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INTRODUCCION

El fendmeno de la hibridacién es bastante comun en la naturaleza y
aunque parece que estdi mucho mds extendido en plantas, llegando algunas
revisiones a‘recoger mas de veintitrés mil casos de hibridos interespecificos e
intergenéricos (Knoblach, 1972), también es un hecho bastante frecuente en

distintos taxones animales (Harrison, 1993).

Dentro de los vertebrados es en los peces donde aparece con mas
frecuencia el fendmeno de la hibridacién, asi, Schwartz (1972, 1981) recoge una
lista con 3759 referencias en las que se muestran casos de hibridacién natural y
artificial. Pero, dentro de los peces, el grupo en el que mas comunmente se da la
hibridacion de forma natural es en la familia Cyprinidae (Collares-Pereira, 1989;

Purdom, 1993).

No esta claro porqué la hibridacién es mas frecuente en ciprinidos, ni
siquiera en peces dentro de los vertebrados, aunque no hay que olvidar que la
reproduccién externa, con toda probabilidad, va a suponer un menor obstaculo a

la hibridacién que la reproduccién interna.

De cualquier modo, parece ser que entre especies originadas como
consecuencia de un fendmeno de vicarianza la evolucion constante y en alopatria,
traerd como resultado un proceso de divergencia en muchos caracteres. Sin
embargo, los mecanismos de aislamiento reproductivo, normalmente, no van a
sufrir una presion de seleccion considerable en alopatria por lo que pueden
retenerse inalterados. Por tanto, se podria mantener la compatibilidad fisioldgica
y citogenética para la realizacién de cruces reproductivos entre especies o taxa

que poseen un periodo de divergencia evolutiva considerable (Buth et al., 1993).
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Parece claro que, al menos en ciertos grupos, la capacidad de produccion
de hibridos naturales es alta. Por el contrario, esta hibridacion suele estar limitada
a la generacién F,, debido a serias anomalias durante la etapa de desarrollo que
produciran la inviabilidad de los hibridos o a la imposibilidad de superar la

barrera de la infertilidad.

Sin embargo, en vertebrados inferiores se han detectado ciertas
poblaciones de hibridos en los que se encuentran generaciones mucho mas alla de
F,, con individuos perfectamente viables y que ademds utilizan mecanismos
reproductivos que les permiten mantener estas poblaciones considerablemente
estables. Se¢ trata de los denominados vertebrados unisexuales o biotipos

unisexuales.

La importancia de estos organismos en biologia es basica. Mediante el
estudio de lo que consideramos anormal en la naturaleza podemos comprender
mejor, aunque sea de forma indirecta, lo que es normal o lo que consideramos
tipico. Los vertebrados unisexuales son indudablemente atipicos (al menos en el
contexto de los vertebrados) y por tanto inherentemente interesantes para la
ciencia, pero ademas, son modelos de estudio inmejorables para conocer

respuestas basicas en evolucion y ecologia (Vrijenhoek, 1994).

El fenomeno de la unisexualidad

Los vertebrados unisexuales son relativamente nuevos para la ciencia. El
primero en ser descubierto fue un pez, Poecilia formosa y en €l se detectd un
‘mecanismo modificado de partenogénesis para la reproduccion (Hubbs & Hubbs,

1932).

En la actualidad se han reconocido aproximadamente 70 biotipos
unisexuales de peces, anfibios y reptiles (Dawley, 1989; Vrijenhoek ef al. 1989),

aunque con toda probabilidad siempre consideraremos a los vertebrados
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unisexuales como meras anécdotas comparados con el nimero total de especies
de vertebrados (Moore, 1984; Vrijenhoek et al. 1989). Sin embargo, la propia
naturaleza de estos organismos nos sugiere que seguramente existen muchos mas

ejemplos esperando ser descubiertos (Turner, 1982).

La mayoria de estos biotipos (64%) son poliploides (3n 6 4n), y en esencia
todos parecen haber surgido como hibridos interraciales o interespecificos. A
estas dos caracteristicas basicas se les unen otras dos igualmente definitorias:
estos biotipos estan constituidos por poblaciones en las que practicamente todos
los individuos son hembras (de ahi el nombre de vertebrados unisexuales) y se
reproducen mediante un mecanismo gametogenético aberrante (bien premeidtico
0 meidtico) que inhibe la recombinaciéon genética y produce una herencia
genética clonal. Estas cuatro caracteristicas estin muy relacionadas entre si,
encontrandose como factor de unién entre ellas el fenomeno de la hibridacion

(Dawley, 1989).

La esterilidad normalmente asociada a la hibridacién supone una gran
presién de seleccion para cualquier organismo que retenga la produccion de
huevos y retenga o restaure la diploidia (Schultz, 1969; White, 1978). En aquellos
casos en los que se mantiene tanto la viabilidad de los individuos hibridos como
su fertilidad, aparece una reproduccién basada s6lo en hembras ya que parece que
se incrementan las ventajas demograficas y por ello se verd favorecido este
mecanismo de “rescate” de la ovogénesis, que ademads, parece fijarse a corto
plazo (Moritz et al., 1989; Vrijenhoek, 1989). Por tanto no sorprende que hayan
aparecido a modo de convergencia distintos modos de reproduccion entre los
vertebrados unisexuales (partenogénesis, ginogénesis e hibridogénesis) y que los
mecanismos citogenéticos en que se basan cada uno de estos modos de
reproduccién puedan no tener mucha relacién entre si (revisiones de Cuellar,

1974; Dawley, 1989).
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La “hipétesis de la balanza” (Moritz et al, 1989) supone que los
organismos bisexuales pueden acumular mutaciones de poco efecto en genes que
regulan la ovogénesis y que estos genes no se expresan a un nivel significativo en
cllos. Sin embargo, cuando se combina el genoma de dos especies en un hibrido,
estas mutaciones pueden expresarse y suponer una modificacion importante en la
ovogénesis, como consecuencia de la alteracion de la meiosis, que supondria la

aparicién de una cierta proporcién de ovocitos de ploidia no reducida.

La proporcidn de estos ovocitos de ploidia no reducida va a depender de la
divergencia que se haya acumulado entre las especies parentales, en los genes
responsables del control de la meiosis. Paralelamente, la divergencia también
podria acumularse en genes reguladores de otros aspectos de la gametogénesis o
del desarrollo por lo que el exceso de divergencia incidiria negativamente sobre
la fecundidad, sobre la viabilidad de los hibridos o sobre ambas. Los dos efectos
combinados delimitan un margen estrecho en ¢l que dos especies bisexuales
divergentes pueden cruzarse produciendo hibridos unisexuales viables. Las
especies que hibridan deben ser lo suficientemente diferentes como para que se
altere la meiosis pero no demasiado a fin de que el desarrollo embrionario y la
fertilidad no se alteren. Es, por tanto, “muy dificil llegar a ser un vertebrado

unisexual” (Vrijenhoek, 1989).

Modos de veproduccion unisexuales

De los tres modos de reproduccion mencionados la partenogénesis es la
mas simple (Figura 1). Las hembras hibridas partenogenéticas producen huevos
sin recombinacion genética ni reduccion en la ploidia. De esta forma los huevos
diploides pasan a la fase de desarrollo larvario sin que ademas haya habido
intervencion de esperma alguno. La descendencia estard compuesta de individuos

genéticamente idénticos a su progenitor (clones).
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En la ginogénesis ocurre un fenémeno similar al visto, sin embargo los
huevos no reducidos que producen las hembras hibridas necesitan de la
estimulacién de espermatozoides de una especie proxima para que se Inicie la
embriogénesis. No existe singamia o fusién de los micleos del espermatozoide y
ovocito, y normalmente el contacto del espermatozoide con la corteza del ovocito
es suficiente para desencadenar el desarrollo larvario. De nuevo, la descendencia

serd genéticamente idéntica a la madre progenitora.

En la hibridogénesis aparecen algunas caracteristicas tipicas de la
reproduccién sexual ya que en este caso las hembras hibridas si producen
ovocitos haploides que seran fecundados por esperma. Sin embargo, pero estos
ovocitos haploides estan constituidos por el genoma procedente de una sola de las
especies parentales, y siempre la misma, que originaron al hibrido y que es
transmitido al ovocito sin recombinacién. El genoma procedente del otro parental
es desechado durante la ovogénesis (previo o durante la meiosis). El ovocito es
posteriormente fertilizado por esperma de la especie cuyo genoma fue desechado,
restaurandose de nuevo la condicién hibrida de la descendencia. Por tanto un
genoma es heredado clonalmente y el otro sexualmente, por lo que también se
conoce a los or;ganismos hibridogenéticos como hemiclones (Vrijenhoek ef al.,

1977) (Fig. 1).
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Fig. 1. Modos de reproduccién en organismos unisexuales.

Base citogenética y molecular

En cuanto a los mecanismos citogenéticos referidos anteriormente y que se
encuentran en la base de los modos de reproduccioén descritos (partenogénesis,
ginogénesis e hibridogénesis) los mejor conocidos son los de apomixis,
endomitosis premeidtica y exclusién genomica (Dawley, 1989). Basicamente
consisten en mecanismos gametogenéticos aberrantes en los que se evita la
recombinacion genética (funcidén principal de la reproduccién sexual). Este
fenémeno se produce a través de la eliminacion de la singamia o fusion de los
pronucleos del espermatozoide y del ovocito, el sobrecruzamiento entre

fragmentos de los cromosomas homologos durante la profase de meiosis I y la
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segregacion al azar de éstos hacia los dos polos de la célula en division durante la

metafase de meiosis I.

El mecanismo de apomixis consiste basicamente en la sustitucién de la
meiosis por una mitosis simple como mecanismo para la formacion de ovocitos.
De esta forma no queda lugar para el sobrecruzamiento entre cromosomas y su
posterior segregacion al azar. Los ovocitos producidos de esta forma tendran la
misma ploidia y el mismo genotipo que las células somaticas y podran
desarrollarse hacia un individuo adulto sin el concurso de un espermatozoide

(partenogénesis) o tinicamente con la estimulacion de éste (ginogenesis).

El mecanismo de endomitosis premeidtica provoca una mitosis, antes de
la meiosis, en la que no se produce la fase de carioquinesis o de citoquinesis. Esto
supone una duplicacion en el nimero de cromosomas del ovocito antes del
comienzo de la fase de meiosis I, agrupandose los cromosomas idénticos por
parejas (bivalentes). El resto de las fases de la meiosis se completan normalmente
pero dado que el sobrecruzamiento entre cromosomas idénticos (en caso de
darse) y la segregacion entre cromosomas idénticos no tiene ninguna rejaercusién
en cuanto a aumento de variaciéon genética el resultado es similar al del
mecanismo de apomixis: produccion de ovocitos idénticos entre si y con respecto
a cualquier célula somatica de la madre y que daran lugar a individuos adultos sin

una fusién previa con ¢l pronicleo de un espermatozoide.

La exclusién gendémica si produce, por el contrario, ovocitos con una
reduccién cromosdmica como en la reproduccion sexual, y al igual que en ésta se
efectia una auténtica fusién de los pronicleos del ovocito y espermatozoide. Sin
embargo, mediante este mecanismo se produce la eliminacién del genoma
completo proveniente de una de las dos especies que hibridaron originando al
biotipo unisexual. El genoma que permanece es el que pasara a los ovocitos y

estos necesitaran de su fusién con un espermatozoide para comenzar su desarrollo
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embrionario. Es, pues, el mecanismo base de la hibridogénesis (Cimino, 1972;

Graf & Miiller, 1979; Tunner & Heppich, 1981; Graf & Polls-Pelaz, 1989).

Diversidad genética

Aunque, como hemos visto, en una herencia hemiclonal hay una puerta
abierta a la diversidad genética no debemos pensar que en la herencia clonal esta
puerta estd cerrada ya que, de hecho, se encuentran muiltiples clones,
genéticamente distintos, dentro de un biotipo unisexual (revisiones en: Parker,

1979; Moore, 1984; Cuellar, 1977).

La diversidad clonal se origina fundamentalmente durante el proceso o
procesos de hibridacion iniciales entre las dos especies bisexuales que van a
originar a los individuos hibridos y posteriormente se puede ampliar gracias a
fenomenos de mutacién y a recombinaciones puntuales entre los dos genomas
hibridos (Parker et al., 1989). Teniendo en cuenta que las hembras hibridas F,
proceden de cruces entre dos especies de reproduccién sexual, cada una de estas
hembras hibridas sera genéticamente diferente y estas diferencias pasaran a su
descendencia clonal. Los clones procedentes del mismo fenoémeno de hibridacién
seran genéticamente idénticos mientras que los que proceden de distintas
hibridaciones son distintos ya que el fendémeno de la hibridacién “congela” en
cada hembra hibrida una muestra de la diversidad genética encontrada en las
especies parentales, que sera desde entonces perpetuada sin cambios (a excepcion
de las mutaciones) por la reproduccioén clonal o hemiclonal (Schultz, 1977;

Vrijenhoek, 1979, 1984a, 1984b).
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Poliploidia

Al combinarse dos genomas procedentes de dos especies distintas se
inclina el sex-ratio de los individuos hibridos hacia las hembras y se altera la
gametogénesis hasta el punto de que las hembras hibridas producen huevos en los
que no se ha producido una recombinacién genética y, a menudo, tampoco una
reduccién en la ploidia. La produccion de estos huevos no haploides va a
significar un aumento en la ploidia si se produce la incorporacién en el ovocito de

esperma procedente de un macho de una especie relacionada.

En algunos casos bien estudiados referentes a peces y reptiles
(Lacertidae), la poliploidizacién se originé como consecuencia de la adicién de
un tercer genoma en el hibrido diploide asexual (Desmore ef al., 1989; Quattro et
al., 1992b). Ademas, se conocen muchos trihibridos asexuales triploides (tres
razas o especies estin involucradas) (Dessauer & Cole, 1989; Lowcock et al,
1987; Schultz, 1977; Turner ef al., 1983). Sin embargo, esto no ocurre en el
origen de muchos insectos unisexuales en los que se ha demostrado la existencia
de una partenogénesis espontinea sin la existencia de hibridacién (Soumalainen

et al., 1987).

La especie

Pocas especies, al menos dentro de la familia Cyprinidae, han tenido
tantos problemas para su situacién taxonémica como Tropidophoxinellus
alburnoides (Steindachner, 1866), y es que los estudios basados en su morfologia
y osteologia empleados hasta ahora han discrepado en el género al que debia

adscribirse la especie.

Originalmente fue descrita por Steindachner (1866) como Leuciscus
(Leucos) alburnoides a partir de poblaciones colectadas en las cuencas del

Guadalquivir (Sevilla, Ecija, Cérdoba y Alcala de Guadaira) y del Guadiana
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(Mértola, Mérida). Esta posicién dentro del género Leuciscus Cuvier, 1817 fue
seguida ampliamente por distintos autores (Giinther, 1868; Capello, 1880; Sceley,
1886; Osorio, 1888; Vieira, 1898; Seabra, 1911; Lozano-Rey, 1919; De Buen,
1930; Nobre, 1932 y 1935) hasta que Berg (1932) la reconsidero, pasando a situar
esta especie en el género Rutilus Rafinesque, 1820. A pesar de que Berg no
aporta en su trabajo los motivos que le inducen a esta reclasificacion, el cambio
es adoptado por la generalidad de los autores (Lozano-Rey, 1935; De Buen,
1935/1936; Helling, 1943; Medrano-Sanz, 1944; Alburquerque, 1954/1956;
Banarescu, 1964; Daget, 1968; Banarescu ef al., 1971). Sin embargo, ya Lozano-
Rey (1947) se cuestiona la oportunidad de la inclusion de la especie en el género
Rutilus tras compararlo con otras especies ibéricas del género, pero no va a ser
modificada esta posicion taxondmica hasta que Stephanidis (1974) revisa la
especie y propone su inclusién en un nuevo género, al que Illamara
Tropidophoxinellus, en el que también situard a otros dos taxones griegos hasta
entonces nominados como Rutilus spartiaticus Stephanidis, 1971 y R.

alburnoides hellenicus Stephanidis, 1939.

Inicialmente Almaga (1976, 1978) y con posterioridad la gran mayoria de
los ictidlogos espafioles (Elvira, 1987, 1990 y 1995; Doadrio, 1988; Doadrio et
al., 1991; Herrera, 1991; Fernandez-Delgado & Herrera, 1994; Peris et al., 1994
Velasco, 1995) aceptan en sus trabajos la nominaciéon de la especie como
Tropidophoxinellus alburnoides. Otros autores, sin embargo, no consideran la
adscripcidn al nuevo género (Ladiges, 1978), aunque so6lo Collares-Pereira (1984)
argumenta que en la especie ibérica no esta presente uno de los caracteres
definitorios del género Tropidophoxinellus como es la presencia de una quilia sin
escamas entre la aleta ventral y la papila urogenital. Finalmente Lelek (1980)

considera a la especie dentro del género Pararutilus Bonaparte, 1845,

En la actualidad la polémica sigue abierta, pero nuevos datos citogenéticos

y de su estructura poblacional (Collares-Pereira, 1983, 1984, 1985) nos llevan a
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abordar la problematica desde otro punto de vista mucho mas interesante ya que
tras la controversia sobre su ubicuidad taxonémica puede encontrarse un origen
hibrido interespecifico o intergenérico para algunas formas dentro de la especie.
En base a esta posibilidad, Collares-Pereira (1984, 1985, 1987, 1989) utiliza la
denominacion de “complejo de Rutilus alburnoides”. En el presente estudio, y a
la espera de log resultados moleculares, hemos preferido mantener inicialmente la
denominacion de T. alburnoides por ser la consensuada por la mayoria de los

autores espafioles (ICONA, 1986)

Tropidophoxinellus alburnoides contiene formas diploides (2n=50) y
triploides (3n=75) dentro de una misma poblacion (Collares-Pereira, 1984;
Lobillo et al., 1989; Fernandez-Delgado & Herrera, 1994; Peris ef al., 1994), e
incluso se ha llegado a hipotetizar la presencia de formas tetraploides (Collares-
Pereira, 1985). La proporcion de diploides y triploides cambia entre poblaciones
de distintos rios, pero la presencia de un mayor numero de individuos triploides
(entre el 70% y el 80%) suele ser mas frecuente (Collares-Pereira, 1983, 1985,
1987; Lobillo et al., 1989).

A esto hay que afiadir que el sex-ratio encontrado por diferentes autores en
poblaciones naturales esta muy desequilibrado a favor de las hembras (entre 16:1
y 30:1) frente a los machos (Collares-Pereira, 1983; Femandez-Delgado &
Herrera, 1994; Peris et al., 1994).

Dado que los individuos triploides son practicamente todos hembras, se ha
hipotetizado un modo de reproduccion asexual (Collares-Pereira, 1989) para
parte de la poblacion de 7. alburnoides. Aunque se desconoce cual es el
mecanismo usado para esta reproduccion, se ha apuntado la posibilidad de que se
trate de un fendmeno de ginogénesis. El resto de los individuos tendrian una
reproduccion sexual normal. Ambas subpoblaciones podrian ser discriminadas en
base a ligeras diferencias a nivel morfologico (Collares-Pereira, 1983, 1984}, si

" bien éstas no son demasiado acusadas.
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Miembros del complejo T. alburnoides hibridan con especies del género
Leuciscus (Collares-Pereira, 1989) y de forma mucho més esporddica con
especies del género Chondrostoma y Anaecypris habiéndose detectado algun
¢jemplar con morfologia intermedia entre I alburnoides y Ch. polylepis
duriensis en el rio Agueda (Velasco, 1994) y T. alburnoides x Ch. polylepis

polylepis en el rio Almonte (datos sin publicar).

Sin embargo, entre los distintos modelos hipotetizados para explicar el
origen de algunos triploides no aparece claro el papel de la hibridacién, por lo
que si se confirmase un origen no hibrido para algunas de estas formas
poliploides, el complejo T. alburnoides seria un caso extremadamente raro, por

definicion, dentro de los vertebrados unisexuales (Dawley, 1989).

Objetivos

Nuestro proposito es el de determinar el origen, las relaciones evolutivas,
y los modos de reproduccidn, de las formas diploides y triploides de T.
alburnoides. Usaremos para ello técnicas citogenéticas con el fin de delimitar qué
individuos presentan poliploidia y comprobar el alcance de ésta en las
poblaciones naturales. Ademas, se han utilizado diferentes técnicas moleculares
como electroforesis de proteinas y analisis del polimorfismo de los fragmentos de
restriccion del! gen del Citocromo b del ADN mitocondrial para estudiar el

fenémeno de la hibridacion.

Partiendo de esta intencion, los objetivos del presente estudio consistieron

€n CONnocCer.

1.- Si nos encontramos ante un nuevo caso dentro de los vertebrados

unisexuales

a} analizando la proporcién de sexos
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b) analizando la proporcidn de individuos poliploides

. ¢) analizando los patrones genotipicos de los individuos en busca de

loci fijados en heterocigosis

2.- Las especies parentales implicadas en ¢l fendémeno, caracterizando

genéticamente a las poblaciones potencialmente implicadas

a) comparando los loci marcadores encontrados entre las especies
parentales potenciales con los que aparecen fijados en heterocigosis

en los individuos hibridos

b) identificando el parental materno mediante genes de herencia

materna

3.- El origen de las formas poliploides determinando el mecanismo

molecular que facilit6 el establecimiento de poliploidias
4.- El modo de reproduccién empleado por los organismos hibridos
a) analizando la variabilidad genética de los individuos hibridos

b) determinando el genotipo de los ovocitos maduros en hembras

hibridas
5.- El alcance del fendmeno de la hibridacion

a) estudiando la proporcién de sexos y de individuos poliploides en

poblaciones de distintas cuencas hidrograficas

b) estudiando el genotipo de poblaciones localizadas en otras

cuencas hidrograficas
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MATERIAL Y METODOS

Material

La captura de los ejemplares necesarios para el presente estudio se realizé
mediante un motor de pesca eléctrica. Ademas, se evitan sesgos hacia las tallas
mayores que podrian falsear las proporciones de sexos y ploidias, como suele
ocurrir con otras artes de pesca mas selectivas. Siempre se trabajé con
intensidades de corriente suficientemente pequeiia como para evitar mortandades

innecesarias en las poblaciones.

La nomenclatura que se utilizd para designar los distintos taxones es la
empleada por Doadrio ef al. (1991). Como ya se ha argumentado en el capitulo
anterior se mantuvo la denominacion genérica de Tropidophoxinelius para la
especie que estamos estudiando. Debido a que no distinguimos a priori los
supuestos individuos hibridos de los bisexuales introducimos el término

“complejo” siguiendo a otros autores como Collares-Pereira (1985).

El material se ha dividido segin los objetivos para los que se ha empleado.
Debido a la gran cantidad de material empleado y a su diversa procedencia, y
dado que todos los ejemplares no se han estudiado con las mismas técnicas y para

resolver las mismas cuestiones, hemos creido mas légico enumerar dicho.

1.- Material para el andlisis de la poliploidia y de la proporcion de sexos

Se recolectaron ejemplares del complejo T. alburnoides en varias cuencas
hidrograficas en la Peninsula Ibérica, transportdndose vivos al Museo Nacional

de Ciencias Naturales donde fueron sexados tras su anestesiado y diseccion.
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Las localidades y el nimero de ejemplares utilizados aparecen en la Tabla

1 y su distribucion viene recogida en la Figura 2.

Tabla 1.- Poblaciones de complejo 7. alburnoides empleados para ¢l estudio de 1a ploidia y de la
proporcion de sexos, (n) representa el nimero de individuos analizados.

Rio Cuenca Localidad n Fecha
Agueda Duero La Fregeneda (Salamanca) a3 17-11-1992
Arrago Tajo Cadalso de Gata (Caceres) 65 17-11-1992
Almonte Tajo Jaraicejo (Caceres) 39 2-12-1992
Tiétar Tajo Iglesuela (Toledo) 23 13-12-1992
Alburrel Tajo Valencia de Alcantara (Caceres) 16 1-12-1 992
Estena Guadiana Navas de Estena (Ciudad Real) 41 22-5-1995
Gévora Guadiana Alburquerque (Badajoz) 23 1-12-1992
Rumblar Guadalquivir  El Centenillo (Jaén) 16 13-11-1993
g

N
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Fig. 2. Mapa con las poblaciones analizadas de T. alburnoides. 1. Rio Agueda. 2. Rio Arrago. 3.
Rio Tiétar, 4. Rio Almonte. 5. Rio Alburrel. 6. Rio Gévora. 7. Rio Estena. 8. Rio Rumblar.
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2.- Material para el andlisis de la hibridacion

Una vez comprobada la extensién del fenomeno de la poliploidia por las
distintas cuencas hidrograficas que comprenden el rango de distribucién del
complejo, se decidi6 elegir una de las poblaciones ya muestreadas para, con un
numero mas elevado de individuos, profundizar en el analisis de la hibridacion

mediante electroforesis de proteinas.

Enfocamos nuestro mayor esfuerzo en capturar gjemplares del rio Agueda,
un afluente de la cuenca del Duero, situado en el limite norte del rango de
distribucién del complejo T. alburnoides. Asi, a los 33 individuos previamente
capturados en el Agueda y ya analizados se le afiadieron 200 ejemplares mas que
se capturaron con pesca eléctrica en campafias sucesivas en el mismo punto de

muestreo (La Fregeneda, Salamanca). Las fechas de las capturas fueron:
4-3-1994, 28 ejemplares (22 de ellos utilizados en los estudios cariologicos).
8-4-1994, 49 ejemplares (40 de ellos utilizados en los estudios cariolégicos).
14-5-1994, 43 ejemplares (37 de ellos utilizados en los estudios cariolégicos).
18-6-1994, 52 ejemplares.
29-6-1994, 28 ejemplares.

La totalidad de los 233 individuos fueron sexados en el laboratorio, pero
debido a su gran nimero se seleccionaron 132 de ellos (casi todos los machos y
un numero amplio de hembras que fueron elegidas al azar) a los que se les
estudio la ploidia y se analizaron mediante electroforesis de proteinas. La
seleccién de los machos se debié a que ellos potencialmente pertenecerian a la

especie bisexual que teniamos que caracterizar,
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3.- Material para el andlisis de las especies parentales

Para determinar la especie/especies que pudiesen estar implicadas en la
hibridacién se procedid a recoger material de distintas localidades que después
fue analizado mediante electroforesis de proteinas. Esta busqueda se realizé a tres
niveles diferentes. En primer lugar, se centré en las especies del rio Agueda.
Posteriormente, se hizo un analisis exhaustivo de distintas poblaciones de
especies del género Leuciscus ya que su implicacién en la hibridacion parecia
mas evidente. Finalmente, s¢ realizo un estudio para otras especies situadas en

distintos rios espafioles y griegos.

a) El principal motivo en la eleccion del rio Agueda para un estudio mas
intensivo se debi6 a que este rio se caracteriza por una relativa baja diversidad de
especies de ciprinidos, pudiendo encontrarse cuatro ademds del complejo T.
alburnoides, siendo éstas: Leuciscus carolitertii Doadrio 1987, Chondrostoma
polylepis duriensis, Coelho, 1985, Barbus bocagei Steindachner, 1865 y Rutilus
lemmingii (Steindachner, 1866). También se encuentra un cobitido (Cobitis
vettonica Doadrio & Perdices, 1997) y un salménido (Salmo trutta Linnaeus,

1758) (Doadrio et al., 1991; Velasco, 1994).

Por tanto, el rio Agueda serd adecuado para analizar el fenémeno de la
hibridacién ya que ésta sélo seria factible entre miembros del complejo T.
alburnoides y miembros de los otros tres géneros de la familia Cyprinidae

(Leuciscus, Chondrostoma y Rutilus), como ya habia sido indicado previamente

(Collares-Pereira, 1989).

b) Debido a que los resultados del complejo T. alburnoides del rio Agueda
sugirieron que los parentales debian pertenecer al género Leuciscus se realizé un
estudio exhaustivo de sus especies en la Peninsula Ibérica y en el resto de Europa.
Dentro de esta revision se hizo especial hincapié en las especies griegas ya que

también se ha considerado la presencia de I. alburnoides en este area
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(Stephanidis, 1971). También se estudiaron las otras dos especies incluidas en el
género Tropidophoxinellus: Tropidophoxinellus hellenicus (Stephanidis, 1939) y
Tropidophoxinellus spartiaticus (Stephanidis, 1971). Todos ellos fueron

analizados con electroforesis de proteinas.

En la Tabla 2 se recogen las poblaciones espaiiolas de especies del género
Leuciscus que se han analizado y la Figura 3 muestra la distribucién de sus

puntos de muestreo.

Tabla 2. Poblaciones de las especies del género Leuciscus analizadas como posibles parentales en la
hibridacién. (n) indica los ejemplares estudiados y los nimeros junto a los rios designa a 1as poblaciones.
Las abreviaturas en la localidad se coresponden con las provincias.

Rio Cuenca  Taxa n Localidad Fecha
1 Arnoia Mifio L. carolitertii 19 Santa Eufenia (OR) 3-8-95
2 Boedo Duero L. carolitertii 20 Bascones de Ojeda (P) 17-8-95
3 Eresma ~ Duero L. carolitertii 10 Olmedo (V) 15-6-95
4 Agueda Duero L. carolitertii 31 La Fregeneda (SA) 18-6-94
5 Pesquero Tajo L. pyrenaicus 15 Valverde del Fresno (CC) 27-11-94
6 Almonte Tajo L. pyrenaicus 24 Jaraicejo (CC) 26-11-94
7 Tiétar Tajo L. pyrenaicus 14 Iglesuela (TO) 22-3-93
8 Cedena Tajo L. pyrenaicus 10 Los Navalmorales (TO) 23-5-95
9 Estena Guadiana L. pyrenaicus 20 Navas de Estena (CR) 22-5-95
10 Valparaiso Guadiana L. pyrenaicus 13 Casas de Villares-Pérez (CU) 17-5-95
11 Valdehornos  Guadiana L. pyrenaicus 15 Navalpino (CR) 5-10-95
12 Fresneda Guadalquivir L. pyrenaicus 10 Calzada de Calatrava (CR) 21-11-95
13 Guadalmena Guadalquivir L. pyrenaicus 21 Alcaraz (AB) 23-10-96
14 Bogarda Segura L. pyrenaicus 7 Las Mohedas (AB) 31-10-96
15 Algar Algar L. pyrenaicus 17 Callosa de Ensarria (A) 3-11-96
16 Bullent Bullent L. pyrenaicus 6 Pego (A) : 28-4-92
17 Serpis Serpis L. pyrenaicus 9 Beniarrés (A) 1996
18 Font de Albufera de L. pyrenaicus 9 Sollana (VA) 28-4-92
Barret Valencia

19 Matarrafia Ebro L. cephalus 14 Nonaspe (7) 29-5-84
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Fig. 3. Mapa con las poblaciones analizadas de los posibles parentales en la hibridacién. 1.
Mifio. 2. Boedo. 3. Eresma. 4. Agueda. 5. Pesquero. 6. Almonte. 7. Tiétar. 8. Cedena, 9. Estena. 10.
Valparaiso. 11, Valdehornos. 12. Fresneda. 13. Guadalmena. 14. Bogarda. 15. Algar. 16. Bullent. 17.

Serpis. 18. Font de Barret. 19, Matarrafia.

En la Tabla 3 se indican las poblaciones de las especies del género

Leuciscus colectadas fuera de la Peninsula Ibérica y en la Figura 4 la posicién

geografica de éstas. La mayoria de éstas son poblaciones griegas pero se han

afiadido otras dos poblaciones de L. cephalus de Italia y Bulgaria.
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Tabla 3. Relacion de las distintas especies y localidades recolectadas fuera de la Peninsula Ibérica y
analizadas como posibles parentales en la hibridacién. (n) representa el mimero de individuos analizados.

Taxa Localidad n Fecha

1 Leuciscus keadicus Rio Evrotas (Skala y Sparta), Grecia 21 17-6-92
1 Tropidophoxinellus spartiaticus Rio Evrotas (Sparta), Grecia 20 17-6-92
2 L. cephalus peloponnensis Rio Miras (Kopangkion), Grecia 9 18-9-92
3 L. c. peloponnensis Rio Alfios (Karitana), Grecia 21 17-6-92
4 L. c. peloponnensis Lago Stymphalia, Grecia 24 17-9-92
5 L. c. albus Rio Evinos (Mesologki), Grecia 10 19-6-92
0 L. cf svallize Lago Trichonis (Panetolio), Grecia 26 20-6-92
6 Tropidophoxinellus hellenicus Lago Trichonis (Panetolio), Grecia 20 20-6-92
7 L.c albus Rio Louros (Kerasona), Grecia 13 6-6-92
8 L. c albus Rio Arachthos (Arta), Grecia 12 7-6-92
9 L. cf svallize Rio Thiamis (Parapotamus), Grecia 25 5-6-92
10 L. c. vardarensis R. Maniklotico {Oxilothos), Euboia-Grecia 14 12-6-92
11 L. c. vardarensis (Kirintos), Isla de Euboia, Grecia 15 13-6-92
12 L. c. vardarensis Rio Sperchios (Lamia), Grecia 6 15-6-92
13 L. c. vardarensis Rio Pinios (Omolio}, Grecia 3 11-6-92
14 L. ¢. vardarensis Rio Aliakmon (Kaloneri), Grecia 9 8-6-92
15 L. ¢ vardarensis Rio Aoos (Konitsa), Grecia 14 7-6-92
16 L. c¢. vardarensis Lago Prespa (Psarades), Grecia 12 21-6-92
17 L. c. vardarensis Rio Gallikos (Gallikos), Grecia 11 9-6-92
18 L. ¢. macedonicus Rio Strymon (Strimeniko), Grecia 15 23-6-92
19 L. ¢c. macedonicus Rio Nestos (Paranesti), Grecia - 8 24-6-92
20 L. borysthenicus Rio Filiouris (Fotolives), Grecia 10 24-6-92
21 L. c cephalus Rio Dimboviza (L. Dragomiresti) Rumania 5 9-10-91
22 L. ¢ cabeda Rio Reno (Vergato), Italia 6 30-9-91
23 Telestes souffia muticellus Rio Bevera (Sospel), Francia 30 abril -95
24 L. carolitertii Rio Agueda (La Fregeneda), Espafia 33 17-11-92
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Fig. 4. Poblaciones analizadas fuera de la Peninsula Ibérica de las especies del género Leuciscus
consideradas como posibles parentales. Las localidades se corresponden con las relacionadas en la Tabla
3.

¢) Debido a que no fueron encontrados los dos parentales en el estudio del
género Leuciscus se inicid un estudio en otras especies de ciprinidos ibéricos y
diferentes poblaciones de 7. alburnoides. Especialmente, se analizaron las
especies de los rios Estena y Jandula ya que en ellos aparecen un numero
considerable de especies potencialmente interesantes para este estudio. Las
colectadas en el rio Estena fueron Anaecypris hispanica (Steindachner, 1866),
Rutilus lemmingii (Steindachner, 1866), Leuciscus pyrenaicus Glnther, 1868,

Leuciscus sp. Chondrostoma polylepis willkommii Steindachner, 1865, ademas de
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una poblacién muy abundante del complejo T. alburnoides. Asi mismo, en el rio

Jandula, se recolectaron algunos ejemplares de Iberocypris palaciosi Doadrio,

1980 y de Chondrostoma polylepis willkommii y en un afluente suyo, el rio

Robledillo, se muestred R. lemmingii.

En la Tabla 4 se detallan especies, localidades, fechas y numero de

ejemplares capturados en los rios Agueda, Estena y Jandula y en la Figura 5 se

muestra la distribucién geografica de los puntos de muestreo.

Tabla 4. Relacién de las distintas especies y localidades analizadas como posibles parentales en la

hibridacién. (n) representa el niimero de individuos analizados.

Rio Cuenca Taxa n Localidad Fecha
Agueda Duero complejo T. alburnoides 132 La Fregeneda (SA} varias*
Apueda Duero Leuciscus carolitertii 31 1laTFrepeneda (SA) 18-6-94
Agueda Duero Ch. polvlepis duriensis 31 TLaFregeneda (SA) 29-6-94
Turones Duero Rutilus cf. lemmingii 20 Bouza (SA) 26-11-94
Estena Guadiana complejo T. alburnocides 31 Navas de Estena (CR) 22-5-95
Estena Guadiana Leuciscus pyrenaicus 20 Navas de Estena (CR) 22-5-95
Estena Guadiana Leuciscus sp. 17 Navas de Estena (CR) 22-5-95
Estena Guadiana Anaecypris hispanica 6 Navas de Estena (CR) 22-5-95
Estena Guadiana Rutilus lemmingii 18 Navas de Estena (CR) 22-5-95
Jandula Guadalquivir fberocypris palaciosi 11  Lugar Nuevo (J) 5-3-92
Jandula Guadalquivir Ch. polylepis willkommii 2 Lugar Nuevo () 5-3.92
Robledillo  Guadalquivir Rutilus lemmingii 12 Solana del Pino {CR) 19-11-94

* las fechas de captura son las relatadas en el texto en el apartado anterior.
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Fig. 5. Mapa con las poblaciones de las especies utilizadas en el analisis de las especies
parentales. 1. Rio Agueda. 2. Rio Turones. 3. Rio Estena. 4. Rio Jandula. 5. Rio Robledillo.

Los estudios de electroforesis de proteinas encaminados a determinar las

especies implicadas en la hibridacién se vieron complementados con los del

polimorfismo de los fragmentos de restriccion del Citocromo b del ADN

mitocondrial. Parte del material analizado mediante proteinas fue estudiado con

esta segunda herramienta molecular que sirvié para hayar la especie que actuo

como materna en la hibridacion.

Aunque este material ya viene incluido en la Tabla 4, sin embargo,

mostramos de manera mas explicita el nimero de ejemplares y la procedencia de

éstos en la Tabla 5.
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Tabla 5. Localidades y especies colectadas, asi como el numero de muestras usadas para los estudios de
aloenzimas v enzimas de restriccion en el ADN mitocondrial.

Rio, Cuenca
{Localidad) n° de muestras
Especie Colectadas Proteinas ADN mit.
Rio Agueda (Duero)
(La Fregeneda, Salamanca)
Tropidophoxinellus alburnoides™® 233 132 15
Leuciscus carolitertii 31 31 5
Chondrostoma polylepis duriensis 31 31 5

Rio Turones (Duero)
{Bouza, Salamanca)

Rutilus lemmingii 20 20 5
Rio Estena (Guadiana)
{Navas de Estena, Toledo)
Tropidophoxinellus alburnoides® 41 31 15
Leuciscus pyrenaicus 7 20 20 5
Rutilus lemmingii 18 18 5
Anaecypris hispanica 6 6 5

(*) complejo 7. alburnoides, incluidos los hibridos putatives y poliploides.
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Metodos

La combinacién de los estudios de electroforesis de aloenzimas y ADN
mitocondrial suponen una herramienta poderosa para aclarar el origen y los
modos de reproduccion de los organismos unisexuales (Avise et al., 1992; Buth
et al., 1993; Avise, 1994). Hemos creido, por tanto, que estos métodos
moleculares son los mas adecuados para la consecucién de los objetivos

propuestos en este estudio.

Como paso previo a los estudios moleculares hemos abordado los estudios
citogenéticos que nos van a aportar una informacién bésica de partida. Por una
parte conoceremos qué individuos presentan poliploidia y por tanto son
sospechosos de presentar un origen hibrido. En segundo lugar, hemos de tener en
cuenta la ploidia de los individuos para los célculos de las frecuencias alélicas, ya
que la frecuencia con que aparece un determinado alelo esta en relacion con el
nimero de¢ cromosomas homodlogos existentes. En el caso de individuos
heterozigotos triploides el cuantificar la dosis génica es determinante para el

calculo posterior de las frecuencias alélicas.

1.- Métodos citogenéticos

Con el fin de determinar la ploidia de los individuos se usaron metodos
cariolégicos y fotométricos. Las hipdtesis previas (Collares-Pereira, 1987, 1989)
sugerian la existencia dentro de la poblacién de una fraccién con reproduccion
sexual en la que aparecen individuos diploides y triploides y otra fraccion, de
origen hibrido, también con los dos tipos de ploidia. Parece claro, por tanto, que

antes de abordar el analisis del origen de estas formas sea necesario determinar la
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ploidia para cada individuo. En el presente estudio se han empleado para tal fin

dos técnicas, la del cariotipado y la citometria de flujo.

1.1.- Cariotipado
1.1.1.- Principios generales y utilidad

Esta técnica consiste en el estudio mediante microscopia optica de los
cromosomas aprovechando el hecho de que durante la metafase mitética éstos
son visibles al hallarse el material genético _superenrrollado y compactado a la
espera de que los husos acromaticos separen la cromatidas hermanas hacia los

polos de la célula en division.

El cariotipado se ha venido usando tradicionalmente con fines
taxonomicos al utilizarse para describir el nimero haploide de una especie y la
proporci6én de los distintos tipos de cromosomas atendiendo a su morfologia y
posicion del centromero (formula haploide). Para el caso de T. alburnoides ya
fueron descritos ambos valores (Collares-Pereira, 1983) observandose un nimero
de 2n=50. En nuestro caso esta técnica se va a emplear exclusivamente para

contar el nimero de cromosomas y determinar asi, la ploidia del individuo.

1.1.2.- Protocolo

El protocolo empleado estd basado en otros descritos anteriormente
(Kligerman & Blomm, 1977; Gold et al., 1990; Arai et al., 1991) aunque con

modificaciones y se compone de cinco pasos basicos:

(a) Eleccion de un tejido con tasa de actividad mitética alta (normalmente un

organo hematopoyético).

(b) En vivo, tratamiento con un agente inhibidor mitético.
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(c) Tratamiento hipoténico de las células.
(d) Fijacién de los niicleos celulares.
(e) Tincidn y montaje de preparaciones permanentes.

Como ya se ha indicado, los ejemplares de 7. alburnoides fueron
capturados mediante pesca eléctrica y fueron transportados vivos al laboratorio
en contenedores suficientemente oxigenados. Una vez en ¢l laboratorio se
procedié a su estudio en el plazo maximo de 24 horas, ya que experiencias
previas durante la puesta a punto de la técnica nos indicaron que el tiempo que
permanecian en cautividad los ejemplares influla negativamente sobre los
resultados obtenidos, no encontrandose practicamente placas mitdticas en las
preparaciones, posiblemente como consecuencia de una ralentizacién del

metabolismo al estar sometidos a estrés.

Cuatro horas antes de su sacrificio, y dependiendo de su tamaiio, se
inyecté a cada individuo entre 0,1 y 0,3 cc de una solucion de colchicina al 0,1 %
en el peritoneo y se les mantuvo en un acuario bien aireado. La colchicina es un
agente cuya propiedad es la de inhibir la mitosis al impedir la formacién de los
husos acromaticos. Por tanto, su efecto va a propiciar que las células que
espontaneamente entren en division se detengan en la metafase de mitosis y de
este modo al cabo de las cuatro horas hemos multiplicado la proporcion de

células en metafase al detenerlas artificialmente en esta etapa de la mitosis.

Una vez anestesiado y sacrificado el individuo, éste fue disecado,
aprovechando este momento para su sexado puesto que en esta especie no
presenta dimorfismo sexual secundario y es necesario la observacion directa de
las génadas. Posteriormente se extrajo el rifion y las agallas ya que estos tejidos
presentan una actividad mitética alta (Sessions, 1990), depositandolas en un
pocillo aleman con 1 ml de soluciéon hipotdénica de KCl 0,075 M donde se

cortaron finamente hasta conseguir disgregar ¢l mayor nimero posible de células
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manteniéndose en esta solucién durante 30 minutos. En esta solucién hipotdnica
las membranas celulares se rompen por ésmosis con lo que se consigue liberar el

nucleo celular.

Para aislar los nucleos celulares, se pipetea cuidadosamente a un tubo de
ensayo la solucién de KCl en la que iran en suspensién un gran nimero de
nucleos. A continuacion, el tubo se centrifuga durante 20 minutos a 1400
revoluciones por minuto. En el liquido sobrenadante quedaran los restos de la
membrana celular y los demdis componentes citoplasmaticos se retiran
cuidadosamente permaneciendo los niicleos celulares precipitados en el fondo del

tubo.

En el tubo se depositan 1,5 cc de etanol-acético (1:1) recién preparado
para fijar los nicleos celulares. Es fundamental que ambos componentes del
fijador estén libres de impurezas para que nada enmascare los cromosomas

cuando sean analizados al microscopio.

A continuacién, para asegurarnos de que todos los mucleos entran en
contacto con el fijador se resuspende cuidadosamente los nicleos con ¢l fijador
durante unos segundos usando una pipeta Pasteur. En esta operacion se tendrd un
especial cuidado de no provocar burbujas de aire ya que éstas disgregarian los

cromosomas.

Los nucleos ya fijados se centrifugan de nuevo otras dos veces con las
mismas condiciones (a 1400 r.p.m. durante 20 minutos) y siempre cambiando el
fijador usado por nuevo y resuspendiendo cuidadosamente. Ya en estas

condiciones los nicleos se pueden conservar durante largo tiempo.

Para visualizar metafases en las que poder contar el numero cromosémico
se dej6é caer una gota de la suspensién de nicleos purificada y fijada, mediante
una pipeta Pasteur, desde una altura de 1 metro (técnica de “splash™), sobre un

portaobjetos previamente limpiado con alcohol absoluto y enfriado a -20 °C. A
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continuacién se dejé secar durante unos segundos al aire y se tifi¢ el portaobjetos

con una solucion de Giemsa al 3 % durante 15 minutos.

Las preparaciones fueron analizadas con microscopia 6ptica usando el
objetivo de 40 aumentos a fin de encontrar placas mit6ticas en las que la
disposicién y compactacién de los cromosomas permitiese contar su nimero. Una
vez localizadas buenas placas mitéticas en una preparacion se monté el cubre
objetos con Bélsamo de Canada y se fotografiaron con el objetivo de inmersion.
Para evitar errores en el conteo de cromosomas se analizaron entre 3 y 10

metafases por individuo.

1.2.- Citometria de flujo
1.2.1.- Principios generales y utilidad

La técnica del cariotipado requiere que los ejemplares se mantengan vivos
para su posterior tratamiento con colchicina antes de la diseccién. Sin embargo,
no siempre fue posible mantener vivos los ejemplares capturados por lo que se
procedié a su congelacion en nitrégeno liquido y posteriormente se almacenaron,

bien enteros o sus tejidos, en congeladores a -70 °C.

Mediante un citémetro de flujo conseguimos una medida indirecta pero
muy fiable de la ploidia del individuo mediante la cuantificacion de ADN

existente en el niucleo de una célula.

La cantidad de ADN existente en una célula es caracteristico de cada
especic y vendra dado por la cantidad de cromatina que posea. De este modo, la
cantidad de ADN existente en una célula de un individuo triploide sera
aproximadamente 1/3 mayor que la existente en la célula de un individuo
diploide de la misma especie y asi, sucesivamente para niveles de ploidia

mayores (Dawley & Goddard, 1688a).
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Utilizando la propiedad de la molécula del ADN de ser tefiida mediante
colorantes especificos y puesto que la intensidad de esta tincién puede ser medida
con un citémetro, se puede obtener un valor relativo que sera proporcional a la

cantidad de ADN de una célula.

Como se ha indicado, esta medida de la ploidia es muy fiable porque en
realidad el citémetro mide el contenido de ADN en mas de veinte mil células de
un mismo organismo. Sin embargo, dada la poca disponibilidad de este
instrumental y lo costoso del analisis de cada muestra no se utilizd este
procedimiento rutinariamente para el total de los ejemplares analizados,. Solo se
empled en los casos en que los ejemplares no sobrevivieron en su transporte al
laboratorio, en los que se dudé en el conteo de cromosomas por cariologia y en
aquellos en los que se quiso confirmar un dato importante para el presente

estudio.

Normalmente, se emplean los eritrocitos del individuo (Dawley &
Goddard, 1988a) para lo cual se le hace una puncién en la aleta caudal
obteniéndose aproximadamente 100 nl de sangre, pero en nuestro caso partimos
de ejemplares congelados a -70 °C y a ello hay que unir que ¢l pequefio tamafio
de muchos de los individuos analizados no permitid la obtencién de tal cantidad
de sangre. Tras probar con distintos tejidos (higado, misculo, cerebro, branquias,
corazén) obtuvimos los mejores resultados usando cerebro y corazén, por lo que

optamos por este ultimo tejido al ser mas facil su obtencion.

1.2.2.- Protocolo

Basicamente, se ha seguido el protocolo de Vindelav ef al. (1982) aunque
con pequefias modificaciones (Dawley & Goddard, 1988b). Las fases mas

importantes son:
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(a) Eleccién de un tejido apropiado y su disgregacion en células en una solucién

tamponada.
(b) Purificacién de la solucion celular mediante filtrado o centrifugacion.
(c) Tratamiento hipoténico de las células.

(d) Tincién con un colorante o fluorante especifico del ADN ¢ incorporacion de

células estandar para el calibrado del contenido de ADN.

(e) Medicién de la fluorescencia en un citémetro y calculo del contenido de

ADN.

Una vez extraido el corazén, éste se sitd en un pocillo o placa de Petri con
1 ml de solucién tamponada (pH 7.6) cofnpuesta por sacarosa 250 mM, citrato
trisédico dihidratado 40 mM y dimetilsulfoxido al 5% (DMSO). En esta solucién
el tejido se cotd finamente con tijeras y pinzas a fin de liberar el mayor nimero

posible de células.

La suspension de células obtenida se hizo pasar por un filtro de nilén de 30
1m de luz de malla o bien se centrifugd durante unos segundos a 500 r. p. m. para

aislar restos de tejido de las células individuales.

Una vez obtenida la suspensién de células en la ‘solucién  de
sacarosa/citrato/DMSO, se afiadié 50 pl de una solucién estandar de células de
sangre periférica humana, cuyo contenido de ADN ya se conoce, y que va a

servirnos como cantidad de ADN de referencia para nuestro analisis.

A continuacién, se afiadié 1 ml de una solucién hipoténica de cloruro
sodico 146 mM, cloruro célcico 1 mM y cloruro de magnesio 21 mM que como
en el caso del cariotipado va a tener la funcién de romper las células liberando los
nucleos. Ademas, en la solucién hipoténica se afiade un colorante especifico para

la molécula de ADN. En nuestro caso se us6 100 pl de ioduro de propidio que se
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caracteriza por emitir fluorescencia. Por tanto, ¢l citometro lo que va a medir sera
la cantidad de fluorescencia emitida por el ioduro de propidio fijado a la molécula

de ADN del nucleo.

La solucién ya preparada es introducida en el citémetro de flujo (FACS
SORT Becton Dickinson). Los nicleos en suspension son inyectados en una
corriente de flujo laminar y se hacen pasar en fila por un rayo de luz ultravioleta
o por un laser procedente de una fuente de luz de alta intensidad. La interseccion
del haz de luz concentrada con los micleos produce la emisién de fluorescencia
por parte del ioduro de propidio que serd recogida por fotodetectores orientados
convenientemente. La fraccion de luz emitida por los niicleos y recogida por los
fotorreceptores generardé una sefial eléctrica que serd proporcional a dicha
fraccion de luz. La sefial eléctrica sera posteriormente amplificada, acumulada y
analizada apareciendo representada como una distribucion de frecuencias de
contenido de ADN formando picos mis o menos discretos dependiendo del

estado de la muestra.

En nuestro caso aparecerdn dos picos discretos en la distribucién de
frecuencias correspondientes uno a las células sanguineas humanas y €l otro a los

nticleos de T. alburnoides diploides o a los nucleos de los individuos triploides.

La fluorescencia emitida por el ioduro de propidio va a dar por tanto una
medida indirecta del ADN (Lee et al., 1984) ya que cuanto mas ADN posea el
nticleo mas cantidad de ioduro de propidio de fijara a éste y mas cantidad de

fluorescencia se recogera el citometro.
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2.- Métodos moleculares

2.1.- Electroforesis de proteinas
2.1.1.- Principios generales y utilidad

Esta técnica consiste basicamente en comparar las proteinas de distintos
individuos tras hacerlas migrar en un campo eléctrico aprovechando que las

proteinas estan cargadas eléctricamente.

Las proteinas estdn compuestas por aminodcidos que se unen entre si
_ mediante enlaces covalentes formando cadenas denominadas polipéptidos.
Existen 20 aminoacidos en la naturaleza, y de ellos tres presentan un grupo NH;"
libre y por tanto tienen carga positiva (lisina, arginina e histidina). Otros dos son
4cidos, presentando un grupo COO™ libre por lo que presentan carga negativa. La
presencia en mayor o menor medida de estos aminoicidos en la cadena
polipeptidica va a determinar la carga neta final de la molécula proteica y

provocara su migracion al ser sometida a un campo eléctrico.

Los aminoacidos pueden, ademas, unirse unos a otros aunque no estén
préximos mediante puentes de hidrégeno con lo que conseguirian una estructura
secundaria. Dependiendo de los grupos con carga, la disposicién de éstos y la
estructura secundaria se obtendra una estructura terciaria con la que la molécula
proteica va a adquirir una forma determinada y un volumen concreto. Finalmente,
algunas proteinas estin compuestas por varias subunidades o cadenas
polipeptidicas, entre las que se dan distintos enlaces iénicos, de hidrégeno y
puentes disulfuro, configurando la estructura cuaternaria de la molécula

(Lehninger, 1982).

La importancia del volumen de la molécula va a ser fundamental ya que su
migracién se vera afectada por el tamafio de poro del soporte fisico (en nuestro

caso un gel de almidon) sobre el que s¢ hard migrar la proteina. Por tanto, en
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condiciones normales, la movilidad de una proteina va a aumentar con la carga
neta que posea y con la diferencia de potencial del campo eléctrico al que se vea
sometida, y por el contrario, disminuird cuanto mayor sea su volumen y mas

concentrado esté el medio (Murphy et al., 1990).

Para hacer migrar las proteinas situamos éstas en un gel de almidon que se
pone en contacto con la fuente de alimentacién mediante un tampén de electrodos
con un pH y una concentracién determinados. Una vez acabada la electroforesis
se revelara especificamente una determinada proteina, de entre el total existente
en el tejido en bruto, mediante una tincién histoquimica concreta que indicara la
posicion exacta a la que ha migrado en el gel apareciendo una banda visible
(zimograma). La tincién histoquimica mas frecuente consiste en aprovechar la
funciéon enzimatica de la proteina para obtener un producto final coloreado o
coloreable, aunque, a veces, la sustancia coloreada es un producto intermedio de
la reaccién. Otras tinciones colorean especificamente cuerpos quimicos asociados
(glticidos, lipidos, grupos aminados...) presentes en las proteinas y que son

susceptibles de tincién (Machordom, 1992).

Cada aminoécido viene codificado por una secuencia de tres nucleodtidos
(triplete) situados en la cadena de ADN. Una mutacién que afecte al conjunto de
la secuencia de tripletes que van a codificar la cadena polipeptidica puede traer
como consecuencia la sustitucién de algin aminoacido, por lo que la carga neta
de la proteina y su estructura espacial pueden variar. Esta variacion,
fundamentalmente de carga, va a suponer una variacién en la migracién de la

nueva proteina al someterla a electroforesis.

Partiendo de la asuncién de que cambios en la movilidad de las proteinas
en un campo eléctrico reflejan cambios en el ADN que las codifica, hemos de
asumir también que si hay diferencias en los patrones de migracion de las bandas
de dos individuos, estas diferencias tienen una base genética y son heredables

(Avise, 1974; Matson, 1984). También partiremos de la base de que la expresion
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de un locus que codifica para una proteina es codominante, por lo que si sus
alelos codifican polipéptidos diferentes (aloenzimas), éstos se expresan

igualmente.

Las aloenzimas permiten identificar el genotipo de cada especie
tipificaindolo como un patrén de bandas en cada locus. Si dos taxa distintos se
cruzan formando una descendencia hibrida los loci marcadores o identificadores
de cada especie van a aparecer tipicamente expresados en codominancia en los
hibridos, o lo que es lo mismo, las aloenzimas nos van a permitir la deteccién de

heterocigosis fijada en estos loci en los individuos hibridos.

Las ventajas que presenta la técnica de la electroforesis para estudios de
sistematica, filogenia y evolucién ya han sido ampliamente comentadas (Avise,
1974, 1994; Buth, 1984; Murphy et al., 1990; Machordom, 1992), e igualmente
se ha destacado su utilidad para abordar estudios de hibridacion y constatar casos
de biotipos unisexuales (Schultz, 1969, 1977; Vrijenhoek & Schultz, 1974;
Uzzell & Darevsky, 1975; Graf et al., 1977; Echelle & Mosier, 1982; Turner et
al., 1983; Bogart et al., 1985; Dawley et al., 1987; Dessauer & Cole, 1989, Graf
& Polls-Pelaz, 1989; Moritz el al., 1989) aunque comentarios generales sobre la
aplicabilidad de la electroforesis de proteinas a los biotipos unisexuales pueden
verse en Murphy et al. (1990), Avise (1994) y Vrijenhoek (1994). Las ventajas
que se obtienen de esta técnica son varias: (1) por una parte, nos va a permitir
caracterizar genéticamente a las especies supuestamente implicadas en el
fenémeno de la hibridacion, determinando cuales son los loci marcadores entre
ellas, (2) va a facilitar la deteccion de los individuos hibridos por su heterocigosis
fijada en los loci detectados como marcadores entre las especies parentales y se
podra descartar a las que no participaron en dicha hibridacién, (3) ademas, los
biotipos diploides y triploides pueden ser distinguidos entre si ya que en los
individuos triploides aparecen distintas intensidades en las bandas de los loci

heterocigotos debido a la diferencia de dosis genética aportada por cada parental,
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dando informacién complementaria sobre el origen de la poliploidia (Balsano et

al., 1972; Uzzell et al., 1975, Vrijenhoek, 1975).

2.1.2.- Protocolo

El protocolo basico seguido en el presente estudio sigue los pasos

comentados por Pasteur et al. (1987) y que pueden resumirse en:

(a) Obtencién de los tejidos necesarios y su homogeneizacion en tampon

adecuado.
(b) Purificacion del estracto de proteinas mediante centrifugacion.

(c) Migracién de las proteinas en gel de almiddn sometiéndolas a un campo

eléctrico.
(d) Tincién histoquimica para el revelado de sistemas enzimaticos especificos.
(e) Fijacion y lectura de los zimogramas.

De los individuos estudiados carioldgicamente se procédié a extraer los
tejidos sobre los que se obtienen las proteinas. A cada uno de ellos se le extrajo
entre 1-2 cc de misculo esquelético dorsal del individuo, el higado o una porcion
de éste y las gonadas, almacenando cada tejido individualmente en tubos

eppendorf y congelandolos a -70 °C hasta su procesado.

Previo a la electroforesis, los tejidos (musculo e higado) se
homogeneizaron por separado en un volumen similar de tampén de
homogencizado (Tris 0,01 M y EDTA 0,0025 M, a pH 7,0) con un
homogeneizador mecéanico. El tejido homogeneizado fue centrifugado durante 20
minutos a 17000 g, y a una temperatura media de 4°C, guardandose el
sobrenadante con el total de proteinas hidrosolubles de ese tejido en un tubo

nuevo.
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En el extracto de proteinas de cada individuo se sumergieron papelillos de
1x 0,5 cm de papel Watman n® 3 y sec insertaron verticalmente en geles de
almidén hidrolizado al 12% (Sigma Chemical co.) previamente preparados. Los
geles se realizaron sobre moldes de metacrilato de 480 cc siguiendo el protocolo
y usando los tampones obtenidos de Pasteur et al. (1987). Para la elaboracion de
los geles los tampones usados fueron: Tris-citrato, pH 7,0; Tris-citrato, pH 8,0;
Tris-maleato-EDTA, pH 6,9 y Poulik, pH 8,7. En realidad estos tampones se
obtuvieron mediante diluciones de los tampones de electrodos conservandose el

pH, a excepcion de Poulik cuyo tampon de electrodos fue Borato, pH 8,2.

Una vez cargadas las muestras en el gel (28 individuos por gel) se afiadio
azul de bromotimol como marcador de la migracion y se conectaron dichos geles
al campo eléctrico usando esponjillas absorbentes para conectar fisicamente el
gel con el tampoén de electrodos. Dependiendo del tipo de gel, la migracion durd
entre 6 y 10 horas, aplicando una intensidad media de 60 mA y una diferencia de

potencial de 240 V.,

Tras la migracion, se retiraron de los geles los papelillos con los que se
cargaron las muestra y se procedié a cortarlos obteniéndose 4 6 5 laminas
delgadas de aproximadamente 2 mm de grosor que se colocaron

independientemente en cubetas de plastico para su posterior tincidn.

Cada lamina obtenida de un gel fue coloreada especificamente para revelar
una determinada enzima mediante una tincidn histoquimica concreta, aunque
habria que aclarar que estudios preliminares tendentes a poner a punto la técnica
nos permitieron conocer cual era la coloracién mas apropiada para cada gel de
acuerdo con el tipo de tampén usado, el pH del mismo y tejido empleado. Una
vez delimitados los sistemas enzimiticos que ofrecian mejores resultados, se
procedié a su andlisis en rutina para todos los individuos considerados en este

estudio.
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Las recetas de las tinciones histoquimicas se obtuvieron de Pasteur et al.
(1987) y solo algunas sufrieron pequefios ajustes para incrementar la resolucion

de los zimogramas.

Cuando las bandas de los zimogramas se apreciaron con nitidez se
procedi6 a la detencién del revelado histoquimico mediante un fijador consistente
en etanol, acido acético y agua (4:1:5) o 4cido acético al 5% dependiendo si la

tincion empleada llevase agar o no.

Una vez fijados los geles se procedié a la lectura de los zimogramas
siguiendo las recomendaciones de Shaklee et al. (1990). Se tomé el alelo maés
frecuente como referencia asignandole el valor “100”. Los demds alelos se
codificaron con un valor relativo dependiendo de su migracion respecto al alelo
“100” de referencia. Loci miiltiples que codifican para una misma enzima son

designados con -1, -2, etc. en sentido anddico.

Para identificar los marcadores diagndsticos de las especies consideradas
examinamos en rutina 19 sistemas enzimaticos para los que obtuvimos resultados
6ptimos en cuanto a resolucidn de los zimogramas. Los 19 sistemas enzimaticos

comprendieron un total de 26 loci putativos.

Una vez caracterizados los loci fijados en heterocigosis en los individuos
hibridos, y con el fin de conocer el alcance de la hibridacién, se analizé un
nimero mayor de individuos de la poblacién del rio Agueda empleando

exclusivamente los geles necesarios para revelar estos loci.

Finalmente, para contrastar si el modo de reproduccién empleado en la
hibridacién fue la ginogénesis o la hibridogénesis, analizamos ovocitos primarios
de sesenta y tres hembras gravidas, tres de ellas diploides y 60 triploides. Para
cada hembra se estudiaron tanto ovocitos individuales como grupos de ellos
aplastandolos directamente sobre el mismo tipo de papelillos Watman y

cargandolos sobre el gel de almidon. En ellos se analizaron los mismos loci que
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aparecieron fijados en heterocigosis en el tejido somético, por lo que la ausencia
de alguno de los alelos en los ovocitos seria indicativo de una exclusion

gendmica y por tanto nos hallariamos en un caso de hibridogénesis.

2.2.- Polimorfismo del ADN mitocondrial
2.2.1.- Principios generales y utilidad

Mediante esta técnica se analiza el polimorfismo del ADN mitocondrial
comparando entre distintos individuos el niimero y tamafio de los fragmentos

resultantes tras ser digerida esta molécula con enzimas de restriccion.

El ADN mitocondrial estd constituido por una cadena circular de doble
hélice que presenta entre 16.000 y 20.000 pares de bases (pb) dependiendo del
tipo de organismo. En vertebrados estd muy conservado y consta habitualmente
de cerca de 16.000 pb. A nivel celular se localiza en las mitocondrias del
citoplasma y al igual que el ADN nuclear posee propiedades autorreplicativas.
Tanto la talla como el contenido génico es considerablemente estable en
comparacién con el ADN nuclear y parece haber poco espacio para ADN no
funcional. La molécula consta de 37 genes los cuales codifican para 22 ARN
transferentes, 2 subunidades del ARN ribosomal y 13 proteinas implicadas en el
transporte de electrones que se efectia durante la respiracion (Avise & Lansman,

1983; Brown, 1983; Avise, 1986, 1994).

A pesar de esta estabilidad genética es, sin embargo, una molécula que
evoluciona rapidamente a nivel de su secuencia nucleotidica, probablemente
como consecuencia de la carencia de mecanismos de reparacién de las
mutaciones tras la replicacién (Wilson et al., 1985). Se ha comprobado que el
ADN mitocondrial evoluciona en vertebrados de cinco a diez veces mas rapido

que el ADN nuclear (Brown et al., 1979; Moritz et al., 1987), estimandose una
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tasa del 2% de sustituciones en la secuencia por millén de afios (Gyllensten &

Wilson, 1986).

Durante la reproduccion, la hembra es la que aporta el citoplasma al zigoto
ya que, en €l caso de que se produzca singamia, €l espermatozoide normalmente
s6lo aporta su material genético. Por tanto, la transmisién del ADN mitocondrial
se efectiia por via materna y este hecho parece bastante generalizado, al menos en
vertebrados (Avise & Lansman, 1983; Avise & Vrijenhoek, 1987; Goddard et al.,
1989). Sin embargo, existen excepciones y en algunas especies como el mejilion
(Mytilus) se da un aporte de ADN mitocondrial procedente del padre (Zouros et
al., 1992).

En definitiva, los genotipos obtenidos a partir del ADN mitocondrial
representan caracteres no recombinantes que se transmiten asexualmente via
materna, por lo que podemos considerarlos como clones o haplotipos y van a ser
muy ttiles para inferir relaciones evolutivas interpretadas a partir de filogenias

matriarcales (Avise et al., 1979).

El estudio del polimorfismo del ADN mitocondrial es relativamente
reciente y se viene efectuado con tres técnicas diferentes: mediante hibridacion
ADN-ADN, por comparacién directa de las secuencias de nucleotidos
(secuenciacidén) y mediante el analisis de los fragmentos de restriccién. De las
tres técnicas, la tltima resulta sencilla y relativamente econémica, permitiendo
tanto estimar la cantidad de divergencia en la secuencia de dos genomas como

obtener datos en forma de caracteres discretos (Dowling et al., 1990).

Esta técnica se basa en la utilizacién de enzimas endonucleasas, también
conocidas como enzimas de restriccion, cuyo trabajo consiste en cortar el ADN
en una posicién constante dentro de una determinada secuencia de bases que son
capaces de reconocer. Estas enzimas fueron aisladas en bacterias donde realizan

una importante funcién de eliminacién de ADN extrafio, conociéndose alrededor
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de 400 enzimas de restriccion. Cada una de ellas reconoce una secuencia concreta
que varia normalmente entre 4 y 6 pares de bases, aunque enzimas de restriccion
aisladas de diferentes bacterias son capaces de reconocer una misma secuencia de

pares de bases (Dowling et al., 1990).

La especificidad del corte producido por las enzimas de restriccion implica
que la digestién de una determinada secuencia de ADN es un experimento
repetible, obteniéndose siempre el mismo numero y tamafio de fragmentos, por lo
que cambios en este nimero o tamafio van a reflejar cambios en la secuencia de
ADN, fundamentalmente debidas a reorganizacion de la secuencia, adicién o
pérdida de fragmentos de ADN o a la sustitucion de alguna base en la zona de

reconocimiento.

Los fragmentos de ADN obtenidos tras la digestion se someten a
electroforesis aprovechando que la desoxirribosa que constituye la cadena de
ADN esta cargada negativamente en un medio de pH neutro. Cuanto mayor sca el
fragmento mayor sera la carga relativa de la molécula y, por tanto, migrard mas
en un campo eléctrico. Sin embargo, el tamafio de poro del gel de electroforesis
en ¢l que se someten a migracion (agarosa o poliacrilamida) dificultara mas ésta a
aquellos fragmentos de mayor tamafio que a los pequefios. La conjugacion de
ambos factores, carga y tamafio, va a contribuir a discriminar con bastante
precisiéon fragmentos desiguales en un gel. Se puede establecer ¢l tamafio en
nimero de pares de bases de cada fragmento utilizando como referencia

fragmentos de tamafio conocido y comparando su migracion.

La utilidad de esta técnica resulta evidente tras lo comentado en parrafos
anteriores. En primer lugar, su mayor tasa de evolucién va a permitir descubrir
diferencias genotipicas que pueden haber pasado desapercibidas en un estudio
con aloenzimas, permitiendo abordar filogenias tanto de las especies sexuales
como de los biotipos unisexuales debido a su herencia estrictamente clonal

(Avise, 1989; Avise, et al., 1992).
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En segundo lugar, y debido a su herencia materna, esta técnica sera
decisiva para conocer cual fue la especie parental que ejercié de hembra en el
cruce interespecifico ya que los haplotipos del ADN mitocondrial presentes en la
especic materna seran iguales a los presentes en los biotipos hibridos (Avise et al,
1992). Por otro lado, resultard muy util para probar si la direccién del cruce en la
hibridacién ha sido siempre la misma comprobando, si de las dos especies que
hibridan s6lo una de ellas actué siempre como hembra en los sucesos de
hibridacién (cruce unidireccional) o si individuos de las dos especies pudieron

desempefiar el papel de hembra (Spolsky & Uzzell, 1986; Quattro et al., 1992b)

El ADN mitocondrial revela, por tanto, el ancestro maternal de un linaje
hibrido y complementa al genoma nuclear con otro de herencia clonal. Juntos,
aloenzimas y ADN mitocondrial son ttiles para estimar la diversidad clonal en
poblaciones unisexuales actuales. Ello es debido a que pueden determinar si éstas
surgieron a través de multiples fenémenos de hibridacion o por el contrario como
consecuencia de un cruce puntual, de gran éxito, a partir del cual se originaron las
poblaciones actuales. En este ultimo supuesto, las pequefias variaciones
genotipicas se deberian a mutaciones posteriores al fenémeno de la hibridacion

(Brown & Wright, 1979; Quattro ef al., 1991; Quattro et al., 1992a).

La forma mas comin de abordar los estudios de ADN mitocondrial
mediante enzimas de restriccion suele contar con cinco fases principales

(Dowling et al., 1990; Machordom, 1992; Avise, 1994):
(1) Extraccién de ADN total a partir de un fragmento de tejido del individuo.

(2) Aislamiento y purificacién del ADN mitocondrial a partir del ADN total en

un gradiente de cloruro de cesio.
(3) Digestién del ADN mitocondrial con una bateria de enzimas de restriccion.

(4) Electroforesis en gel de agarosa o de poliacrilamida de los fragmentos de

restriccion resultantes de la digestion.
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(5) Fotografiado de los geles y elaboracion de los patrones de restriccion

(haplotipos) para cada individuo.

En el presente estudio se ha introducido una modificacion importante a
nivel del segundo paso consistente en introducir la técnica de PCR (Polymerase
Chain Reaction). Mediante PCR podemos amplificar una regiéon determinada de
la molécula de ADN mitocondrial a partir del ADN total obtenido,
consiguiéndosec millones de copias de una zona deseada para su estudio
(amplificacion), y es sobre esta zona sobre la que se procedera a la digestién con

enzimas de restriccion.

Aunque no partimos de la molécula entera del ADN mitocondrial, si
seleccionamos una regiéon de tamafio apropiado y en la que se conserven las
caracteristicas basicas del ADN mitocondrial (tasa de evolucién adecuada y
ausencia de recombinacidn), el estudio sera igualmente util para nuestros
objetivos. Dentro de la molécula de ADN mitocondrial, la regién que comprende
el gen que codifica para el Citocromo b es idénea para este tipo de analisis

(Meyer, 1993).

La ventaja de esta modificacion radica principalmente en que sustituimos
la rutina tediosa de la obtencién del ADN mitocondrial en un gradiente de cloruro
de cesio por otra mas sencilla y rapida mediante la cual se pueden preparar gran

cantidad de individuos para la digestion con enzimas en un breve plazo.

2.2.2.- Extraccion de ADN total

Para la obtencidén de ADN total a partir de un individuo almacenado en
congelador a -70 °C o fresco se extrajo un trozo de misculo de entre 1 y 3 cc de
la regién dorsal. Se tuvo especial cuidado de que las condiciones del habitaculo y

‘material empleado estuviesen en condiciones de la méaxima esterilidad posible
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para evitar contaminaciones de nuestro material con ADN extrafio. Se us6 el
autoclave para los materiales y etanol absoluto para limpiar el puesto de trabajo.
A continuacién se usd el protocolo modificado de CTAB
(Hecadecyltrimethylammonium Bromide) aportado por Doyle & Dickinson

(1987).

2.2.2.1.- Protocolo

El tejido muscular se deposita en un tubo tipo eppendorf de 1,5 ml y se
macera junto con 300 ul del tampén CTAB calentado hasta 60 °C. El tejido ya

macerado se mantiene a 60 °C durante 30 minutos.

Transcurrido este tiempo, se afiaden 300 pl de una solucién de
cloroformo-isoamil alcohol (24:1) y se agita el tubo durante dos minutos, tras lo

cuales se procede a centrifugar la muestra a 5000 g durante 3 minutos.

Mientras transcurre la centrifugaciéon, en un tubo eppendorf nuevo
afiadimos 600u] de etanol absoluto (enfriado hasta -20 °C) y 25 pl de acetato
sodico (NaOAc, 3M).

Una vez centrifugada la muestra, se recoge la fase acuosa (parte superior)
y se deposita en el tubo nuevo con etanol y acetato soédico y se centrifuga de

nuevo a 5000 g durante 3 minutos.

A continuacidn, se retira el sobrenadante del precipitado, en el que ya se
encontrard el ADN de nuestra muestra, procurando que no quede nada de etanol-

acetato con el precipitado.

Seguidamente, se afiaden de nuevo 200 pl de etanol absoluto (a -20 °C) y
se lava el precipitado de ADN agitando suavemente el tubo varias veces hasta

conseguir desprender el precipitado del fondo del mismo.
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De nuevo, se centrifuga la muestra a 5000 g durante 3 minutos y, a
continuacién, se retira el etanol eliminindose los restos con una pipeta.
Posteriormente se deposita el tubo con la muestra precipitada en una estufa entre
65y 70 °C durante unos minutos para eliminar totalmente ¢l etanol que pudiese

quedar.

Finalmente, se afiaden entre 50 y 150 11l de agua destilada estéril y se sitia
la muestra en la estufa entre 65 y 70 °C durante toda la noche para que ¢l ADN se
diluya bien en el agua. Una vez aislado el ADN mediante este protocolo se

guarda a 5 °C hasta su uso.

La receta completa de CTAB consiste en:

Tris-HCI, pH 8,0 100 mM 100ml
NaCl | 121g
EDTA 8,182¢g
Hecadecyltrimethylammonium Bromide (CTAB) 2,0g
2-mercaptoetanol | 0,2ml

El ADN total aislado se suele comprobar en un gel rutinario de agarosa
para comprobar si se encuentra en buenas condiciones o si estd degradado,
observandose en este caso numerosas bandas como consecuencia de la accién de

ADNasas.

Los geles de agarosa que se emplearon en el presente estudio, tanto en la
comprobacidn rutinaria de ADN total como del producto de amplificacion de la
PCR o durante la separacién de los fragmentos de restriccion, fueron preparados
al 2% en 150 ml de tampén 1x TBE (Tris 0.089M, acido bérico 0.008M y EDTA
0.089M), aiiadiéndose 15 pl de bromuro de etidio al final de la coccion. La

funcién bromuro de etidio es la de insertarse entre las dos hebras de ADN y
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producir fluorescencia bajo luz ultravioleta y de esta forma poder posicionar y

fotografiar las bandas de ADN.

Para la migracion, los geles se situaron en la cubeta de electroforesis
totaimente sumergidos en tampén 1x TBE, que actué como tampén de electrodos,
cargindose las muestras de ADN (aproximadamente 5 pl) en los pocillos
habilitados en el gel con una micropipeta. A las muestras de ADN se les afiadio
1.5 ul de un marcador de migracion. Junto a las muestras de ADN también se
cargaron marcadores de talla d¢ ADN de hasta 1000 pb que nos seran muy Ttiles
para determinar el tamafio de los fragmentos de ADN con los que estabamos

trabajando.

2.2.3.- Amplificacion del citocromo b del ADN mitocondrial

Usando PCR se amplificé un fragmento de 1200 pb en el cual se incluye el
gen completo del Citocromo & del ADN mitocondrial. Para tal fin se comprobd la
utilidad en nuestras muestras de ciprinidos europeos de los cebadores disefiados
por Schmidt & Gold (1993) parai un ciprinido norteamericano (Lytrhurus

roseipinnis) obteniéndose un buen resultado.

Los citados cebadores consisten ¢n secuencias cortas de nucledtidos (entre
20 y 30) que tienen la funcién de iniciar la reaccion de PCR. Estas moléculas
presentan una secuencia de bases con alta complementariedad (sobre todo en el
extremo 3”) respecto a la secuencia que presentan las regiones que delimitan el

fragmento que queremos amplificar (Avise, 1994).

En esencia, una reaccién de PCR consiste en una primera fase de
desnaturalizaciéon de la doble cadena de ADN mediante el empleo de una
temperatura elevada en el medio. Como consecuencia de esta desnaturalizacion la
doble hélice se desenrolla y sec estira. De esta forma dejan accesibles los

nucledtidos para el acoplamiento de los cebadores que reconoceran y se situaran
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en los lugares en los que la secuencia de nucledtidos sea complementaria a la que

ellos portan.

Para el acoplamiento de los cebadores se emplea otra temperatura de
reaccion mas baja, pero lo suficientemente elevada como para mantener
desnaturalizada la doble hélice. La temperatura de acoplamiento es altamente
especifica de modo que temperaturas elevadas sélo permitiran la union de
cebadores en los que la similitud de las secuencias de reconocimiento sea muy
alta, mientras que temperaturas mas bajas van a perder especificidad y van a
permitir el acoplamiento del cebador en regiones donde las secuencias no son

totalmente complementarias pudiéndose amplificar fragmentos no deseados.

Los cebadores ya situados actian como iniciadores de una reaccion de
replicacion del fragmento de ADN que se¢ dispone a continuacién, también.
conocida como fase de extension, en la que se van afiadiendo los nucledtidos
necesarios para construir una cadena complemcntariei a la de ADN ya existente.
Para la replicacién de la cadena se usa la enzima Tag polimerasa como
moderadora de la agregacién de nucledtidos. Ella actia con otra temperatura
distinta, mas elevada, que la que se usé para el acoplamiento de los cebadores. La
elevada temperatura usada en la fase de extension facilita y acelera la reaccion de
replicacion. El descubrimiento y aislamiento de las enzimas encargadas de esta
funcidn en organismos que habitan ambientes extremos, como son las bacterias
de los manantiales termales como Thermus aquaticus (Tag), fue fundamental ya
que a estas temperaturas tan elevadas la polimerasa de cualquier otro organismo

se desnaturalizaria y a 37 °C la reaccion seria demasiado lenta.

La reaccion que acabamos de describir con sus tres fases
(desnaturalizacién, acoplamiento y extension) se producen sobre las dos hebras
de ADN en sentido inverso aunque siempre en el sentido de la replicacion. Por
ello, al finalizar el ciclo se replican la dos hebras y pbr tanto se obtiene una copia

del fragmento de ADN de nuestro interés. Esto quiere decir que si partiésemos de
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una simple copia de ADN al termino de un ciclo de PCR obtendriamos dos
copias, por tanto, al término de 30 ciclos habremos obtenido 2% copias del

fragmento que queremos procesar.

De esta forma, a partir de una pequeiia cantidad de ADN total vamos a
obtener un producto final de PCR consistente en millones de copias de un
fragmento determinado de ADN, que puede servir de base para un estudio con

enzimas de restriccion (en nuestro caso, el Citocromo b del ADN mitocondrial).

Los cebadores utilizados para la amplificacion fueron:

LA 5’-GTGACTTGAAAAACCACCGTTG-3’

HA 5’-CAACGATCTCCGGTTTACAAGAC-3’.

2.2.3.1.- Protocolo

Al igual que durante la extraccién de ADN, durante la preparacion de la
reaccién de PCR se debe extremar el cuidado con el material y puesto de trabajo
para evitar contaminaciones y amplificar un producto no deseado por lo que todo

el material empleado ha de estar perfectamente esterilizado.

Para cada individuo, se prepar6 en un tubo eppendorf de 1 ml una reaccion
consistente en 2 pl de ADN gendmico o total, 4 unidades de Tag Polimerasa
(Promega, Madison, WI), 5 pl de tampon 10x (suministrado en el paquete
comercial junto con la Tag polimerasa) y 5 pl de MgCl, (0,025 mol |
administrado junto con la polimerasa). También se afiaden 5ul de una mezcla de
los nucledtidos C, T, A, G (2 pmol 1! de cada nucledtido, Boehring Mannheim,
Indianapolis, IN), que van a constituir las cadenas que se copien durante la

reaccion de PCR y 2,5 ul de cada una de las dos soluciones stock de los
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cebadores (10 pmol 1), y por tltimo, 28 1l de agua destilada estéril. La solucion

final lista para la reaccién consta de 50 pl.

Justo antes de introducir la muestra en el termociclador, se depositaron dos
gotas de aceite mineral en cada eppendorf para evitar la evaporacion de la

solucion de reaccidn ya que se vera sometida a elevadas temperaturas.

La reacciéon de PCR se realiz6 en un termociclador en el que se programd
un ciclo inicial consistente en tres fases o intervalos de tiempo en los que la
temperetura fue diferente. La primera fase consiste en proporcionar una
temperatura de 95 °C durante 60 segundos para producir la desnaturalizacion de
la molécula de ADN. Durante la segunda fase la temperatura permanece en 50 °C
durante 60 segundos, produciéndose el alineamiento o acoplamiento de los
cebadores sobre la secuencia que reconocen, y la tercera fase consiste en elevar
de nuevo la temperatura hasta 72 °C permaneciendo asi durante 90 segundos para

replicar el ADN (extension). Estas tres fases o ciclos se repiten 25 veces.

El producto final de la reaccién de PCR se mantiene a 5 °C en el

termociclador y después se almacena en un congelador a -20 °C.

Previo a su utilizacién en el andlisis de restriccion, el ADN amplificado
con PCR se visualizé en un gel rutinario de agarosa al 2% para comprobar si

realmente se produjo amplificacién y el grado de pureza de ésta.

En aquellos casos en los que se apreciaron subbandas, como consecuencia
de la amplificacion de fragmentos no deseados, junto a la banda de 1200 pb que
engloba el Citocromo b se procedid a repetir la reacciéon aumentando la
temperatura de acoplamiento. Ello se realizd, como ya hemos comentado para
elevar la especificidad en el reconocimiento de la secuencia complementaria en
los cebadores. En los individuos en los que no se mejoraron los resultados se

procedio a la purificacién del producto de PCR mediante un paquete comercial de
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purificacién (en nuestro caso el de la casa Promega) siguiéndose el protocolo

especificado en el boletin técnico.

2.2.4.- Digestién del citocromo b con enzimas de restriccion

El ADN amplificado y purificado de cada individuo se va a digerir por
separado con cada una de las enzimas de restriccion que se van a ensayar, por lo
que la cantidad de reacciones de digestion sera igual al mimero de individuos a

analizar por el numero de enzimas disponibles.

2.2.4.1.- Protocolo

Cada una de estas reacciones de digestién se efectuaron en gradillas
estériles especiales con pocillos de 0.5 ml, consistiendo cada reaccion en 10 pl
del producto de ADN amplificado, 1 pl de la enzima correspondiente, 2 1l de
tampén (50-100 mM de NaCl, segun la enzima) y 7 nl de agua destilada estéril.

Las reacciones ya preparadas se incubaron durante toda la noche a la
temperatura adecuada segun la enzima que fuese utilizada (37°, 50° 6 60 °C en

camara de incubacién, al bafio maria o en estufa, respectivamente).

Tras la digestion, los fragmentos de digestion se someticron a
electroforesis en gel de agarosa al 2%. Una vez finalizada ésta, se visualizaron

con luz ultravioleta y se fotografiaron.

En el presente estudio, las enzimas empleadas en las reacciones fueron las
siguientes: Aval, Avall, BamHI, Bcll, Bglll, BstEll, BsiNI, EcoRI, EcoRV,
HindIll, MIul, Msel, Ncol, Ndel, Nhel, Pvull, Sacl, Sacll y Taql. En la Tabla 6 se
muestran las secuencias de pares de base que reconoce cada una y la temperatura

optima para realizar su funcidn.
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Tabla 6. Enzimas de restricciéon utilizadas en el analisis del
polimorfismo del ADN mitocondrial.

Enzima de Secuencia de “Temperatura de
restriccion reconocimiento incubacion
Aval C(T/CYCGUG 37°
Avall G'G(A/T)CC 37°
BamHI G'GATCC a7
Bell T'GATCA 50°
Bgll A’GATCT 37°
BstEIl G'GTNACC 60°
BsiNI CC'(ATGG 60°
EcoRI G’AATTC B YL
EcoRV GAT’ATC 37°
HindlIll A’AGCTT 37°
Miul A’CGCGT 37°
Msel T'TAA 37
Neol C’'CATGG ar
Ndel CA’TATG 37
Nhel G'CTAGC 37°
Pyull CAG’CTG 37°
Sacl GAGCT’C 37
Sacll CCGC’GG 37
Tagl T CGA 65°

() representa el punto preciso de corte.



Material y Métodos El complejo T. alburnoides 52

3.- Tratamiento de los datos

3.1.- Caleulo del contenido de ADN celular con citometria de flujo

El contenido de ADN de las células de corazén de cada muestra analizada
(C.) se determina calculando el cociente entre la fluorescencia media en las
células del pez (F,) v la fluorescencia media de las células humanas (Fy) y
multiplicando por ¢l contenido de ADN de las células humanas (C;) tomado en el
presente estudio como 7 pg. La misma muestra de solucién estandar de sangre
periférica humana fue usada durante todo el analisis para permitir que los

resultados fuesen comparables.

Fm
Cm=ﬁx Ch

Para la adquisicién de los nucleos del tejido cardiaco y obtencion de los

valores de fluorescencia se empleo el programa LYSIS II Becton Dickinson.

3.2.- Variabilidad intrapoblacional
3.2.1.- Aloenzimas

Los datos obtenidos de los zimogramas se introdujeron en una hoja
de calculo y mds tarde se codificaron en una matriz de entrada en lenguaje
FORTRAM para ser procesados mediante el programa BIOSYS-1 (Swofford &
Selander, 1989).
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Mediante este programa, se obtuvieron las frecuencias alélicas y también
se analizaron los parametros de variabilidad genética de las poblaciones hibridas

y de los supuestos parentales, y se comprobd el equilibrio de Hardy-Weinberg.

Los parametros de variabilidad genética estudiados fueron el nimero
medio de alelos por locus (A), la tasa de polimorfismo (P) y la heterocigosidad

observada (H,) y tedrica o esperada (Hr).

En el calculo del nimero medio de alelos por locus se emple6 la féormula

donde = niimero de loci y @ = mimero de alelos en un locus.

La tasa de polimorfismo se mide como el tanto por ciento de loci
polimérficos por poblacién. En el presente trabajo se ha considerado un locus

como polimérfico cuando la frecuencia del alelo mas comun era igual o menor al

95% (criterio del 95%).

La heterocigosis tedrica se calcula en funcién del niimero medio de alelos
existentes en cada locus y de la frecuencia que éstos presentan. Se estima

mediante la férmula:
" h
H’[‘ = -
Z r

donde » = nimero de loci y # = indice de diversidad genética de cada locus y

viene definido por la férmula:
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h=1-3q;

donde g;es Ia frecuencia del alelo i en el locus dado.

Cuando la poblacién estd en equilibrio la heterocigosis observada (H,)
debe ser semejante a la tedrica (H;), que entonces serd equivalente a la
probabilidad de que un individuo sea heterocigoto en un locus dado. Sin
embargo, cuando las poblaciones no son panmicticas, como presumiblemente
ocurre con los individuos hibridos en los que todos los cruces no son igualmente
probables y en los que determinados loci aparecen fijados en heterocigosis en
toda Ia poblacidn, se da un exceso de heterocigosis observada muy por encima de
la esperada. En estos casos el tnico estimador de la probabilidad de encontrar a

un individuo heterocigotos en un locus dado es la heterocigosis observada (H,).

La ley de Hardy-Weinberg especifica que las frecuencias génicas y
genotipicas permanecen invariables generacién tras generacion, por lo que si en
una poblacién dada encontramos dos alelos a y b de un mismo locus, siendo p'la
frecuencia del alelo a y q la frecuencia del alelo b, entonces p + q =1, y la
frecuencia con que aparecerd un individuo homozigoto aa, un homozigoto bb o

un heterocigoto ab vendra dada por la férmula:
p’+2pqtq’ =1

Esta ley se basa en dos hipétesis de partida que son el considerar a las
poblaciones como infinitas y panmicticas (fecundacion al azar) y, ademas, asume
que no se dan en ellas fendmenos dispersivos como mutaciones, migracion o

seleccion. En el caso de los organismos hibridos estas asunciones son insalvables,
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ya que las poblaciones no parecen ser panmicticas, ni tampoco infinitas (Avise et
al., 1992; Vrijenhoek, 1994) y ademds parece existir una seleccion ecoldgica

fuerte sobre determinados clones (Vrijenhoek, 1984a).

3.2.2.- ADN mitocondrial

La longitud de los fragmentos de restriccion se determiné con el programa
GelReader v2.0 (NCSA Software Tools Group, 1991) a partir de las fotografias
tomadas sobre los geles y usando como referencia distintos marcadores de talla

de hasta 2000 pb que se hicieron migrar en cada gel con las muestras.

Los patrones de corte (numero de fragmentos y longitud de los mismos)
producidos por las distintas enzimas sobre el citocromo b permitieron determinar
los haplotipos existentes, constituyendo un haplotipo todos aquellos individuos

que mostraban el mismo patrén de corte para cada una de las enzimas analizadas.

3.3.- Variabilidad interpoblacional
3.3.1.- Aloenzimas

A partir de las frecuencias alélicas obtenidas en los zimogramas se puede
estimar el grado de diferenciacién genética que se ha producido en-tre dos
poblaciones. Para calcular esta diferenciacién se utilizan ciertos indices que son
capaces de estimar el numero de sustituciones alélicas que han sido acumuladas
desde la separacion de dos grupos. O lo que es lo mismo, el niimero neto de
codones sustituidos en un locus desde que esas dos poblaciones comenzaron a

evolucionar por separado.

Existe una gran variedad de indices para calcular la divergencia o distancia

genética entre las poblaciones y todos ellos han sido definidos partiendo de
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distintas asunciones bioldgicas y matematicas que les proporcionan ciertas

propiedades y ciertas limitaciones.

Los indices més comiinmente usados son los de Cavalli-Sforza & Edwards
(1967), Fitch (1971), Nei (1972), Rogers (1972), Nei (1978), Wright (1978) y
Hillis (1984), y de entre ellos destacamos las distancias de Nei (1972) y de
Cavalli-Sforza & Edwards (1967) (distancias de arco y cuerda). Una discusion
mas detallada de la mayoria de los indices existentes puede verse en Wright

(1978) y Nei (1987).

El indice de Nei es uno de los mas utilizados en la literatura a pesar de
haber sido criticado (Farris, 1981; Hillis, 1984) ya que, por un lado, asume una
tasa de sustitucion de genes por locus uniforme tanto entre distintos loci como
entre organismos, y por otro lado, es una distancia no métrica, incumpliendo el
axioma matematico de la desigualdad del tridngulo. Sin embargo, este 1ltimo
inconveniente parece corregirse al aumentar el numero de loci estudiados (Nei ef

al, 1983).
La distancia de Nei (D) se mide como:

D=-Inl

donde I representa la identidad genética entre las dos poblaciones, variando entre
0 y 1 (ningun alelo en comun o todos en comin e igual frecuencia). La identidad

genética se obtiene de la formula:

o2
S XYY

donde X, = frecuencia del alelo i en la poblacién X, e Y, = frecuencia del alelo ¢ en

la poblacion Y.
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El indice de Cavalli-Sforza & Edwards (1967) es también muy utilizado
en la literatura ya que no presenta algunas de las limitaciones del indice de Nei,
incorporando asunciones realistas desde el punto de vista bioldgico sobre la
naturaleza de los cambios evolutivos que modifican las frecuencias génicas

(Swoford & Olsen, 1990).

Du= ‘ﬁ/ L)Y (20/n)

donde 0 = cos' TV XY siendo X, = frecuencia del alelo i en la poblacion X, ¢ ¥;

= frecuencia del alelo i en la poblacion Y.

Para el calculo de las distancias genéticas entre distintas poblaciones de
especies bisexuales se utilizé también el programa BIOSYS-1 introduciendo en la
opcion SIMDIS del programa el indice deseado para la estima de la distancia

genética.

3.3.2.- ADN mitocondrial

A partir de los patrones de corte de las enzimas se puede calcular la
divergencia nucleotidica entre dos individuos siguiendo el método de Nei & Li
(1979). La divergencia nucleotidica entre dos individuos o poblaciones se define
como el nimero medio de sustituciones por secuencia nucleotidica (d) y viene

representado por la formula:
d=2Tt
donde T es la tasa de sustituciones nucleotidicas durante el tiempo transcurrido ¢.

Sin embargo, la divergencia nucleotidica suele estimarse a partir de la

simple medida de la proporcion de fragmentos de restriccion que comparten dos
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taxa para una secuencia determinada (Upholt, 1977), por lo que si N,, N, y N,,
representan el nimero de fragmentos de restriccion obtenidos de la secuencia del
individuo X, del individuo Y y los compartidos por X e Y respectivamente, la

proporcién de fragmentos compartidos se calcularia mediante la férmula:

Por tanto, el nimero de sustituciones por nucledtido (o aproximadamente, el

porcentaje de nucledtidos sustituidos) se estima mediante la férmula:

donde 7 es el nimero de pares de bases que son reconocidas por las enzimas en el
punto de corte. Como # varia entre unas enzimas empleadas y otras, el valor de p
debe calcularse independientemente para aquellas enzimas que reconozcan una
secuencia de cuatro, cinco o seis pares de bases, y el valor final de la distancia
sera la media ponderada de estos valores (ver revision en Avise, 1994 sobre otras

estimas de la divergencia nucleotidica).

Para realizar estos calculos, se ha usado el programa REAP v4.0 (McElroy
et al., 1992) y de esta forma se generé una matriz de porcentaje de sustituciones
nucleotidicas por secuencia de reconocimiento {d) siguiendo el método antes

expuesto (Nei & Li, 1979).
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3.4.- Reconstrucciones filogenéticas

Los datos obtenidos del analisis del polimorfismo de los fragmentos de
restriccién nos permiten abordar la filogenia de los individuos en base al

citocromo b.

Para el estudio de la filogenia hemos considerado dos aproximaciones
distintas (ver amplias revisiones en Swofford & Olsen, 1990; Avise, 1994): en la
primera, se tiene en cuenta los datos de distancias genéticas, y en la segunda, se

tiene en cuenta los datos cualitativos o de estados del caracter.

3.4.1.- Distancias genéticas

Esta primera aproximacién consiste en estimar cuantitativamente las
divergencias a nivel genético que existen entre dos secuencias de nucleétidos, dos
individuos o dos organismos u OTUs (Operational Taxonomic Units). Las
unidades en que se mide las distancias genéticas varia con la fuente de
" informacién molecular, v asi, para electroforesis de aloenzimas, las distancias
genéticas se interpretan como el nimero neto de codones sustituidos en un locus
que han sido acumuladas desde la separacion de dos grupos, mientras que para
estudios de fragmentos de restriccion del ADN se estiman como el nimero medio

de sustituciones de bases por secuencia nucleotidica (Avise, 1994).

El procedimiento basico para construir la filogenia del grupo consiste en
generar una matriz de OTU x OTU en la que aparezcan las distancias genéticas
estimadas entre cada dos taxa. A partir de esta matriz, el método consiste en
buscar la distancia mas pequefia estimada entre dos taxa. Una vez encontrada, los
dos OTUs (por ejemplo A y B) que presentan esta menor distancia entre si son
agrupados o unidos mediante un nodo interno y esta unién sera reflejada
representando los dos OTU en los extremos de sendas ramas unidas por el nodo

en una posicion apropiada a lo largo de un eje de distancias. La matriz se analiza
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de nuevo para encontrar la siguiente distancia menor de entre las que quedan, y si
ésta se diese entre un nuevo OTU (C) y otro que ya se hubiese agrupado
previamente (por ejemplo A), la unién no se estableceria directamente entre ellos,
sino entre el nuevo OTU (C) y el nodo interno (A-B) previamente formado. La
posicién en el eje de distancias en la que apareceria el nuevo nodo interno se
determinaria mediante el calculo de la media aritmética entre las distancias de C

con respecto a los otros dos OTUs (A y B), agrupados previamente.

De este modo, cada rama del nodo se representa del mismo tamafio debido
a que cada OTU contribuye de igual manera en el calculo de las distancias
medias. Por ello, este método también se conoce como “unweighted pair group
method with arithmetic averages” (UPGMA) (Sneath & Sokal, 1973). Una de las
principales caracteristicas de este método es que asume una tasa de evolucién
similar en todas las ramas del dendrograma, o lo que es lo mismo, que la

divergencia que se ha producido entre los distintos OTUs ha sido al mismo ritmo.

Existen otros tres métodos ampliamente usados para estimar filogenias a
partir de distancias genéticas y se diferencian del UPGMA, basicamente, en que
no asumen esta uniformidad en cuanto a la tasa de evolucion entre las distintas
ramas del dendrograma. Estos tres métodos son el de FITCH-MARGOLIASH
(Fitch & Margoliash, 1967), el de NEIGHBOR-JOINING (Saitou & Nei, 1987),
y ¢l de WAGNER (Farris, 1972).

De entre estos tres métodos destacamos de Neighbor-Joining para el
tratamiento de los datos obtenidos con el andlisis de restriccion, ya que se
asemeja mucho al UPGMA vy, ademas, es adecuado para aquellos casos en los
que se observan tasas de cambio molecular diferentes entre distintas ramas del
dendrograma. Con este método se construye una matriz de distancias
transformadas en las que la separacién entre cada par de nodos se corrige en base
a la divergencia media que presentan éstos con respecto al resto de los nodos

(Saitou & Nei, 1987). El efecto que se consigue mediante este ajuste es el de
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normalizar la divergencia de cada taxén por su tasa de evolucién media

(Swofford & Olsen, 1990).

Usando la matriz de distancias obtenidas a partir de las sustituciones
nucleotidicas se cre6 un dendrograma en ¢l que se agrupan los taxa en funcion de

la similitud de las secuencias nucleotidicas y para ello se empled el programa

MEGA v1.01 (Kumer e? al., 1993)

3.4.2.- Datos cualitativos

Las técnicas moleculares aqui estudiadas son también capaces de
proporcionar caracteres discretos que serdn empleados para hacer
reconstrucciones filogenéticas. Los caracteres a estudiar vienen definidos por
distintos estados que pueden ser dos (caracteres binarios, como la presencia o la
ausencia de ese caricter) o pueden ser tres 0 mas (caracter multiestado, como el
tipo de nucledtido que se encuentre en una posicion particular en la secuencia del
ADN). La técnica empleada en cada caso nos proporcionara el estado del caracter

que presenta cada OTU.

En el caso de datos aloenzimaticos los caracteres considerados son los loci
mientras que los estados del caracter son las posibles combinaciones alélicas que
se pueden dar en cada locus. En los estudios con enzimas de restricciéon cada
enzima con que s¢ trata la secuencia seria el caracter a considerar, mientras que
los estados del caracter lo constituirian todos los posibles patrones de corte
(nimero de fragmentos y tamaiio de los mismos) que produciria una

endonucleasa concreta.

A partir de las matrices de estados del caracter y usando los principios de
parsimonia podemos construir un arbol filogenético en el que se requiera el
menor numero de pasos evolutivos para explicar las diferencias observadas entre

los OTUs (método de maxima parsimonia). Este método se puede emplear tanto
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para caracteres ordenados (como los fragmentos de restriccion) como para
caracteres desordenados (los alelos de un locus en electroforesis de aloenzimas) y
presenta la ventaja de que puede emplearse sobre caracteres que no tienen
polaridad (aquellos en los que no se conoce el estado ancestral y el estado del

descendiente).

Al igual que ocurre con los datos de distancias genéticas, para las matrices
de estados del caricter también existen distintos métodos de andlisis en los que
varian las asunciones de ¢como ocurren las transformaciones en los estados del

caracter. Los mas comunmente usados son:

El método de parsimonia de Wagner (Farris, 1970; Kluge & Farris, 1969), en
el que se considera la reversibilidad de los estados del caracter dentro de un 4rbol
con igual probabilidad de cambio en ambas direcciones. Los caracteres que
utiliza son binarios o multiestado ordenados, considerandose la reversibilidad

solo entre aquellos estados adyacentes.

El método de parsimonia de Dollo (Farris, 1977), puede ser aplicado sobre
caracteres binarios o multiestado ordenados en los que ademds se conozca la
polaridad en dichos caracteres (se conozca el estado ancestral), aunque no es una
exigencia. Este método es apropiado cuando la probabilidad de reversion de un
estado del caricter a otro no es la misma que en el sentido contrario (asimetria).
Por ello, se ha sugerido que este método es el més apropiado para caracteres
basados en fragmentos de restriccion (DeBry & Slade, 1985; Avise, 1994) debido
a que la pérdida de un punto de corte para una enzima de restricciéon es mas
probable que la aparicién de un punto de corte nuevo. Una mutacion puntual que
sustituya un nucledtido en una zona de corte elimina la posibilidad de

reconocimiento por parte de la enzima de restriccion.
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El método de parsimonia de Camin-Sokal (Camin & Sokal, 1965) es el menos
usado en estudios moleculares ya que parte de la asuncién de que los cambios

evolutivos son irreversibles.

En cualquier caso, a partir de cierto nimero de caracteres y de OTUs, el
nimero de arboles filogenéticos que se podria construir es enorme y para
limitarnos a aquellos en los que la filogenia se explica desde un punto de vista
mas parsimonioso se suelen utilizar distintos algoritmos (exhaustivos, branch-
and-bound, heuristicos) que hacen una buiisqueda selectiva de aquellos arboles en
los que se explica las diferencias genéticas entre los OTUs mediante un menor

nimero de pasos evolutivos (menor longitud en las ramas).

Finalmente, para estimar cuanto de real tiene nuestra inferencia de la
filogenia, se usan, entre otros, ciertos métodos de entre los que destaca el de
Bootstrap. En un bootstrap los datos son muestreados al azar, con
reemplazamiento, del conjunto de datos original, hasta que se obtiene otro
conjunto de datos que contiene el nimero original de observaciones (réplica).
Tras efectuar multiples réplicas, los caracteres son pesados de acuerdo con el
nimero de veces que aparecen en cada réplica, y asi, st una agrupacion concreta
aparece en ¢l 95% o mas de los arboles construidos mediante las réplicas
empleadas, se puede concluir que esa agrupacidn se soporta significativamente (a

un nivel del 95%).

Para los datos aloenzimaticos las reconstrucciones filogenéticas se
realizaron a partir de la comparacion de matrices de pasos para cada locus
siguiendo el procedimiento recomendado por Mabee & Humphries (1993). Las
matrices de pasos se construyen enumerando todos los estados del caracter que
han aparécido y las distancias entre ellos. En el caso de aloenzimas, todas las
combinaciones alélicas que se han encontrado entre las distintas poblaciones para

un locus determinado, y calculando el nimero minimo de pasos evolutivos que
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serian necesarios para pasar de una combinacién alélica a otra (de un estado del

caracter a otro).

En esta metodologia se considera con igual probabilidad tanto la pérdida
como la ganancia de un alelo, por lo que cuanto mayor sea el mimero de alelos en
que se diferencian dos combinaciones alélicas determinadas mayor nimero de
pasos sera necesario para pasar de una a otra y por tanto mayor serd la distancia

entre ellas.

Sin embargo, si construimos las matrices de pasos solo en base a las
combinaciones alélicas observadas en los taxa actuales podemos omitir estados
del caracter que podrian estar presentes en los taxones ancestrales. Por tanto, se
deberia considerar todas las combinaciones alélicas posibles para construir el
arbol mas parsimonioso. Mardulyn & Pasteels (1994) propusieron un método
alternativo sencillo para no tener que calcular todas las combinaciones alélicas y
que est4 basado en ciertas reglas para calcular, a partir de los estados observados,
aquellos que serian estrictamente necesarios para garantizar la bisqueda del arbol
més parsimonioso. Para generar el arbol mas parsimonioso a partir de las
matrices de pasos con los datos aloenzimaticos usamos el programa PAUP

version 3.1.1 (Swofford, 1993).

También utilizamos el programa REAP version 4.0 para generar una
matriz de estado del caracter de los haplotipos a partir de los resultados de los
fragmentos de restriccion, considerando la digestion con cada enzima de
restriccion como un cardcter y el patrén de corte que produce sobre una

determinada secuencia como el estado del caracter.

Por otro lado, para crear el arbol mas parsimonioso a partir de la matriz
original de estados del caracter de los haplotipos también se usé el programa
PAUP version 3.1.1 (Swofford, 1993). Para estos analisis se uso Chondrostoma

polylepis como grupo externo.
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RESULTADOS

1.- El complejo Tropidophoxinellus alburnoides

1.1.- Andlisis de la ploidia y de la proporcion de sexos

Durante los muestreos realizados en las principales cuencas hidrograficas
por donde se distribuye el complejo T. alburnoides se capturaron un total de 177
ejemplares (Tabla 1) distribuidas por todas las cuencas hidrograficas donde ha
sido citada la especie (Duero, Tajo, Guadiana y Guadalquivir) excepto en la del

Odiel.

De los resultados iniciales, habria que destacar el hecho de que
aparecieron individuos triploides (3n=75) en todas las poblaciones seleccionadas

de las cuencas del Duero, Tajo, Guadiana y Guadalquivir.

En segundo lugar, también habria que destacar que en todas la poblaciones

el nimero de hembras encontrado superé desproporcionadamente al de machos.

El tercer resultado importante consistié en que la proporcion de individuos
diploides frente a la de triploides vari0 de una poblacion a otra,
independientemente de que pertenecieran a la misma cuenca hidrografica, al igual

que lo hizo la proporcién de machos frente a la de hembras.

También aparecieron un nimero apreciable de individuos a los que no se
les pudo determinar el sexo por observacion directa de las génadas. La causa mas
probable es que se trate de individuos juveniles que no hayan desarrollado aun
sus génadas como parece indicar el pequefio tamafio de muchos de ellos, pero
también pudo influir la época de captura. No habria que descartar tampoco la

existencia de individuos estériles con malformaciones genitales como
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consecuencia de su origen hibrido pero en ausencia de algin estudio al respecto,

se consideran aqui como individuos juveniles.

Fig. 5. Cariotipos de un individuo triploide 3n=75 en la parte superior y de otro
diploide 2n=50 de 7. alburnoides.
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Si bien los tamafios de las poblaciones fuecron moderados, los resultados
obtenidos son indicativos de la composicion de las poblaciones ya que en muchos
casos éstas estaban confinadas en pequefias pozas debido a un periodo
prolongado de sequia. Considerando de forma individual las poblaciones

analizadas para una mejor comprension los resultados fueron:

Rio Agueda: La relacion de machos frente a la de hembras fue de 1:9 es
decir, los machos supusieron el 9,1% del total frente al 81,8% de las hembras. El
tanto por ciento restante son individuos juveniles. En cuanto a la ploidia, resalta
el hecho de que los individuos triploides sobrepasan, con mucho, el mimero de
individuos diploides en esta poblacién. Los individuos triploides supusieron el

77,8% frente al 21,2% de los diploides (Tabla 7).

Tabla 7. Proporcion de sexos y ploidias en la poblacién del complejo T.
alburnoides del rio Agueda.

Ploidia
Localidad Sexo Diploides Triploides Total
Rio Agueda Machos 1 2 3
(La Fregeneda, Salamanca) Hembras 6 21 27
Juveniles 0 3 3
Total 7 26 33

Rio Arrago: En este rio la proporcién de machos frente a la de hembras fue
de 1:2. E1 25,9% de los individuos fueron machos y €l 51,8% de hembras, aunque
se recolectaron muchos individuos juveniles, por lo que la verdadera proporcion

de hembras en la poblacién puede ser mayor.

El numero de individuos diploides resulté ser mayor (62,9%) que el de
triploides (37,1%) en esta poblacién, siendo hembras la mayoria de los diploides

(Tabla 8).
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Tabla 8. Proporciéon de sexos y ploidias en la poblacién del complejo T
alburnoides del rio Arrago.

Ploidia
Localidad Sexo Diploides Triploides Total
Rio Arrago Machos 5 2 7
(Cadalso, Caceres) Hembras 8 6 14
Juveniles 4 2 6
Total 17 10 27

Rio Almonte: La proporcion de machos frente a la de hembras resulté estar
muy desplazada hasta éstas ultimas siendo de 1:6,5. Los machos supusieron el
10,6% frente al 66,6% de las hembras y, ademas, aparecieron un nimero

apreciable de individuos juveniles (Tabla 9).

Al igual que en el rio Arrago, la poblacién del Almonte presentd un

nimero mayor de individuos diploides (66,6%) que de triploides.

Tabla 9. Proporcién de sexos y ploidias en la poblacién del complejo T.
alburnoides del rio Almonte.

Ploidia
Localidad Sexo Diploides Triploides Total
Rioc Almonte Machos 2 2 4
(Jaraicejo, Caceres) Hembras 18 8 26
Juveniles 6 3 9
Total 26 13 39

Rio Tiétar: Se caracterizo por no haber encontrado ningiin macho entre la
muestra colectada, por lo que la proporcion de éstos en la poblacién debe ser muy
baja, estando practicamente toda la poblacién compuesta por hembras. A
diferencia de las otras dos poblaciones estudiadas en la cuenca del Tajo, la del

Tiétar muestra de nuevo una mayor proporcion de individuos triploides que de
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diploides, consistiendo los primeros un 73,9% frente al 26,1% de los individuos

diploides (Tabla 10).

Tabla 10. Proporcién de sexos y ploidias en la poblacién del complejo T.
alburnoides del rio Tiétar.

Ploidia
Localidad Sexo Diploides Triploides Total
Rio Tiétar Machos 0 0 0
(Iglesuela, Toledo) Hembras 5 14 19
Juveniles 1 3 4
Total 6 17 23

Rio Estena: Debido a la sequia, la poblacion del complejo 7. alburnoides
estaba muy reducida y limitada a pequefias pozas en la parte alta del rio y por ello
se capturd un nimero considerable de individuos juveniles frente al de adultos.
De cualquier forma, la proporcién de machos frente a la de hembras resulté ser
practicamente de 1:3, siendo los machos el 16,1% del total de individuos

capturados y las hembras el 41,9% (Tabla 11).

Con respecto a la ploidia, el nimero de triploides (58,1%) excedié al de

diploides (41,9%).

Tabla 11. Proporcién de sexos y ploidias en la poblacién del complejo T.
alburnoides del rio Estena.

Ploidia
Localidad Sexo Diploides Triploides Total
Rio Estena Machos 4 1 5
(Navas de Estena, C. Real) Hembras 1 12 13
Juveniles 8 5 13

Total 13 18 31
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Rio Gévora: La proporcion de machos frente a la de hembras resulté ser de
practicamente 1:2, representando los machos el 30,4% del total de la poblacién y
las hembras el 56,5%. El 13,1% restante s¢ debid a individuos juveniles (Tabla
12).

En cuanto a la proporcion de diploides y triploides, los ultimos resultaron

ser mas numerosos con un 65,2% frente a un 34,8% de los diploides.

Tabla 12. Proporcién de sexos y ploidias en la poblacién del complejo T.
alburnoides del rio Gévora.

Ploidia
Localidad Sexo Diploides Triploides Total
Rio Gévora Machos 4 3 7
(Alburquerque, Caceres) Hembras 2 11 13
Juveniles 2 1 3
Total 8 15 23

Rio Alburrel: La proporcion de hembras que se encontrd en esta poblacién
fue muy superior a la de machos siendo la relacion de 13:1. Los porcentajes
encontrados fueron de un 6,3% para los machos y de un 81,2% para las hembras
(Tabla 13).

En esta poblacion el numero de ejemplares diploides resultdé ser
ampliamente mayor al de triploides, siendo los porcentajes de un 87,5% para los

diploides y de un 12,5% para los triploides.

Tabla 13. Proporcién de sexos y ploidias en la poblacién del complejo T.
alburnoides del rio Alburrel.

Ploidia
Localidad Sexo Diploides Triploides Total
Rio Alburrel Machos 1 0 1
(Valencia de Alcantara, Hembras 11 2 13
Caceres) o _ Juveniles 2 0 2
Total 14 2 16
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Rio Rumblar: La proporcion obtenida de machos frente a la de hembras
supuso una relacién casi de 1:7, siendo el porcentaje de machos un 12% frente al

80% que se obtuvo en el caso de las hembras (Tabla 14).

Los individuos triploides superaron a los diploides con un porcentaje del

68% frente al 32% de los diploides. Los valores absolutos figuran en la Tabla 14.

Tabla 14. Proporcidn de sexos y ploidias en la poblacién del complejo T.
alburnoides del rio Rumblar. ‘

Ploidia
Localidad Sexo Diploides Triploides Total
Rio Rumblar Machos 1 2 3
(E1 Centenillo, Jaén) Hembras 6 14 20
Juveniles 2 1 3
Total 9 17 26

Si consideramos conjuntamente los datos obtenidos para cada poblacién
obtendremos unos datos globales que pueden darnos una idea de la estructura
poblacional como una unidad. Ademas, en cada poblacién los tamafios
muestrales pueden sesgar los valores obtenidos para las proporciones de sexos y
ploidias, por lo que una visién del conjunto de las poblaciones manejaria un

tamafio de muestra mayor que evitaria este problema.

En la Tabla 15 se reflejan los valores globales para todas las poblaciones
obteniéndose que el 13,8% de los individuos analizados fueron machos, el 66,5%

fueron hembras y el 19,7% juveniles.

Paralelamente, la proporcion de ploidias resultd ser del 45,9% para los

individuos diploides y el 54,1% para los triploides.
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Tabla 15. Proporcién de sexos y ploidias en todas las poblaciones del
complejo T. alburnoides.

Ploidia
Sexo Diploides Triploides Total
Todas las Poblaciones  Machos 18 12 30
Hembras 57 88 145
Juveniles 25 18 43
Total 100 118 218

Habria que mencionar finalmente, que al igual que lo obtenido por
Collares-Pereira (1985), en un numero apreciable de individuos diploides y
triploides, el conteo de cromosomas no siempre arrojé valores de 2n=530 y
3n=75,respectivamente. También se obtuvieron valores de 2n=48 y 49 6 de
3n=70, 71, 72 y 73, ain cuando ¢l conteo se efectud sobre varias placas mitoticas

en un mismo individuo.

Los muestreos més intensivos realizados en la poblacién del rio Agueda
para analizar el fenémeno de la hibridacion permitieron que se dispusiese de un
mayor numero de individuos {233 ejemplares). Como se indico en el capitulo de
Material y Métodos, todos los ejemplares fueron llevados al laboratorio y
sexados, pero solo una parte de ellos (132 ejemplares) fueron cariotipados y
sometidos a electroforesis de proteinas. Algo parecido ocurrié con la poblacion
del rio Estena, aunque en ésta, practicamente todos los ejemplares capturados
fueron analizados. Los resultados obtenidos para la proporcion de sexos y ploidia

se detallan en la Tabla 16.

Si analizamos los ejemplares capturados vemos que en la poblacion del rio
Agueda la proporcién de machos frente a 1a de hembras fue practicamente de 1:5,
constituyendo los machos el 18% frente al 80,7% de las hembras. Al aumentar el
tamafio de la poblacion se observa que la proporcién de machos practicamente se
duplica con respecto a los datos que ya teniamos de esta poblacion (9,1%), -

mientras que la proporcion de hembras permanece cast invariable (81,8%). En la
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poblacién del rio Estena se aument6 poco el nimero de capturas por lo que las
proporciones que ya teniamos de esta poblacidn se alteraron ligeramente en favor

de las hembras.

Tabla 16. Proporcién de sexos y de ploidias sobre el total de individuos capturados y
examinados respectivamente para las poblaciones del complejo T. alburnoides en los
rios Agueda y Estena.

Ploidia Total Total
Sexo 2n 3n 4n examinado capturado
Rio Agueda
(La Fregeneda, Machos 31 3 3 37 42
Salamanca)
Hembras 10 80 2 92 188
Juveniles 0 3 0 3 3
Total 41 86 5 132 233
Rio Estena
(Navas de Estena, Machos 4 1 0 5 5
Ciudad Real)
Hembras 1 12 0 13 22
Juveniles 8 5 0 13 14
Total 13 18 0 31 41

En cuanto a la ploidia, el primer hecho a resaltar, por encima de cualquier
proporcion, es ¢l de la aparicion de 5 individuos tetraploides con 4n = 100. Estos
individuos no se distinguieron morfolégicamente del resto de la poblacién y,
ademas, presentaron una proporcion de sexos aparentemente compensada con 3

machos y dos hembras.

El resto de los datos obtenidos para estas dos poblaciones se pueden ver en
la Tabla 16 y de ellos resulta evidente que los machos resultaron ser

predominantemente diploides, aunque también se encontraron algunos individuos
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triploides. Sin embargo, las hembras fueron en su mayoria triploides,

encontrandose algunas diploides.

En la poblacién del rio Agueda, tres individuos inmaduros que también
entraron en el analisis, resultaron ser triploides, mientras que en la poblacion del

rio Estena los 13 juveniles capturados fueron mayoritariamente diploides.

Por tanto, los individuos triploides supusieron el 65,2% del total de la
muestra del rio Agueda. Del mismo modo, en el rio Estena, los triploides
resultaron ser el 58,1% de la muestra. Sin embargo, estos porcentajes de ploidias
no debemos interpretarlos como representativos de estas poblaciones ya que,
como se comentd anteriormente, los ejemplares no se eligieron al azar
seleccionandose intencionadamente casi todos los machos para ser cariotipados y
analizados mediante electroforesis de proteinas. Dado que éstos son
predominantemente diploides, estariamos cometiendo un error al sobrestimar la
proporcién de individuos diploides (34,8% respecto al 21,2% estimado para 33

individuos).

Con respecto a los valores de contenido de ADN medidos con citometria
de flujo se confirmd la existencia de individuos poliploides 3n y 4n, obteniéndose
valores discretos que permiten distinguir de forma inequivoca unos individuos de

otros y con respecto a los individuos diploides.

Los valores encontrados fueron representados en histogramas de
frecuencia conr el programa LISYS II apareciendo dos picos discretos de
contenido de ADN (uno para la muestra de sangre humana tomada como
referencia y otro para la muestra problema), con coeficientes de variacion
(varianza obtenida en la medida de la fluorescencia en los 20.000 nicleos

analizados) entre 0,5 % y 5 %. Los resultados vienen expresados en la Tabla 17.
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Tabla 17. Contenidos de ADN obtenidos para los distintos niveles de ploidia obtenidos
en los ejemplares del complejo T. alburnoides. El contenido de ADN se midio en

picogramos (pg).

indice de ADN Contenido
Nivel de ploidia Rango Moda de ADN (pg)
Diploides 0,39-0,41 0,41 2,87
Triploides 0,57-0,61 0,60 4,27
Tetraploides 0,79-0,83 0,81 5,67

El contenido de ADN obtenido para otras especies de ciprinidos analizadas
en este trabajo resultd ser muy proximo al encontrado para los individuos
diploides del complejo T. alburnoides. Para Leuciscus carolitertii el contenido
medio de ADN fue de 2,79 pg mientras que para Ch. polylepis duriensis fue de
2,95 pg, por lo que no pudo ser utilizado para estudiar las posibles especies

parentales que dieron lugar a los hibridos.

1.2.- Andlisis poblacional mediante electroforesis de proteinas

A vpartir de los 132 individuos seleccionados en la poblacion del rio
Agueda se desarroll6 un estudio exhaustivo de aloenzimas para tratar de resolver

algunas cuestiones sobre el fenémeno de la hibridacién.

Durante la puesta a punto de la técnica se analizaron un total de 23
sistemas enzimaticos obteniéndose buenos resultados en 19 de ellos (Tabla 18).
En los otros cuatro sistemas enzimaticos (Aconitasa, Proteina quinasa, Sorbitol
deshidrogenasa y Xantina deshidrogenasa) no se consiguieron resultados
satisfactorios en la resolucién de los zimogramas, a pesar de haber utilizado

distintos tampones.
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Tabla 18. Sistemas enzimaticos, tejidos y tampones utilizados en la electroforesis de

proteinas.

Sistema enzimatico Cédigo Locus Tejido Tampoén
Aspartato aminotransferasa 2.6.1.1 sAAT-1* Musculo/Higado A
mAAT-1* Musculo/Higado A
Adenilato quinasa 2743 AK* Musculo A
Carbonato deshidratasa 4.2.1.1 CAH-1* Higado B
CAH-2%* Higado B
Creatina quinasa 2732 CK* Musculo A
Esterasa 3.1.1.- EST* Musculo D
Fumarato hidratasa 4212 FH* Musculo D
. Glioxalasa-I 44.1.5 GLO* Musculo B
Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa 1.1.1.8 GAPDH* Musculo B
Glucosa -6-fosfato isomerasa 5.3.1.9 GPI-1* Musculo/Higado C
GPI-2* Mtsculo D
Isocitrato deshidrogenasa 1.1.1.14  IDHP-I* Muisculo A

(NADP+)

IDHP-2* Higado A
IDHP-3* Higado A
Lactato deshidrogenasa 1.1.1.27  LDH-1* Musculo/Higado C
LDH-2* Miusculo/Higado C
Malato deshidrogenasa 1.1.1.37 sMDH-1* Musculo A
sMDH-2* Higado A
Enzima Malica (NAD+) 1.1.1.40 ME-1%* Musculo B
ME-2* Higado B
Manosa-6-fosfato isomerasa 5.3.1.8 MPI* Higado A
Peptidasa-B 34.114 PEPB* Muisculo B
Fosfogluconato deshidrogenasa 1.1.1.44 PGDH* Higado C
Fofoglucomutasa | 2.7.51 PGM™ Higado C
Superdxido dismutasa 1.15.1.1 §OD*  Musculo/Higado C

Tampones: A= Tris-citrato pfl= 7, B= Tris-citrato pH= 8.0, C= Poulik pH= 8.6,

D= Tris-malato-EDTA pH= 6.9.
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Los 19 sistemas enzimaticos codificaron para 26 loci putativos que
después fueron utilizados en rutina para los 132 individuos de la poblacién del rio
Agueda y para todas las especies analizadas como supuestos parentales. Siete de
estos sistemas enzimaticos fueron codificados por mas de un locus, tratandose de

loci especificos de distintos tejidos en cuatro casos (IDHP, LDH, ME y GPI).

1.2.1.- La poblacién del rio Agueda

Tras el andlisis aloenzimatico, los genotipos encontrados para los 26 loci
examinados en la poblacion del complejo T. alburnoides del rio Agueda se
clasificaron en tres categorias distintas en funcién del grado de polimorfismo

presentado para cada uno de los tres niveles de ploidia (Tabla 19):

1.- Loci monomorficos. Son aquellos que resultaron iguales en todos los
individuos del complejo. Catorce de los loci estudiados aparecen en esta
categoria ya que no presentaron polimorfismo independientemente de su nivel de
ploidia y, por tanto, no resultaron utiles como loci marcadores que permitiesen

distinguir entre supuestos hibridos y supuestos individuos bisexuales.

2.- Loci polimérficos. Se consideraron en esta categoria aquellos loci que
presentaron polimorfismo al menos para algun nivel de ploidia. Dentro de esta
categoria han aparecido nueve loci, aunque los individuos tetraploides resultaron
ser homozigotos para todos ellos a excepcién de para ME-2* Los individuos
triploides presentaron un mayor mimero de loci polimoérficos (GPI-2*, IDHP-2*,
sMDH-2* ME-2* y MPI*) y practicamente la totalidad, a excépcién de MPI*,

fueron polimérficos para los individuos diploides.

En aquellos individuos diploides, triploides o tetraploides en los que

aparecié un alelo distinto al més frecuente (alelo -/00*), el genotipo siempre fue
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heterocigoto no apareciendo nunca este segundo alelo en homocigosis. Al igual
que en los loci monomoérficos, éstos tampoco nos son de utilidad para distinguir
individuos hibridos de los bisexuales, apareciendo individuos polimérficos con

una frecuencia similar entre los diploides y los triploides.

3.- Loci en los que todos los individuos del complejo resultaron ser
heterocigotos. Esta categoria estd constituida por tres loct (sA47-1% PGDH* y
PGM*). Todos los individuos analizados en la poblacién del rio Agueda
resultaron ser heterocigotos para estos tres loci independientemente de su sexo y
de su ploidia. Ademas, algunos individuos triploides heterocigotos presentaron

tres alelos distintos en el locus PGDH* (Tabla 19).

La heterocigosis encontrada mediante aloenzimas fue muy alta en los
ejemplares diploides del complejo 7. alburnoides del rio Agueda (H, = 0,151
0,063). Esta heterocigosis se calculé solo en los peces diploides (la mayoria de
ellos machos) y se observo que excedia a la heterocigosis esperada (H, = 0,094 £
0,034) bajo el modelo del equilibrio de Hardy-Weinberg. Este exceso de
heterocigosis surge como consecuencia de la heterocigosidad fijada en los tres
loci (sAAT-1*, PGDH* y PGM*) que aparecié también en los individuos

triploides y en los tetraploides de este rio.

La heterocigosis fijada en varios loci se ha comprobado que es una
caracteristica de los vertebrados unisexuales hibridos (Vrijenhoek, 1990) ya que
estos loci fijados en heterocigosis son precisamente los diagndsticos entre las dos
especies parentales que originaron al hibrido, siendo el genotipo heterocigoto la

expresion en codominancia de los alelos heredados de los dos parentales.
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Tabla 19. Patrones genotipicos encontrados en el complejo 7. alburnoides en la
poblacién del rio Agueda.

Rio Agueda (Duero)

Genotipos del Complejo T. alburnoides

individuos individuos individuos
Locus Diploides Triploides  Tetraploides
1. Loci monomorficos en el complejo:
mAAT-1* aa aaa aaaa
CK* aa aaa aaaa
FH* aa aaa aaaa
GLO1* aa aaa aaaa
GAPDH* aa aaa aaaa
GPI-I* aa aaa aaaa
IDHP-1%* aa aaa 4aaa
IDHP-3* aa aaa aaaa
LDH-I1* aa aaa aaaa
LDH-2* aa aaa aaaa
SMDH-1* aa aaa aaaa
ME-T* aa aaa aaaa
PEPB* aa aaa aaaa
SOD* aa aaa aaaa
2. Loci polimérficos:
AK* aa,ab aaa aaaa
CAH-1* aa,ab aaa aaaa
CAH-2* aa,ab aaa aaaa
EST* aa,ab aaa aaaa
GPI-2* aa,ab,ac aaa,aac aaaa
IDHP-2* aa,ab aaa,aab aaaa
sMDH-2* aa,ab aaa,aab,abb aaaa
ME-2* aa.ab aaa,(ab)l aaaa,(ab)!
MPI* aa aaa,aab aaaa
3. Loci fijados en heterocigosis:
SAAT-I* ab (ab)! abbb
PGDH* ab,ac aab,abb,abc abbb,aacc
PGM™ ab aab,abb abbb

(1) genotipos en los que la resolucién de los zimogramas no permiti6 inferir la

dosis génica.
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Los datos obtenidos rechazan claramente la hipétesi§ de una segregacion
mendeliana en la poblacién del rio Agueda del complejo T. alburnoides
indicando que toda la poblacién estaria constituida por individuos hibridos. Por
tanto, todos los individuos triploides y tetraploides, asi como los diploides que a
priori se pensaba que constituian la fraccion bisexual de la poblacién, son

hibridos.

Finalmente, habria que destacar que para algunos loci en individuos
triploides heterocigotos se encontraron variaciones en las proporciones de los
alelos. Por ejemplo, en los loci sMDH-2* PGDH* y PGM* de ciertos individuos
aparecieron combinaciones alélicas del tipo AAB, mientras que para otros
individuos la combinacién fue del tipo ABB. En algunos individuos hibridos del
rio Agueda se detecté para el locus PGDH* la combinacién de tres alelos

distintos ABC.

La importancia de esta variacion en la dosis génica es crucial para tratar de
determinar el origen de la poliploidizacién, descartindose un mecanismo de
duplicacién genética (Cimino, 1972) como base para la sintesis de individuos

triploides.

1.2.2.- Patrones de dosis génica

Los genotipos de los heterocigotos triploides (3n) y tetraploides (4n)
pueden inferirse con cierta facilidad a partir de los patrones de dosis génica
reconocidos por las diferencias en las intensidades de tincion en las bandas de los

zimogramas electroforéticos.

Como puede apreciarse en la Tabla 19, en esta poblacién se han detectado
individuos poliploides con genotipos heterocigotos entre los que varia la
proporcion de alelos para un locus dado. Esto se ha determinado porque

presentan distintas intensidades en las bandas correspondientes a cada alelo. Por
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ejemplo, en los individuos triploides heterocigotos para el locus sMDH-2* de
ambas poblaciones se puede inferir su genotipo como *aab 6 *abb baséndonos en

los patrones de dosis génica (Fig. 6).

aaa aab aaa abb aaa aaa

Fig. 6. Patrones de dosis genética de los diferentes genotipos.

Expresandolo con otras palabras, si una proteina estd compuesta por dos
subunidades para ser funcional (dimérica), y un genotipo del tipo *aab esta
aportando dos dosis de una subunidad de tipo A y una dosis de una subunidad de
tipo B. Estas van a polimerizar al azar en dimeros funcionales de acuerdo con lo
esperado tras el desarroilo del binomio (2A + B)?, resultando la siguiente
proporcién de bandas: 4AA:4AB:1BB. Paralelamente, el genotipo *abb aportard
dos dosis de la subunidad de tipo B y una dosis de la subunidad de tipo A por lo
que, tras la polimerizacion, se producird una proporcion de bandas del tipo

1AA:4AB:4BB.

Sin embargo, las excepciones fueron los loci ME-2* sAAT-1* en los que
la resolucién de las bandas obtenidas en los zimogramas con los tampones
utilizados no nos permitieron inferir la dosis genética en los individuos

poliploides (Tabla 19).
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2.- Las especies parentales

2.1.- Las especies del rio Agueda

Si los individuos hibridos del complejo 7. alburnoides se han
caracterizado por posecr ciertos loci fijados en heterocigosis, las especies
parentales implicadas deberan ser distinguidas inequivocamente analizando su
genotipo. Este deberd ser similar al de los hibridos y presentaran sélo uno de los

dos alelos presentes en los loci fijados en heterocigosis.

A fin de conocer qué especie o especies actuaron como parentales, se
examind mediante electroforesis de proteinas la variabilidad aloenzimética en
distintas especies de ciprinidos comenzando por las existentes en el rio Agueda y
su afluente, el rio Turones (Tabla 4). Estas especies fueron Leuciscus caroliterti,
Chondrostoma polylepis duriensis y Rutilus lemmingii.

Los parametros de variabilidad genética encontrados para las especies del

rio Agueda incluido el complejo T. alburnoides se muestran en la Tabla 20.

Tabla 20. Variabilidad genética de las especies del rio Agueda consideradas como posibles parentales de
los hibridos del complejo T. alburnoides. Entre paréntesis figuran los errores estandar.

N® medio N° Porcentaje Heterocigosis media
de medio

Poblacién ejemplares  de alelos de loci Conteo Esperado segin

por locus  porlocus polimorficos directo Hardy Weinberg

He HT

hibridos diploides 25,0 1,5 26,9 0,151 0,094
(Rio Agueda) (0,8) (0,1 (0,063) (0,034)
L. carolitertii  (Rio 29,2 1,1 7.7 0,025 T 0,026
Agueda) (1,1) 0,1 (0,015) (0,,026)
C"h. pobyiepis  (Rio 25,7 1,3 11,5 0,010 0,031
Agueda) (1,2) (0,1) (0,005) (0,012)
R. lemmingii (Rio 19,8 1,0 3,8 0,020 0,015

Turones) (0,1) (0,0) (0,020) (0,015)
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Los pardmetros de variabilidad encontrados para las tres especies
consideradas mostraron valores de heterocigosidad observada semejantes a las
esperadas por el equilibrio de Hardy-Weinberg. La excepcion, como ya se ha
comentado, la constituy6 los individuos diploides del complejo en los que se

encontrd un exceso de heterocigosis como consecuencia de su condicién hibrida.

Con respecto al polimorfismo, cabria destacar que las poblaciones de L.
carolitertii y de R. lemmingii presentaron valores bajos si los comparamos con

Ch. polylepis y con los hibridos de 7. alburnoides.

El analisis aloenzimatico llevado a cabo sobre los 26 loci antes
comentados permitid6 comparar las especies consideradas como posibles
parentales de los hibridos de T. alburnoides del rio Agueda. Los patrones alélicos
de éstas y los genotipos de los hibridos se reflejan conjuntamente en la Tabla 21

para una facil comparacion.

Hay que hacer notar que las diferencias en la codificacion de los alelos con
respecto a la Tabla 19 se deben a la recodificacion necesaria, por la presencia de
nuevos alelos procedentes de otras especies, siguiendo las recomendaciones de
Shaklee et al. (1990). La presencia de nuevos alelos en el analisis hace variar la
posicién relativa de los demas con respecto a la migracién y por tanto su
codificacién. Este hecho serd tenido en cuenta en el resto de las tablas

comparativas.
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Tabla 21. Patrones genotipices de los hibridos T. alburnoides y alelos encontrados en las especies del rio
Agueda consideradas como posibles parentales. En mayiscula se destacan los alelos diagnésticos
respecto al complejo T. alburnoides.

Cuenca Duero
Genotipos de
T. alburnoides hibridos Alelos en
Locus 2n 3n 4n L. carolitertii  Ch. polylepis  R. lemmingii
1. Loci monomoérficos en el complejo:
CK* aa aaa aaaa a a B
GLOI* aa aaa aaaa a a a
IDHP-1* aa aaa aaaa a a a
LDH-I* aa aaa aaaa a a B
LDH-2* aa aaa aaaa a B.C B
sMDH-1* aa aaa aaaa a a a
ME-1* aa aaa aaaa a a a
PEPB* aa aaa aaaa a B B
SOD* aa aaa aaaa a B . C
2. Loci polimérficos:
mAAT-1* aa aaa aaaa a a a
AK* aa,ac aaa aaaa a B a
CAH-I* aa,ac aaa aaaa a a B(nulo)
CAH-2* aa,ab aaa aaaa a,b a a
EST* aa,ab aaa aaaa a C a
FH* aa aaa aaaa a ab a
GAPDH* aa aaa aaaa a a a
GPI-I* aa aaa aaaa a a B,C
GPI-2* aa,ab,ac  aaa,aaac aaaa a a,c a
IDHP-2* aa,ac aaa,aac aaaa a D B
IDHP-3* aa aaa aaaa a C B
SMDH-2% aa,ab  aaa,aab,abb aaaa a ab b
ME-2* aa.ab aaa,(ab)l aaaa,(ab)l ab a,b a
MPI* aa aaa,aac aaaa a.c a,B a
3. Laci con heterocigosis fijada:
SAAT-1* ab (ab)l abbb a b b
PGDH* ab,ac  aab,abb,abc  abbb,aacc a b b
PGAM* ab aab,abb abbb a a,b b

(1) Genotipos en los que la resolucion de los zimogramas no permitio inferir la dosis génica.

Los resultados obtenidos muestran claramente que Ch. polylepis v R.
lemmingii no son las especies parentales que generaron los hibridos de T.
alburnoides. Los alelos encontrados en diversos loci no aparecieron en los
individuos hibridos por lo que su genotipo no es compatible con el tedrico que

deberian presentar cualquiera de las especies parentales.
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Chondrostoma polylepis duriensis presentd siete loci diagndsticos con
respecto a los hibridos (4K* EST* IDHP-2* IDHP-3* LDH-2% PEPB* y
SOD*) y presentd un alelo marcador en el locus MPI* que tampoco estaba
presente en los hibridos. Rutilus lemmingii mostré nueve loci diagnoésticos
respecto a los hibridos de T. alburnoides siendo éstos: CAH-1% CK* IDHP-2%
IDHP-3* LDH-1* LDH-2* PEPB¥* GPI-1*y SOD*.

Los alelos encontrados en L. carolitertii tanto para los tres loci fijados en
heterocigosis en los hibridos como para el resto (Tabla 21), pusieron de
manifiesto que esta especie fue la que actué como uno de los parentales de los
hibridos del Duero. Sin embargo, el otro parental no se ha conseguido identificar

en las muestras que se han analizado de la cuenca del Duero.

Dado que ha quedado patente que las especies del género Leuciscus estan
implicadas en la formacion de los hibridos de T. alburnoides, se hizo necesario
abordar un estudio aloenzimatico exhaustivo sobre distintas poblaciones del
género Leuciscus en la Peninsula Ibérica, ya que cabria la posibilidad de que otro
taxa dentro de este género fuese la otra especie parental que hibridé con L.

carolitertii en el rio Agueda.

2.2.- Andlisis aloenzimatico de las poblaciones ibéricas del genero

Leuciscus.

Para tratar de localizar a la otra especie parental implicada en el fenémeno
de la hibridacién se realizé un andlisis aloenzimatico sobre 19 poblaciones de
distintas especies del género Leuciscus usando los 26 loci empleados en el
estudio del complejo 7. alburnoides. Para cllo se seleccionaron cuatro
poblaciones de L. carolitertii, catorce poblaciones de L. pyrenaicus y una
poblacion de L. cephalus. A falta de una caracterizacion genética para las

especies muestreadas en las distintas localidades se siguid la nomenclatura y los
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patrones de distribucién sugeridos para las especies del género Leuciscus por

Doadrio et al. (1991).

Los alelos encontrados en las distintas poblaciones analizadas se
confrontaron con los genotipos obtenidos para los miembros del complejo T.

alburnoides de la poblacién del rio Agueda (Tabla 22).

De entre los resultados obtenidos hay que destacar que ninguna de las
poblaciones consideradas en el estudio present6 un patroén de alelos compatible
con el que tedricamente deberia presentar la otra especie parental que hibridase

con L. carolitertii para producir los hibridos.

Si nos fijamos en los loci fijados en heterocigosis en los hibridos del
complejo T. alburnoides (sAAT-1* PGDH* y PGM™) la otra especie parental
deberia presentar a la vez los cuatro alelos complementarios a los presentados por
L. carolitertii, o sea, sAAT-1*d, PGDH*c, PGDH*d y PGM%*c. En ninguna
poblacién se encontraron individuos que presentasen esta combinacion de alelos
en los tres loci mencionados, y sélo algunos de ellos, como PGDH*c o PGM*c
aparecieron por separado y en baja frecuencia en determinadas poblaciones como
son las de los rios Almonte, Tiétar, Valparaiso, Almonte, Estena, Valdehornos y

Matarrafia.



Tabla 22. Patrones genotipicos encontrados en el complejo . alburnoides en la poblacion del rio Agueda y alelos presentes en todas las poblaciones del género Leuciscus.

Rio Agueda Pesquero Almonte Tiftar Cedena Estena Valparaiso Valdehornos Fr dal Bogarra  Algar Serpis Bullent Barret
Genotipos del Alelos en

Compleje T. alburnoides Leuciscus pyrenaicus
Locus 2n 3n 4n
1. Loci monomébrficos en el complejos
mAAT-1* aa aaa aaaa a a a a a a a b a,b ab a a a a
CK* aa aaa aaaa a a a a a a a a a a a a a a
FH* aa aas aaaa a a a a a a a a a a a a a a
GLOI* aa aaa aaaa ab,c ab a a a a a a ? a a,d a,d a a
GAPDH* aa aaa aaaa a a a a a,b a a ad a a a ad a a
IDHP-I* aa aaa aaaa a a a a a a a a a ab a a a ab
IDHP.3* aa aaa aaaa b b b b a a a a a a d d d c
LDH-1* aa aaa aaaa a a a a a a,c a a a,b a a a a a
LDH-2* aa aaa aaaa a a a a a a a a a a a a ab a
sMDH-1* aa aaa aaaa a a a.c a a a a a a a a a a,c a
ME-1* aa aaa aaaa a a a a a ac a a a,b a a a a a
PEPBR* aa aaa aaaa a a a a a a a a a a a a a a
GPI-I* az aaa aaaa a a a a a a a a a a a a a a
SOD* aa aaa aaaa a a a a a a a a a a a a a a
2. Loci polimarficos:
AK* aa,ab aaa aaaa a a a a a a a a a a a a a a
CAH-1* aa,ad aaa aaaa 7 a,b,d ? a a,b a ad ? 7 ? ? a ? 7
CAH-2* aa,ab aaa aaaa 7 a,b ? a,c a ? a ? ? ? ? ab ? ?
EST* aa,ac aaa aaaa a,c,d ac 7 a,b,c a,c,d a,b,c a,c ? 7 7 7 b d a,c
GPI-2* aa,ad,ae aaa,aae aaaa ac a,d a a a a a a a,b a.c a a a a
IDHP-2* aa,ab aaa,aab aaaa b b b b a a a a a a d d d c
sMDH-2* aa,ab  aaa,aab,abb azaa a a a,c a a a a a a a a a a a
ME-2* aa,ad aaa,(ad)!  aaaa,(ad)! abd ? abe  ab ad ? a,b b abd ab.c a,d a,b,d ? b.d
MPI* aa aaa,aac aaaa a ac a,c a a,c a ac a a 2 a ac a a
3. Loci fijados en heterocigosis:
SAAT-I* ad (ad)l addd a ab a a,b a : a a a a a a a a a
PGDH* acad  aacaccacd  acce,aadd a,b ac ac a a ac a a a a a a a a
PGM* ac aac,acc acec a ab,c a a ac a ac a a a,b a a a a

(1) Genotipos en los que la resolucidn de los zimogramas no permitié inferir la dosis génica. (7) Loci para los que no se tuvo zimogramas interpretables.
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Tabla 22. Patrones genotipicos encontrados en el complejo T. alburnaides en la poblacion del rio Agueda y
alelos presentes en todas las poblaciones del género Leuciscus.

Rio Agueda Arnoia Boedo Eresma Apueda Matarraiia
Genotipos del Alelos en Alelos en
Complejo T. alburnoides Leuciscus carolitertii L. cephalus
Locus 2n 3n 4n
1. Loci monomérficos en ¢l complejo:
mAAT-1* aa aaa aaaa a a a a a
CK* aa aaa aaaa a a a a a
FH* aa aaa aaaa a a a a b
GLOI* aa aaa aaaa a,c a a a a
GAPDH* aa aaa aaaa a a a a d
IDHP-1* aa aaa aaaa a a a a a
IDHP-3* aa aaa aaaa a a a a a,c
LDH-I* aa aaa aaaa a a a a a,c
LDH-2* aa aaa aaaa a a a,b a a
sMDH-I1* aa aaa aaaa a a,b a a a,c
ME-1* aa aaa aaaa a a a a a
PEPB* aa aaa aaaa a a a a a
GPI-I* aa aaa aaaa a a a a ab
SOD* aa aaa aaaa a a a a a
2, Loci polimérficos:
AK* aa,ab aaa aaaa a a a a a
CAH-1* aa,ad aaa aaaa a,c a a a a
CAH-2* aa,ab aaa aaaa a,b a a a,b ab
EST* aa,ac aaa aaaa ab a ab,c a c
GPI-2* aa,ad,ae aaa,aae aaaa a a a a a
IDHP-2* aa,ab aaa,aab aaaa a a a a a,c
sMDH-2* aa,ab  aaa,aab,abb aaaa a a a a a
ME-2* aa,ad aaa,(ad)l aaaa,(ad)l a,d a ab a,d a
MPI* aa aaa,aac aaaa a,c a a,c a,c ab,c
3. Locl fijados en heterocigosis:
sAAT-1* ad (ad)! addd a a a a ac
PGDH* ac,ad  aac,accacd  accc,aadd a ab a a a
PGM* ac aac,acc acce a a a a ac

(1) Genotipos en los que la resolucién de los zimogramas no permitié inferir la dosis génica. (?) Loci para los

que ho se tuvo zimogramas interpretables.
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Independientemente de estos loci fijados en heterocigosis, la mayoria de
las poblaciones presentaron algunos alelos que no se encontraron en los
individuos del complejo T. alburnoides, aunque solo podemos considerar algunos
de ellos como diagnésticos de la poblacién y utilizarlos, por tanto, para descartar
esa poblacidén como posible parental. Entre éstos tenemos dentro de L. pyrenaicus
el alelo IDHP-3*b en las poblaciones de los rios de la cuenca del Tajo (Pesquero,
Almonte, Tiétar y Cedena), los alelos mAAT-1*b y ME-2*b en la poblacién de
esta especie del rio Fresneda (Guadalquivir), los alelos IDHP-2*d e IDHP-3*d de
las poblaciones levantinas (Algar, Serpis, Bullent y Font de Barret), los alelos
EST*b y EST*d de las poblaciones del Serpis y Bullent, respectivamente y por
ultimo los alelos FH*b y GAPDH*d en la poblacién de L. cephalus del rio

Matarraifia.

Ademas, el anélisis aloenzimatico ha permitido caracterizar genéticamete
buena parte de las poblaciones ibéricas de Leuciscus y aunque no han aparecido
loci marcadores entre las distintas especies, salvo para L. cephalus (GAPDH?™), si
han aparecido loci y alelos marcadores para determinadas poblaciones por lo que
parece necesario un mejor conocimiento de la estructura de la poblaciones y el

analisis filogenético de éstas.

2.2.2.- Las especies griegas

Como ya ha sido comentado, se evidencid como necesario extender la
busqueda de los parentales a las poblaciones griegas de Leuciscus dada la
implicaciéon en la hibridacion de las especies de este género en la Peninsula
Ibérica. Por otro lado, la consideracion de T. Aellenicus (Stephanidis, 1939) como
una subespecie de T. alburnoides en Grecia (Stephanidis, 1971) ha hecho pensar
que nos encontramos frente a un fenémeno de vicarianza. Por esta razon, la otra
especie parental podria encontrarse entre las especies de cualquiera de estos dos

géneros.
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Dentro del género Leuciscus, existe una gran controversia a nivel
taxonémico para determinar el mimero de especies y la distribucién de las
mismas (Bianco, 1983; Bianco & Knezevik, 1987, Economidis, 1991). Por ello,
se¢ hizo necesario afrontar primero un andlisis filogenético de las especies
baséandonos en poblaciones capturadas en las distintas cuencas hidrograficas. Una
vez conocidas las especies existentes, se contrastaron genéticamente con la
poblacion de L. carolitertii del rio Agueda para comprobar su implicacién en el
fenémeno de la hibridacion.

En el analisis aloenzimatico de las especies griegas se estudiaron ademas
espeéies procedentes de otras localidades fuera de Grecia (Tabla 3). Se
incluyeron poblaciones de Leuciscus cephalus cephalus (L. 1758) y L. c. cabeda
Risso, 1826 y se introdujo Leuciscus (Telestes) souffia muticellus (Bonaparte,
1837) como grupo externo. '

Los resultados preliminares del estudio con aloenzimas obligaron a
desestimar tres de los loci estudiados para las especies ibéricas debido a sus
resultados irregulares en cuanto a resolucién (GLO* ME-1* y ME-2*). En
cambio, y para mejorar el nimero de loci a utilizar en el analisis filogenético, se
emplearon otros cinco hasta ahora no utilizados. Estos fueron: ADH* y PK*
(Tris-citrato pH=7); EST-2* (litio potasio pH=8,2); PEPA* (Tris-citrato pH=8) y
PGM-2* (Poulik pH=8,6).

De los 28 loci examinados 25 resultaron ser polimdrficos (criterio del
99%). El numero medio de alelos por locus fue de 1,3 mientras que el
polimorfismo varié desde un minimo de P=0,034 en las poblaciones de L. c.
vardarensis de los rios Pinios y Sperchios, hasta un maximo de P=0,379 en la
poblacion de L. ¢. macedonicus del rio Nestos (Tabla 23). El bajo polimorfismo
de las poblaciones de los rios Pinios y Sperchios parecié deberse al nimero bajo
de ejemplares estudiados, sin embargo, este polimorfismo bajo también se
encontré en la poblacion de L. ¢. peloponnensis del Lago Stymphalia y en L.

carolitertii, en las que se estudié un nimero mayor de individuos.
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Tabla 23. Variabilidad genética de las poblaciones griegas de Leuciscus expresadas como el mimero
medio de alelos por locus, polimotfismo (F) v heterocigosis (H). Entre paréntesis figuran los errores
estandar. Los niimeros junto a los nombres de especies indican las poblaciones de procedencia tal y como

se relatan en la Tabla 3.

N°medio de  N°mediode Porcentaje de Heterocigosis media
Poblacibn ejemplares alelos por loci Conteo Esperado seglin
por locus locus polimorficos  directo H, Hardy-Weinberg H

1 L. kaedicus 18.8 1.2 0.172 0.016 0.049
(0.4) (0.1) (0.009) (0.022)

2 L. ¢. peloponnensis 3.9 1.3 0.310 0.057 0.077
0.1 (0.1) (0.028) (0.028)

3 L. ¢. peloponnensis 18.5 1.2 0.138 0.056 0.049
{0.8) (0.1) (0.031) (0.024)

4 L. c. peloponnensis 24.0 1.1 0.34 0.001 0.011
(0.0) (0.0) {0.001) (0.010)

5 L. c. albus 13.2 1.3 0.172 0.047 0.076
0.3) (0.1) {0.024) (0.029)

6 L. cf. svallize 250 1.4 0.241 0.035 0.062
(0.3 0.1) {0.013) (0.022)

7 L. c. albus 12.7 1.3 0.241 0.034 0.074
(0.1} 0.1) (0.021) (0.026)

8 L. c albus 11.6 1.2 0.172 0.025 0.062
(0.2) 0.n (0.013) (0.027)

9 L. ¢f svallize 244 1.2 0.69 0.004 0.026
(0.2) (0.1 (0.002) (0.014)

10 L. c. vardarensis 13.0 13 0.207 0.020 0.060
{0.2) (0.) (0.015) (0.026)

11 L. ¢. vardarensis 13.9 1.1 0.69 0.005 0.027
(0.3) (0.1 (0.003) (0.018)

12 L. c¢. vardarensis 5.7 1.0 0.24 0.000 0.018
. 0.1) (0.0} (0.000) (0.018)

13 L. c. vardarensis 2.6 1.1 0.34 0.017 0.029
0.1) (0.1) (0.017) (0.029)

14 L. ¢. vardarensis 8.8 1.3 0.276 0.073 0.111
(0.2) (0.1) (0.029) (0.039)

15 L. c. vardarensis 12.0 1.3 0.241 0.044 0.083
(0.2) {0.1) (0.019) (0.030})

16 L. ¢. vardarensis 10.8 1.3 0.172 0.047 0.076
(0.4) (0.1) (0.021) (0.031)

17 L. ¢. vardarensis 9.3 1.4 0.241 0.055 0.086
(0.5) 0.1) (0.024) (0.030)

18 L. ¢. macedonicus 14.8 14 0.31 0.071 0.129
(0.1) (0.1) (0.030) (0.040)

19 L. c. macedonicus 7.6 14 0.379 0.070 0.166
{0.2) (0.1) {0.035) {0.042)

20 L. borysthenicus 9.6 1.3 0.276 0.032 0.093
(0.2} (0.1) (0.017} (0.031)

21 L. c. cephalus 5.0 1.3 0.172 0.055 0.093
(0.0) (0.1) (0.037) (0.040)

22 L. c. cabeda 5.9 1.3 0.31 0.046 0.118
(0.1) (0.1) (0.026) (0.036)

23 T. souffia multicellus 29.7 1.2 0.172 0.024 0.030
(0.2) (0.1) (0.013) (0.014)

24 L. carolitertii 26.6 1.1 0.34 0.012 0.012
(1.7) (0.0) (0.011) (0.011)
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Por otro lado, los valores de heterocigosis observados variaron entre un
minimo de F,=0,000 en la poblacion de L. c. vardarensis del rio Sperchios y de
H_,=0,001 en la poblacion de L. c. peloponnensis del Lago Stymphalia hasta un
maximo de H,=0,073 en la poblacion de L. c. vardarensis del rio Aliakmon. La
heterocigosis media observada por locus resulté ser menor a la esperada
basandonos en lo esperado segin la ley de Hardy-Weinberg en todas las
poblaciones a excepcion la de L. c. peloponensis del rio Alfios, donde H, fue
mayor, y la de L. carolitertii donde H, y H; fueron iguales.

También se observaron valores bajos de variabilidad genética en
poblaciones aisladas con un area de distribucién muy restringida, resultando
evidente en poblaciones como las de L. c. peloponnensis del Lago Stymphalia
(P=0,034, H,=0,001), L. c. vardarensis de la poblacion de Kirintos, en la Isla de
Euboia (P=0,069, H,=0,005) y la de L. keadicus del rio Evrotas (P=0,172,
H,=0,016). Sin embargo, Leuciscus carolitertii tambicn presentd valores bajos de
variabilidad genética (P=0,034, H,=0,012) y muestra l‘ma distribucién
relativamente grande respecto a las otras poblaciones mencionadas.

Por el contrario, las dos poblaciones estudiadas de L. ¢. macedonicus
fueron las que presentaron valores mayores de variabilidad genética (P=0,310-
0,379, H,=0,071-0,070) y a éstas se les unid la poblacion de L. c. vardarensis del
rio Aliakmon (P=0,276, H,=0,073).



Tabla 24, Bajo Ia diagonal se muestran las distancias de Cavalli-Sforza y Edwards (1967) (distancias de cuerda) y sobre la diagonal figuran las distancias de Nei {1972) entre

todas las poblaciones de Leuciscus y Telestes consideradas como posibles parentales fuera de 1a Peninsula Ibérica. Los mimeros son los indicados en la Tabla 3

Poblacon 1 2 3 4 S5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1 +H+H 0.551 0448 0.522 0474 0.509 0504 0491 0.532 0.683 0480 0631 0646 0589 059 0501 0618 0407 0420 0455 0.580 0.607 0.946 0.607
2 0.585 -+ 0091 0233 0122 0141 0059 0.058 0075 0435 0409 0334 0359 0280 0320 0247 0329 0.144 0310 029% 0280 0.290 0870 0.332
3 0.544 0259 ++++ 0237 0131 0097 0.089 0.059 0104 0365 0307 0301 0349 0317 0334 0187 0320 0.180 0232 0333 0287 0.304 0300 0376
4 0.575 0.418 0410 +—++ 0072 0145 0208 0.178 0211 0362 0385 0369 0276 0295 0336 0273 0334 0231 0252 0360 0289 0270 0727 0362
5 0.551 0320 0320 0246 ++—+ 0.058 0098 0094 0112 0370 0.358 0348 0.256 0270 0293 0242 0319 0169 0252 0316 0275 0275 0751 0335
6 0.567 0334 0283 0330 0.230 -+~ 0142 0091 0122 0430 0418 0291 0293 0312 0327 0210 0327 0218 0.289 0.356 0331 0300 0876 0375
7 0.564 0237 0273 0401 0289 0345 -+ 0027 0035 0339 0331 0279 0281 0224 0247 0246 0264 0167 0275 0269 0209 0243 0739 0237
8 0.567 0225 0235 0356 0269 0.268 0.194 +++ 0031 0336 0321 0216 0267 0211 0230 0165 0231 0.115 0.238 0273 0219 0201 0745 0255
9 0.572 0246 0281 0388 0291 0311 0193 0.168 +++ 0334 0365 0245 0.243 0209 0209 0222 0227 0122 0.289 0286 0.185 0228 0716 0220
10 0.629 0520 0.493 0.496 0492 0.524 0479 0467 0479 +++ 0209 0202 0.157 0.185 0202 0323 0157 0281 0222 0453 0.175 (.240 0.697 0.368
11 0.556 0.511 0.469 0.500 0.481 0.523 0476 0466 0494 0386 ++++ 0157 0139 0118 0103 0295 0095 0207 0163 0364 0226 0236 0671 0290
12 0609 0.468 0464 0496 0471 (448 0448 0388 0424 0382 0352 ++++ 0.08 0.062 0061 0183 0041 0213 0269 040t 0183 0110 0.788 0243
13 0.619. 0.488 (.485 0439 0418 0450 0450 0427 0425 0345 0327 0265 ++++ 0.059 0079 0235 0043 0216 0245 0393 0.173 0.153 0693 0212
14 0.601 0434 0454 0456 0427 0450 0409 0379 0393 0377 0320 0246 0237 +++ 0051 0241 0028 0.150 0221 0278 0150 0.114 0.683 0.176
15 0.599 0456 0468 0475 0425 0454 0418 0388 0389 0388 0.299 0221 0262 0237 +-++ 0272 0041 0.193 0267 0372 0152 0.146 0.674 0215
16 0.547 0394 0367 0447 0415 0393 0418 0351 0404 0472 0459 0372 0418 0422 0424 ++ 0216 0225 0238 03% 0268 0201 0.842 0330
17 0.604 0462 0463 0473 0453 0460 0438 0393 0413 0336 0274 0.193 0212 0176 0197 0399 ++++ 0184 0219 0.329 0.139 0116 0.662 0170
18 0.528 0343 0374 0409 0352 0408 0.305 0304 0309 0441 0380 0391 0402 0353 0371 0402 0365 +++ 0106 0165 0.112 0.164 0736 0242
19 0539 0460 0415 0431 0419 0446 0433 0404 0436 0410 0346 0443 0431 0415 0437 0427 0399 0258 ++—+ 0283 0206 0211 0851 0353
20 0.543 0452 0466 0493 0464 0483 0442 0434 0449 0549 0305 0519 0516 0440 0506 0507 0.480 0390 0466 -+++ 0239 0263 0.770 0.389
21 0.608 0.443 0456 0459 0437 0480 0408 0399 0380 0376 0415 0375 0371 0352 0350 0443 0332 0311 0395 0430 ++++ 0132 00646 0226
22 0.607 0451 0465 0445 0441 0459 0428 0383 0412 0429 0423 0307 0359 0310 0341 0407 0317 0363 0416 0433 0341 ++++ 0820 0.195
23 0.705 0.676 0.664 0.651 0.658 0.688 0650 0.649 0.646 0.638 0.619 0.664 0631 0629 0629 0.677 0.623 0643 0671 0.647 0624 0676 ++++ 0716
24 0.606 0472 0497 0490 0468 0502 0415 0422 0404 0500 0446 0416 0391 0365 0389 0471 0365 0416 0483 0511 0411 0403 0.642 ++++
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Cuando se analizaron las distancias genéticas de Nei (Tabla 24), se
obtuvieron valores bajos entre L. ¢f. svallize del rio Thiamis y las poblaciones de
L. c. albus de loé rios Louros y Arachthos (0=0,027-0,035), y entre L. c¢. albus
del rio Evinos y la poblaciéon de L. ¢f. svallize del Lago Trichonis (D=0,058).
También se encontraron distancias genéticas bajas entre las dos poblaciones de L.
c. macedonicus (D=0,106) y entre las distintas poblaciones de L. c. vardarensis
(D=0,028-0,086) si exceptuamos las poblaciones de la Isla de Euboia.y la del
Lago Prespa.

Las mayores distancias genéticas se dieron entre Leucicus (Telestes)
souffia y Leuciscus keadicus (D=0,946), siendo en general muy altas, como era
de esperar, entre L. (Telestes) souffia y €l resto de las especies de Leuciscus
(D=0,407-0,683). La muestra de L. ¢. cephalus procedente del Danubio mostréd
las distancias genéticas mas pequefias con las poblaciones de L. c. macedonicus
del rio Strymon (D=0,112) y de L. ¢. cabeda de Italia (D=0,132).

A partir de las frecuencias alélicas se calcularon las distancias genéticas de
Cavalli-Sforza (distancias de cuerda). Basandonos en ellas, se construyd un
dendrograma con todas las poblaciones por el método de UPGMA, con el fin de
conocer la similitud entre ellas y tratar de delimitar que grupos son homogéneos,
para después abordar las relaciones filogenéticas entre éstos (Fig. 7).

En el dendrograma aparecieron L. keadicus y L. borysthenicus como ramas
independientes. Ademads, se distinguieron otras dos ramas que agruparon a un
gran nimero de poblaciones. En el primer grupo se unieron todas las poblaciones
analizadas de L. cf. svallize, L. c. peIOpo‘nnensis y L. ¢. albus, y también se les
unio la poblacién de L. ¢. vardarensis del Lago Prespa (todas ellas de la parte sur
y oeste de Grecia). Sin embargo, la poblacion del Lago Prespa fue la mas
diferenciada dentro de este grupo, mostrando unas distancias genéticas de Nei
moderadas (D=0,165-0,273), un locus diagnéstico (IDHP-1*) y un alelo

exclusivo (mAAT-1*95) con una frecuencia menor al 0,05%.
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Distancias de cuerda de Cavalli-Sforza y Edwards
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Fig. 7. Dendrograma obtenido a partir del andlisis d¢ UPGMA para todas las poblaciones
europeas consideradas. Entre paréntesis figuran las abreviaturas de las localidades para una mejor
identificacién de las poblaciones.

En la segunda rama se agruparon el resto de las poblaciones de L. c.
vardarensis y también las dos analizadas de L. c. macedonicus, y las de L. c.
cephalus y L. ¢. cabeda. La especie ibérica L. carolitertii apareci6 agrupada junto
a ellas en esta rama pero fue la mas diferenciada de todas mostrando unas
distancias de Nei entre 0,170 y 0,368 y encontrandose dos alelos unicos (mAAT-
1*90 y MPI-1*110). El patrén de distribucion de este grupo comprende el centro
y oeste de Europa y la parte norte de Grecia.

A partir de los agrupamientos obtenidos en las ramas del UPGMA se
cfectué un analisis filogenético, aunque considerando a L. carolitertii y L.
“prespensis” (la poblacién del Lago Prespa) como dos grupos independientes al
presentar gran diferenciacién dentro de las ramas en las que aparecieron.
También se incluy6 Leuciscus (Telestes) souffia como grupo externo. Por tanto,
los grupos considerados fueron: L. keadicus, L. borysthenicus, L. carolitertii, L.
“prespensis”, L. cephalus (incluyendo L. c. cephalus, L. c. cabeda y todas las

poblaciones de L. c. vardarensis y de L. c¢. macedonicus) y L. peloponnensis (en



Resultados El complejo T, alburnoides 96

la que se incluyen todas las poblaciones antes denominadas como L. c.
peloponnensis, L. c. albus 'y L. cf. svallize).

El anélisis de parsimonia que se efectud a partir se la matriz de pasos dio
como resultado un tnico arbol con 134 pasos usando 25 caracteres (Figura 8). La
topologia del arbol result6 ser diferente de la que se obtuvo en el UPGMA con
datos de distancias genéticas. En esta ocasion L. peloponnensis y L. cephalus
constituyeron un grupo hermano con respecto a L. “prespensis”, en contra de lo

esperado por las distancias geograficas.

Todas las especies europeas, a excepcion de L. borysthenicus, constituyen

un grupo hermano con respecto a L. carolitertii.

926 L. peloponnensis

82

L. cephalus

60

L. prespensis

L. kaedicus

L. carolitertii

L. borysthenicus

T. souffia

Fig. 8. Arbol mas parsimonioso obtenido a partir del andlisis aloenzimatico. Los nimeros que hay sobre
las ramas indican el porcentage de entre las 200 réplicas de bootstrap en que se encontré la unién

indicada. Sélo se han sefialado las uniones que aparecieron con una frecuencia mayor al 50%.

Si enumeramos los alelos encontrados en las poblaciones analizadas de
estas especies y los situamos junto a los de L. carolitertii y los genotipos
encontrados para el complejo T. alburnoides (Tabla 25) podemos analizar la

posibilidad de que alguna de éstas sea la otra especie parental.



Tabla 25. Patrones genotipicos de los hibridos T. alburnoides y alelos encontrados en las especies griegas de Leuciscus e italiana de Telestes. En mayuscula se sefiala los alelos
que no han sido encontrados en el complejo T. alburnoides y que ayudan a desechar estas especies como parentales. (-) loci no estudiados para las especies griegas.

Cuenca del Duero (Espaiia) Poblaciones griegas y Sureuropeas
Genotipos de
T. alburnoides hibridos Alelos en Alelos en
Locus 2n 3n 4n L. carolitertii L. peloponnensis L. prespensis L. borysthenicus L. keadicus L. cephalus T. souffia

1. Loci monomérficos en el complejo:

mAAT-1* aa aaa aaaa a a,B a a a a,B a
CK* aa aaa aaaa a a a a a a a
FH* aa aaa aaaa a aB a a a a a,C
GAPDH* aa aaa aaaa a a,B a,B B,C a,B a,B,C a
GLOI* aa aaa aaaa a - - - - - -
GPL-I* aa aaa aaaa a E.D aC.E a a aCE a,B
IDHP-1* aa aaa aaaa a a,E C a B a D
IDHP-3* aa aaa aaaa a a,C C C cD a,C B
LDH-1* aa aaa aaaa a a,B a a a aD C
LDH-2* aa asa aaaa a a,B a a a a,B B
sMDH-1* aa aaa aaaa a a,B a a a aB a
ME-T* aa aaa aaaa a - - - - - -
PEPB* aa aaa aaaa a a,C a a,D G aBE F
SOD* aa aaa aaaa a a,D a C E a a,B
2. Loci polimérficos:

AK* aa,ab aaa aaaa a a,b a a a a,C a
CAH-1* aa,ae aaa aaaa a B,C,D D ae G a,B,C.D,eF a
CAH-2* aa,ab aaa aaaa a,b a,b,C,D b C.E a,b,C E
EST* 4a,ac aaa aaaa a aB,D a E EF a,B,c.E a
GPI-2* aa,ab,ad aaa,aaad aaaa a a,C a a a a,C a
IDHP-2* aa,ab aaaaab aaaa a a,D a abD a,D a,C C
sMDH-2* aa,ab aaa,aab,abb aaaa a a a a a a a
ME-2#* aa.ab aaa,(ab)l anaa (ab} | ab - - - - - -
MPI* aa aaa,aaf aaaa af a,D.E a D E a,C,D B,D
3. Loci con heterocigosidad fijada:

SAAT-1* ab (ab)l abbb a a a,C oa a a,E D
PGDH* ac,ad aacacc,acd  acce,aadd a a,d,E ad d d a,B;c a
PGM* ab aab,abb abbb a a,b,C a,b b,C C ab b

sopeInsay
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Todas las especies consideradas de Leuciscus. presentaron loci
diagnésticos (Tabla 25) a excepcion de L. cephalus. Las especies que mas se
discriminan como posibles parentales fueron T. souffia y L. keadicus, con nueve
loci diagnédsticos no presentes en los hibridos, y después L. borysthenicus, con
seis loci diagnéstiéos. Leuciscus peloponnensis y L. “prespensis” mostraron dos
y tres loci diagnosticos respectivamente.

Leuciscus cephalus no mostré ningun locus diagnostico, como ya se ha

_comentado, sin embargo, muestra hasta 25 alelos en el total de las poblaciones
estudiadas que no son mostradqs por los hibridos del complejo T. alburnoides
(Tabla 25). En el resto de las especies, la presencia de distintos alelos no
presentes en los hibridos es también abundante, y a ello habria que afiadirle el
fenémeno inverso, ya que algunos alelos presentes en los hibridos de T.
alburnoides no estan presentes en ninguna de estas especies (sA4A7-1*b, IDHP-
2*b, sMDH-2*b y MPT*f).

Para concluir, destaca el hecho de que ninguna de estas especies posea la
combinacion de alelos complementaria a la de L. carolitertii en los loci fijados en
heterocigosis, que permitiria originar los hibridos de T. alburnoides por lo que
hemos de desestimar estas especies como candidatos a parentales.

En el caso de L. cephalus, el considerable nimero de poblaciones
estudiadas que abarcan al menos cuatro subespecies y la gran variabilidad intra e
interpoblacional mostrada explicarian que al tomar el conjunto‘ de los alelos
mostrados en esta especie siempre aparezca un nivel compartido por el complejo
T. alburnoides. De cualquier forma la presencia y ausencia de alelos parece
confirmar que L. cephalus constituiria el grupo hermano de las especies ibéricas

de Leuciscus.
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2.3.- Las especies del genero Tropidophoxinellus

Se analizaron las dos especies existentes de este género en Grecia ya que,
en espera de otros resultados concluyentes, los estudios morfolégicos llevados a
cabo por Stephanidis (1971) situaban al complejo ibérico dentro del género
Tropidophoxinellus. Aunque parece evidente la implicacion de otra especie del
género Leuciscus, la posibilidad de la existencia de un fendémeno de vicarianza
fue tenida. en cuenta por lo que se analizd su patrén alélico para contrastar su

implicacién como especies parentales (Tabla 26)..

Las dos especies griegas presentaron combinaciones alélicas distintas a la
tedrica .de la segunda especie parental. Tropidophoxinellus spartiaticus se
caracteriz0 por presentar cinco alelos diagndsticos respecto al complejo 7.
alburnoides (CAH-2* GPI-2* PEPB* PGM*y SOD¥*), ademis de oﬁos tres

alelos no presentes en la poblacidén ibérica (Tabla 26).

Por su parte, T. hellenicus mostré una diferenciacion alélica aun mayor
con respecto al complejo 7. alburnoides con ocho loci diagndsticos (CAH-2%*
CK* IDHP-2* IDHP-3* sMDH-1* ME-1* GPI-2*y SOD¥*) e igual nimero de

alelos marcadores no presentes en el complejo ibérico.

Por el contrario, ninguna de las dos especies griegas present6 varios de los
alelos encontrados en los loci polimorficos del Complejo T. alburnoides del rio
Agueda (4K*b, CAH-1%c, sMDH-2*b, PGDH*b y PGDH*c). Estos alelos no se
encontraron en L. carolitertii, por lo que deben aportarse por la otra especie
parental. De esta manera, se refuerza su descarte como especies parentales y su

diferenciacion genética.
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Tabla 26. Patrones genotipicos de los hibrides T. alburnoides, alelos encontrados la poblacién de L.
carolifertii del rio Agueda y alelos encontrados en T hellenicus y T. spartiaticus en Grecia.

Cuenca del Duero (Espafia) Grecia
Genotipos de
T. albumaii"es hibridos Alelos en . Alelos en
Locus © 2n 3n 4n L. carolitertii T.spartiaticus  T. hellenicus
1. Loci monomérficos en el complejo:
mAAT-1* aa aaa aaaa a a a
CK* aa aaa aaaa a a B
FH* aa aaa aaaa a a a,B
GAPDH* aa aaa aaaa a a a,B
GLOI* aa aaa aaaa a a,B a
GPI-I* aa aaa aaaa a a a,B
IDHP-1* aa aaa aaaa a a a
IDHP-3* aa aaa aaaa a - a,B B
LDH-I* aa aaa aaaa a a a
LDH.2* aa aaa aaaa a a a,B
sMDH-1* aa aaa aaaa a a B
ME-I* aa aaa aaaa a a B
PEPRB* aa aaa aaaa a B a
SOD* aa aaa aaaa a D B,C
2, Loci polimorficos:
AK* aa,ab aaa aaaa a a a,C
CAH-I* aa,ac aaa aaaa a a a,B
CAH-2* aa,ab aaa aaaa a,b C C,D
EST* aa,ab aaa aaaa a ? ?
GPIL-2* aa,ab,ad  aaa,aaad aaaa a a C
IDHP-2* aa,ab aaa,aab aaaa a C C
sMDH-2* aa,ab aaa,aab,abb aaaa a a a
ME-2% aa.ab aaa,(ab)l aaaa’(ab)l a,b ? ?
MPI* aa aaa,aab aaaa a,b a ab
3. Loci con heterocigosidad fijada:
SAAT-1* ab (ab)l abbb a b,C b
PGDH* ab,ac  aab,abb,abc abbb,aacc a a a,D
PGM* ab aab,abb abbb a C b,C

(?) indica que no se obtuvieron buenos resultados en estos loci que permitiesen su comparacion.

Otros resultados de interés obtenidos tras el analisis con aloenzimas
consisten, por una parte, en el bajo polimorfismo encontrado en la poblacién de
T. spartiaticus (P=0,125) frente a T. hellenicus (P=0,458). Por otra parte, se
encontraron 6 loci diagndsticos entre las poblaciones analizadas de ambas

especies.
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2.4.-Andlisis aloenzimdtico de distintos ciprinidos ibéricos

El estudio realizado sobre diversas especies del género Leuciscus ha
confirmado a L. carolitertii como una de las espectes parentales, pero no ha
conseguido determinar quién es la segunda especie parental que origind los
hibridos de T. alburnoides. Por tanto, se hizo necesario dirigir nuestro estudio
sobre otras especies de ciprinidos que habitan la Peninsula Ibérica y sobre otras
poblaciones del complejo T. alburnoides por si en éstas se hallase la especie que

hibrida con L. carolitertii.

La busqueda de los loci marcadores se efectuéd sobre diez poblaciones
comprendidas en siete taxa que pueden considerarse como candidatos para

hibridar con miembros del complejo T. alburnoides.

Los valores de variabilidad geneética encontrados indicaron que la mayoria
de las muestras de estas especies no presentaron desviaciones significativas de los
cruces esperados al azar. En general, la heterocigosidad observada (H,) se ajustd
a la esperada (H,) para cada muestra (Tabla 27) y las proporciones genotipicas
para cada locus simple se ajustaron a lo esperado por el equilibrio de Hardy-
Weinberg. La excepcion fue la poblacion de Leuciscus sp. del rio Estena en la
que se encontré un exceso de heterocigosis que superd considerablemente a lo

esperado por el equilibrio de Hardy-Weinberg.

Por otro lado, en Ilberocypris palaciosi y Anaecypris hispanica se
encontraron valores altos de heterocigosidad considerablemente mayores que los
encontrados en el resto de los taxa aqui analizados, sin embargo, estos valores no

superaron a la heterocigosidad esperada.

Hay que hacer constar que los dos ejemplares analizados de Ch. polylepis
willkommii del rio Jandula no se han mostrado en la Tabla 27 ya que su nimero
es demasiado pequefio y, por tanto, careceria de sentido incluirlos en un analisis

de la variabilidad.
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Tabla 27. Variabilidad genética de las especies ibéricas consideradas como posibles parentales de los
hibridos del complejo T. alburnoides. Entre paréntesis figuran los errores estandar.

N° medio N° Porcentaje Heterocigosis media
de medio
Poblacion ejemplares de alclos de loci C Esperado segun
., onteo }
por locus por polimérficos directo Hardy Weinberg
locus H H;

Hibridos diploides 25,0 1,5 26,9 0,151 0,094
(Rio Agueda) (0,8) (0,1) (0,063) (0,034)
L. carplitertii 29,2 1,1 7,7 0,025 0,026 -
(Rio Agueda) (1,1) 0,1 (0,015) (0,,026)
Ch. polylepis 25,7 1,3 11,5 0,010 0,031
(Rio Agueda) (1,2) (0,1) (0,005) (0,012)
R. lemmingii (Rio 19,8 1,0 3,8 0,020 0,015
Turones) (0,1) (0,0) (0,020) (0,015)
L. pyrenaicus 19,3 1,3 15,4 0,042 0,051
(Rio Estena). (0,6) 0,1) (0,022) (0,022)
Leuciscus sp. 15,8 1,5 38,5 0,233 0,172
(Rio Estena) (0,5) (0,1) (0,076) (0,047)
R. lemmingii 16,2 1,5 26,9 0,067 0,090
(Rio Estena} 0,7} (0,1) (0,027) (0,030)
A. hispanica 49 1,4 38,5 0,138 0,137
(Rio Estena} 0,1) 0,1) (0,046) (0,040)
I palaciosi 10,3 1,6 50,0 0,193 0,202
(Rio Jandula) (0,4) {0,1) (0,056) (0,042)
R. lemmingii 12,0 1,3 26,9 0,067 0,089
(Rio Robledillo) (0,0) {0,1) (0,033) (0,032)

La alta heterocigosis encontrada para Leuciscus sp. del rio Agueda puso de
manifiesto que este taxdon, ain no descrito, puede tratarse de un nuevo complejo
hibrido, lo cual es también apoyado por el hecho de que sélo se encontré un
ejemplar macho en una muestra de 70 individuos capturados. Ademas, el
contenido de ADN que se detecté en algunos ejemplares analizados fue del
mismo orden que el encontrado para individuos triploides del complejo T.

alburnoides. Debido a estas sospechas y a la presencia de alelos marcadores que
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lo excluian como implicado en la hibridacién se decidié eliminar este taxén del

resto del estudio.

Otros resultados de interés obtenidos con el analisis aloenzimatico indican
que, en general, las poblaciones de aquellas especies procedentes de la cuenca del
Guadiana y Guadalquivir parecen tener mayores niveles de diversidad genética
que las procedentas de la cuenca del Duero. Por ejemplo, Rutilus lemmingii de los
rios Estena y Robledillo presentaron mayor diversidad genética que la muestra de

esta especie del rio Turones (cuenca del Duero).

Para una mejor comparacion de los alelos encontrados en las distintas
especies que se han estudiado con los presentes en las formas hibridas, se han

representado conjuntamente en la Tabla 28.

Utilizando tan solo los 14 loct que han aparecido en homocigosis podemos
excluir varias especies como posibles progenitoras de los hibridos del complejo
T. alburnoides. l.os alelos diagndsticos encontrados para algunas especies

consideradas en estos loci aparecen en la tabla en letras mayusculas (Tabla 28).

Se han encontrado multiples alelos diagnosticos de especies repartidos
entre varios loci y que excluyen claramente a Ch. polylepis, R. lemmingii, A.
hispanica ¢ Iberocypris palaciosii como posibles progenitores de los T.
alburnoides de ambos rios. Por ejemplo, los alelos encontrados para Ch. polylepis
duriensis en 7 loci (Tabla 28) no estan presentes en los hibridos de T. alburnoides
estudiados. Igualmente, la poblacion de R. lemmingii del Duero presenta alelos
diagnésticos en 9 loci que no estan presentes en los hibridos y de las que
podriamos destacar CK* LDH-1* LDH-2* PEPB* y SOD* que son
ﬁmnomérﬁcos para ¢l complejo 7. alburnoides. Del mismo modo, se podrian
enumerar los alelos diagndsticos en las otras poblaciones de estas dos especies

(Tabla 28).



Tabla 28. Patrones de expresion genética en T. aburnoides hibridas y el resto de las posibles especies parentales. (L. ¢.) Leuciscus carolitertii, (Ch. p. d.)
Chondrostoma polylepis duriensis, (R. 1.} Rutilus lemmingii, (L. p.) Leuciscus pyrenaicus, (A. h.) Anaecypris hispanica, (I p.) Iberocypris palaciosi, (Ch.
p. w.) Chondrostoma polylepis willkommii. En mayusculas se marcan los alelos diagnosticos con respecto al complejo.

sopejnsay

Cuenca Duero Guadiana Guadalquivir
T a ”,(i :izg:il:ezsh?;ri dos Alelos en Alelos en Alelos en
Locus 2n 3n 4n Le Chpd R 1L L p R 1 A h Lp R I Ch.p.w

1. Loci monomoérficos en el complejo:
mAAT-1* aa aaa aaaa a a a a a a ab a a
CK* aa aaa aaaa a a B a B a a,B Bb a
FH* aa aaa aaaa a ab a a a a a a a
GAPDH* aa aaa aaaa a a a ac a,c,D a a,c a,B.c ac
GLOI* aa aaa aada a a a a a,B a a,B a a
GPI-I* aa aaa aaaa a a B,D a B,D ac a.c B,D a
IDHP-1* aa aaa aaaa a a a a a a a,B a a
IDHP-3* aa aaa aasa & D B a a C ae a a
LDH-I* aa aaa aaaa a a B a a a a a a
LDH-2* aa aaa aaaa a B,C B a B a A/B? a B
sMDH-1* aa aaa aaaa a a a a a C a B a
ME-1* aa aaa aaaa a a a a B,C a a D a
PEPB* aa aaa aaaa a F F a D B.E a aD C
SOD* aa aaa aaaa a D E a E B C E C

2. Loci polimérficos:
AK* aaac aaa aaaa a B a a a a a a a
CAH-1* aa,ad aaa aaaa a a B(nulo) a,c e a ae € €
CAH-2* aa,ac aaa aaaa a,c a a a a,D a,D.E a a,B B
EST* aa,ab aaa aaaa a C a abd a,d ad ad d d
GPI-2* aa,ab,ac 233,a3a¢ aaaa a ac a a a a,b a,c a a.c
IDHP-2* aa,ac 2aa,2ac aaaa a D B a a a,c ac a a
sMDH-2* aa,ab  aaa,aab,abb aaaa a ab b a a ab ab a a
ME-2* aa.ab aaa,(ab)! aaaa,(ab)! a,b ab a ab a,b a,b ab ab a
MPI* aa aaa,aad aaaa a,d a,C a ad B,C a,d ad a,C a

3. Loci con heterocigosidad fijada:
SAAT-1* ab (ab)! abbb a b b a a,b b ab b b
PGDH* ac,ad aac,acc,acd accc,aadd a c c a c,d B c c
PGM* ac aac,acc acce a ac c ac c,D a,c a,B c,D B

{1) La resolucion de los zimogramas no permitié determinar la dosis génica. (2) Todos los individuos fueron heterocigotos para este locus.

v01 Saprouingyp I ofdordwos g
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Anaecypris hispanica present6 8 alelos marcadores distribuidos en seis
loci (sMDH-1% PEPB* SOD* CAH-2* IDHP-3* y PGDH*) que no se
encontraron en las poblaciones de hibridos. La especie Iberocypris palaciosii
mostrod 7 alelos pertenecientes a 6 loci que. no aparecieron en los hibridos entre
los que destacan el alelo diagnodstico SOD*d y los dos alelos fijados en

heterocigosis encontrados en el locus LDH-2*.

Sin embargo, la especie L. carolitertii del rio Agueda no puede ser
excluida como especie parental de los hibridos del rio Agueda siguiendo este

criterio, confirmandose lo ya expuesto anteriormente.

2.5.- Andlisis aloenzimatico en distintas poblaciones del complejo T.

alburnoides

Usando las poblaciones del complejo 7. alburnoides analizadas para
determinar las proporciones de sexo y ploidia se realizé un estudio exhaustivo
centrado en los tres loci fijados en heterocigosis para los hibridos de T

alburnoides del rio Agueda.

En todas las poblaciones, a excepcion de la del rio Estena, se observo la
presencia de heterocigosis fijada en estos tres loci en todos los individuos. Por
ello se ha concluido que todas las poblaciones de T. alburnoides excepto la del

rio Estena estaban compuestos por de hibridos.

En la poblacién del rio Estena (que cronologicamente fue la ultima
estudiada) se encontraron algunos ejemplares en los que aparecian estos loci
expresados en forma homocigética por lo que se completd el estudio
aloenzimatico extendiéndose al total de los 26 loci analizados para la poblacién

del rio Agueda,
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Se ha preferido comentar los resultados completos obtenidos en la

poblacién del rio Estena, por su relevancia, de forma independiente.

2.5.1.- La poblacion del rio Estena

El analisis de aloenzimas realizado en la poblacién del complejo T.
alburnoides del rio Estena permitio clasificar de nuevo los loci en tres categorias
en funcidon de su polimorfismo e independientemente de su grado de ploidia

(Tabla 29):

1.- Loci monomdrficos en todos los individuos del complejo. Once loci
entrarian ahora en esta categoria ya que no presentan ningun tipo de
polimorfismo en los individuos de esta poblacién. Este hecho indica un mayor
grado de polimorfismo en la poblacion del rio Estena que la previamente

analizada del rio Agueda.

2.- Loci polimérficos. Aparecieron 11 loci dentro de esta categoria. Todos
los loci, a excepcion de mAAT*, resultaron ser polimoérficos en los individuos
triploides mientras que sdlo CAH-1* y ME-2* lo fueron en los individuos
diploides.

3.- Loci en los que parte de los individuos del complejo resultaron ser
heterocigotos. Esta categoria esta constituida en esta poblacion por cuatro loci
(sAAT-1* mMDH-2* PGDH* y PGM¥*). Una subpoblaciéon de individuos
analizados en la poblacién del rio Estena resultaron ser heterocigotos para estos
cuatro loci independientemente de su sexo y de su ploidia. De los 31 ejemplares
estudiados, 20 mostraron heterocigosidad fijada para estos cuatro loci
diagnosticos, sin embargo, 11 individuos fueron homocigotos para estos mismos
loci mostrando respectivamente los alelos sAAT-1*b, mMDH-2*b, PGDH*b y
PGM*b.
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De los analisis aloenziméticos realizados sobre la muestra de T.
alburnoides del rio Estena se desprende que en esta poblacion aparecen
individuos sexuales ademas de los hibridos, a diferencia de lo que ocurrié en la
poblacién del rio Agueda donde todos los individuos analizados resultaron ser

hibridos.

Tabla 29. Patrones genotipicos encontrados en el complejo T. alburnoides en la poblacién del rio Estena.

Rio Estena (Guadiana)
Genotipos de individuos hibridos Alelos en
individuos dividuos T. alburnoides
Locus Diploides Triploides no hibridos
1. Loci monomoérficos en el complejo:
AK* aa aaa a
CK* aa aaa a
CAH-2* aa aaa ab
GLOI* aa aaa a
IDHP-1* aa aaa a
LDH-1* aa aaa a
LDH-2% aa aaa a
SMDH-1* aa aaa a
ME-1* aa aaa a
PEPB* aa aaa a
SOD* aa aaa a
2. Loci polimoérficos:
mAAT-1* ab aaa a
CAH-1* aaab aaa,aab,aac a,c
EST* aa aaa,bbb,(ab)" a,b
FH* aa aaa,aab a
GAPDH* aa aaa,aab a
GPI-I* aa aaa,aab a
GPI-2* aa aaa,aab,abb a,b
IDHP-2* aa aaa,aab ab
IDHP-3* aa aaa,aab ab
ME-2* aa,ab abb,bbb ab
MPI* aa aaa,aab a
3. Loci fijados en heterocigosis en parte de la poblacion:
SAAT-1* ab (ab)! b
sMDH-2* ab aab,abb b
PGDH* ab aab,abb b
PGM* ab aab,abb b

(1) genotipos en los que la resolucién de los zimogramas no permitio inferir la dosis génica.
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Los cuatro loci fijados en heterocigosis en los hibridos del rio Estena
(sAAT-1* mMDH-2* PGDH* y PGM?*) también resultaron de gran utilidad para
determinar las especies parentales y, asi, nos encontramos que los alelos
obtenidos para L. pyrenaicus y para los T. alburnoides no hibridos del rio Agueda
son consistentes con que estas dos especies sean los parentales de los hibridos de

la cuenca del Guadiana.

Se analizaron las desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg para los
loci polimgrficos de este subgrupo de 11 individuos supuestamente no hibridos y,
aunque la muestra fue pequeifia, las frecuencias observadas no se¢ desviaron
sustancialmente de los cruces esperados al azar. Ademas, la heterocigosidad
observada para este subgrupo (H, = 0,084 +0,032) no excedié a la esperada

mostrandose en unos niveles similares (H, = 0,092 £0,031).

Se podria concluir, por tanto, que una porcion del complejo T.
alburnoides del rio Estena estd compuesta por individuos diploides que se han

originado mediante una reproduccion sexual.

Los T. alburnoides no hibridos y L. pyrenaicus de la poblacién del rio
Estena se definen, por tanto, como las especies parentales de los hibridos de T

alburnoides de esta poblacion.

En esta poblacidén no se detectaron individuos hibridos con tres alelos
expresandose a la vez como ocurriera en la poblacion del rio Agueda. Sin
embargo, en buena parte de los loci polimorficos se detectaron distintas dosis
génicas por variacion en la proporcion de alelos que componen su genotipo
heterocigoto, por lo que parece confirmarse que los individuos poliploides no
surgieron como consecuencia de un mecanismo de duplicacion génica.

Finalmente, en la Tabla 30 se ha querido resumir los resultados obtenidos
para las especies analizadas como candidatas junto con los genotipos de los

individuos hibridos de las poblaciones del Agueda y del Estena.



Tabla 30. Patrones de expresion genética en T. aburnoides y el resto de las posibles especies parentales. (L. c.) Leuciscus carolitertii, (Ch. p. d.} Chondrostoma polylepis
duriensis, (R. 1) Rutilus lemmingii, (T. a.) Tropidophoxinellus alburnoides, (L. p.) Leuciscus pyrenaicus, (4. h.) Anaecypris hispanica, (I. p.} Iberocypris palaciosi, {(Ch. p.
w.) Chondrostoma polylepis willkommii. En mayusculas se sefialan los alelos diagnésticos con respecto al complejo.

Cuenca Duero Guadiana Guadalquivir
Genotipos de Genotipos de
T. alburnoides bibridos Alelos en T. alb. hibridos Alelos en Alelos en
Locus 2n 3n 4n Le Chpd RIL 2n 3n T a. Lp RIL AR Lp R Ch.pw
1. Loci monomérfices en el complejo:
CK* aa aza aaaa a a B aa aaz a a B a a,B Bb a
GLOI* aa asa aaaa a a a aa aaa a a aB a a,B a a
IDHP-[* aa aaa aaaa a a a aa aaa a a a a a,B a a
LDH-1* aa aaa aaaa a a B aa aaa a a a a a a a
LDH-2* aa aaa aaaa a B,C B aa aaa a a B a A/B? a B
sMDH-1* aa aaa aaaa a a a aa aaa a a a C a B a
ME-1* aa aaa aaaa a a a aa aaa a a B,C a a D a
PEPB* aa aaa aaaa a F F aa aaa a a D B.,E a a,D C
SOD* aa aaa aaaa a D E aa aaa a a E B C E C
2. Loci polimérficos:
mAAT-1* aa aaa aaaa a a a ab aaa a a a a ab a a
AK* aaac aaa aasa a B a aa aaa a a a a a a a
CAH-1* aa,ad aaa aaaa a a B(nulo) aaae aaa,aac,aae ae a,c S a ae e e
CAH-2* aa,ac aaa aaaa a,c a a aa aaa a,D a a,D a,DE a a,B B
EST* aa,ab aaa aaaa a C a aa aaa,ddd,(ad)l a,d a,b,d ad a,d a,d d d
FH* aa aaa aaaa a ab a aa aaaaab a a a a a a a
GAPDH* aa aaa aaaa a a a aa aaa,aac a a,.c a,c,D a ac aB,c ac
GPI-I* aa aaa aaaa a a B.D aa aaa,aac a a B.D ac ac B,D a
GPI-2% aa,ab,ac 442,a23C aaaa a a,c a aa aaa,aab,abb ab a a ab ac a a,c
IDHP-2* aa,ac aaa,aac aaaa a D B aa aaa,aae a,c a a ac a.e a a
IDHP-3* aa aaa aaaa a D B aa aaa,aae ae a a C ae a a
sMDH-2* aa,ab aaa,aab,abb aaaa a ab b ab aab,abb b a a ab ab a a
ME-2* aa.ab aaa,(ab)] aaaa,(ab) i ab ab a aa,ab abb,bbb ab ab ab a,b ab ab a
MPI* aa aaa,aad aaaa ad a,C a aa aaa,aad a ad B,C ad ad a,C a
3. Loci con heterocigosidad fijada:
SAAT-1* ab (ab) | abbb a b b ab (ab)] b a ab b ab b b
PGDH* ac,ad aac,acc,acd  accc,aadd a < c ac aac,acc ¢ a c,d B c c <
PGM* ac aac,acc acee a ac < ac aac,acc c a,c ¢.D ac a,B c,D B

(1) La resolucién de los zimogramas no permitié determinar la dosis génica. (2) Todos tos individuos fueron heterocigotos para cste locus.

sopeynsay
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3.- Modos de reproduccion

En principio se consideraron los tres modos de reproduccion unisexuales
encontrados en los vertebrados (partenogénesis, ginogénesis e hibridogénesis)

como los posibles en el complejo T. alburnoides.

La partenogénesis y la ginogénesis son modos de reproduccién
estrictamente clonales en los que se replican fielmente €l genotipo materno
(diploide o triploide). Sin embargo, las hembras ginogenéticas necesitan esperma
de machos de una especie “hospedadora” de reproduccion sexual para activar la
embriogénesis de sus huevos que no han sufrido reduccidén en el mimero
cromosomico. La electroforesis de proteinas no supondria una herramienta util
para distinguir entre estos dos modos de reproduccion y, ademas, la variabilidad
genética entre distintas poblaciones resultaria muy baja debido a que la tunica
fuente de variabilidad seria la aportada por-las mutaciones. Sin una parte
experimental de laboratorio en la que se analice a fondo los mecanismos
citogenéticos no podriamos discriminar entre estos dos modos de reproduccidn

clonal.

En contraste, la hibridogénesis es un modo de reproduccion hemiclonal
mediante el cual las hembras hibridas segregan exclusivamente genoma materno
a sus ovocitos funcionales (Cimino, 1972; Schultz, 1969). Por c¢jemplo, si
caracterizamos el genotipo de un hibrido como 4B, en el caso de que utilizase la
hibridogénesis como modo de reproduccién, éste producira huevos haploides
conteniendo s0lo el genoma materno tipo A4 y el genoma paterno del tipo B sera
eliminado. El genoma de tipo B posteriormente serd reemplazado en cada
generacion tras el cruce con machos de la especie B restituyéndose la condicion
hibrida en la descendencia. Si la pérdida del genoma de tipo B ocurre con

anterioridad a la ovogénesis, las proteinas codificadas por el material genético de
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tipo B no se expresara en los huevos de una hembra hibridogenética, y por tanto
no los apreciariamos en los zimogramas de la electroforesis. Sin embargo, si el
genoma de tipo B se pierde durante metosis-I, los productos genéticos tipo B si
pueden expresarse y mediante electroforesis no seriamos capaces de detectar la

hibridogénesis.

En los huevos de hembras hibridogenéticas de la rana Europea, Rana
esculenta, se expresan solo aloenzimas maternas como consecuencia de una
exclusion premeidtica del genoma paterno (Graf & Polls-Pelaz, 1989). La
exclusion premeidtica también ocurre en peces hibridogenéticos del género
Poeciliopsis (Cimino, 1972). Por el contrario, en la reproduccion clonal
partenogenética y ginogenética se¢ obtiene la expresion diploide de los dos alelos

parentales.

Para verificar estas predicciones se analizaron los patrones aloenzimaticos
de los ovocitos primarios maduros de 63 hembras hibridas del complejo T.
alburnoides de rio Agueda. De los tres loci con heterocigosidad fijada en las
células somaticas el locus s447-1* no se expresd en los ovocitos por lo que no se

pudo utilizar para comprobar sobre el modo de reproduccidn empleado.

Sin embargo, para los loci PGDH* y PGM* solo se encontro uno de los
dos alelos que aparecian fijados en heterocigosis y siempre el mismo. Ademas, en
cada caso, se comprobd que los alelos diagnésticos correspondientes a L.
carolitertii fueron los que no se expresaron en los ovocitos de los hibridos y por

tanto su genoma debe ser ¢l que se excluye en la ovogénesis antes de la meiosis-I.
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Macho Hembra 2n oocitos Macho Hembra 1n oocitos
ab abb bb ab ab b

Fig. 9. Patrdn de dosis génica para ovocitos primarios de hembras hibridas.

Estos resultados indican sin duda que los hibridos del complejo T. alburnoides
utilizan la hibridogénesis como modo de reproduccion para mantener sus
poblaciones y que las especies del género Leuciscus son las que estin
funcionando como donadoras de esperma para fertilizar los huevos de las
hembras hibridas. Este punto viene ademas, reforzado por el hecho de que se ha
detectado una variabilidad genética considerable entre las poblaciones de T.
alburnoides hibridos analizadas que so6lo pueden ser debidas al aporte de un
material genético recombinante como es el proporcionado por las especies del

género Leuciscus.
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4.- Analisis del citocromo b del ADN mitocondrial

4.1.- Andlisis de los haplotipos

Dado que tiene una herencia citoplasmatica, el ADN mitocondrial puede
usarse para identificar el ancestro materno de los linajes hibridos que no sufren

recombinacion.

En las poblaciones de R. lemmingii y A. hispanica el analisis del
polimorfismo de los fragmentos de restriccion del gen del citocromo b dio como
resultado la existencia de patrones de corte para la mayoria de las 19 enzimas de
restriccion que hemos utilizado en el presente estudio, muy divergentes con
respecto a los hallados en el resto de los taxones considerados (Tabla 5). Un
analisis preliminar de la secuencia de este gen confirma el alto grado de
diferenciacidn de estas dos especies con respecto a las demas, por lo que tratar de
estimar la divergencia de la secuencia a partir de los fragmentos de restriccion es

innecesaria.

Por este motivo, v dado que los patrones de corte encontrados en estas
especies difieren mucho de los encontrados en los hibridos de T. alburnoides, se
descarté definitivamente a ambas como posibles especies maternas en la
hibridacion y no se incluyeron tanto en el anélisis de haplotipos como en analisis

filogenéticos posteriores.

Para el resto de los taxones analizados, se encontrd polimorfismo en 10 de
las 19 enzimas de restriccion estudiadas (Tabla 31), produciendo distintos
patrones de corte sobre el fragmento amplificado del citocromo b. Las 9 enzimas
restantes (Aval, Bell, Bglll, Hindlll, Miul, Ndel, Pvull, Sacl y Sacll) resultaron ser

monomorficas.
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Los patrones de digestion producidos por estas diez enzimas permitieron

distinguir claramente seis haplotipos distintos (Tabla 31).

Tabla 31. Fragmentos de restriccién diagndsticos entre las especies consideradas como posibles
parentales y los miembros del complejo T. alburnoides. Los fragmentos de restriccién se expresan como
caracteres binarios (0 = ausencia, 1 = presencia).

Avall  BamHl Bs(BIl  BsiNI  EcoRI EcoRV ~ Msel  Neol Nhel Tagl

Haplotipo  abcde fgh ijk Imnopkrs tuv  wxyzA BCDEFG HIJ KLM NOPQRS
I 01001 110 001 00010010 0CG1 00001 011100 110 001 011010
I 01001 110 001 10111000 0OCG1 00001 011100 Q01 001 011010
111 11010 110 001 10111000 001 00001 O11100 ©01 001 011010
IV 11010 001 001 10010100 110 00001 110010 110 110 101601
v 00110 001 110 01000001 110 10010 000001 001 001 000101
A | 00110 001 110 01000001 110 11100 000001 001 001 000101

El haplotipo I (hap-I) estd presente exclusivamente en los individuos
diploides, triploides y tetraploides del complejo T. alburnoides del rio Agueda no

presentandose en ninguna otra especie de las consideradas en este estudio.

Los haplotipos II y III (hap-II y -III) aparecicron en la poblacion del
complejo T. alburnoides del rio Estena. El grupo de T. alburnoides no hibridos
present6 uinicamente el haplotipo II, mientras que entre los individuos hibridos se
encontraron los dos haplotipos. Ambos haplotipos estin muy emparentados entre
si diferencidndose exclusivamente en el patrén de corte producido por Avall. Por
¢l contrario, estos haplotipos acumularon mas diferencias con respecto al
haplotipo 1, pudiendo discriminarse claramente en los patrones de restriccion de
las enzimas Avall, BsN1 y Ncol. En la poblacion de L. pyrenaicus del ric Estena
también se encontré el haplotipo I1. Un ejemplo de patrén de corte se puede ver

en la Figura 10.
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Fig. 10, Patron de corte para la enzima BstNi.

Las poblaciones de L. carolitertii y Ch. polylepis del rio Agueda
presentaron haplotipos distintos a los encontrados para el complejo T
alburnoides de este rio. Leuciscus carolitertii presento el haplotipo IV (hap-1V),
que difiere del haplotipo 1 de T. alburnoides por los patrones de restricciéon de

siete enzimas. Estas son Avall, BamHI, BstNI, EcoRI, Msel, Nhel y Taql.

Del mismo modo, Ch. polylepis duriensis resulté ser polin;(’)rﬁca
presentando dos haplotipos muy proximos (hap-V y hap-VI) que difirieron entre
si s6lo en los patrones de corte de la enzima EcoRV. Sin embargo, estos dos
haplotipos divergieron considerablemente del haplotipo I presentado por el
complejo T. alburnoides, encontrandose en ambos casos patrones de corte

diferentes en nueve de las diez enzimas polimoérficas (Tabla 31).
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4.2.- Divergencias nucleotidicas

El porcentaje de divergencia en la secuencia del Citocromo b entre estos
haplotipos (Tabla 32) se estimd calculando la proporciéon de fragmentos de
restriccién que comparten dos haplotipos para una secuencia determinada

siguiendo el método de Nei & Li (1979).

Tabla 32. Porcentaje en la secuencia de divergencia (d x 100) entre los haplotipos
obtenidos para el Citocromo b en el complejo 7. alburnoides. ‘

Haplotipos I I 111 v A4
II 0,953 -
1001 1,449 0,503 -
v 3,292 3,682 3,145 -
\4 7,454 7,334 5,664 4,314 -
VI 7,491 7,357 5,718 4,387 0,345

En primer lugar habria que destacar que la divergencia encontrada en la
secuencia entre las poblaciones del complejo T. alburnoides de los rios Agueda y

Estena fue¢ baja, comprendiendo entre 0,953 y 1,449%.

Paradéjicamente, los valores observados de divergencia de la secuencia
resultaron ser relativamente mas bajos entre las poblaciones de 7. alburnoides y
de L. pyrenaicus (0,503-0,953%) que entre las dos poblaciones de 7. alburnoides.
Por el contrario, L. carolitertii presenté valores de divergencia mayores con
respecto a T. alburnoides encontrandose que éstos variaron entre 3,145% y

3,682%.

Los haplotipos de Ch. polylepis resultaron ser aiin mas divergentes (5,664-

7,491%) con respecto a los encontrados para las poblaciones de T. alburnoides.

Estos resultados indican que de Ch. polylepis pertenece a un grupo mas
distante con respecto a T. alburnoides que las especies del género Leuciscus por

lo que estd de acuerdo con ¢l tratamiento dado por Howes (1991) para esta
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especie situandola dentro del linaje “Abramin” mientras que 7. alburnoides y

Leuciscus pertenecen al grupo “Leuciscus”.

4.3.- Andlisis filogenético basado en ADN mitocondrial

Para establecer las relaciones filogenéticas y evolutivas existentes entre los
cinco haplotipos obtenidos para el citocromo b se utilizaron las matrices de
distancias nucleotidicas y de estados del caracter construidas a partir de los

patrones de corte producidos por las enzimas de restriccion.

Basandonos en la taxonomia y en los criterios moleculares mencionados
antes, se eligio Ch. polylepis como grupo externo para realizar un analisis

filogenético con los cinco haplotipos.

A partir de la matriz de distancias nucleotidicas se construyé un
dendrograma para los haplotipos (Figura 11) que result6 tener la misma topologia
que el obtenido cuando se aplicé el método de maxima parsimonia sobre la

matriz de estados del caracter.

Todos los individuos diploides, triploides y tetraploides del complejo T.
alburnoides aparecieron agrupados junto a L. pyrenaicus presentando esta
agrupacion una consistencia elevada (con un valor de bootstrap del 99% en el
analisis de parsimonia), mientras que L. carolitertii resultd ser el grupo basal a
pesar de haberse constatado su condicion de especie parental de los hibridos del

rio Agueda.
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Haplotipos Taxones

1 T. alburnoides
hibrido 2n, 3n, 4n
(Rio Agueda)
99 L. ¢f. pyrenaicus
I 7 alb. no-hibrido
T. alb. hibrido 2n, 3n
(Rio Estena)

100

m 7. alburnoides hibrido
(Rio Estena)

IV L. carolitertii
(Rio Agueda)

v Ch polylepis
(Rio Agueda)

VI Ch. polylepis
(Rio Agueda)

Fig. 11. Relaciones filogenéticas del complejo T alburnoides usando ADN mitocondrial.

Las poblaciones de L. carolitertii del rio Agueda y de L. pyrenaicus del tio
Estena se distinguieron perfectamente para el ADN mitocondrial ya que
presentaron haplotipos distintos para el citocromo & (hap-IV y hap-Il,
respectivamente), pero el analisis filogenético indica claramente que el genoma
de la especie materna debe ser mas proximo al presentado por L. pyrenaicus que

al que se encuentra en L. carolitertii.
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DISCUSION

1.- Estructura poblacional
1.1.-Sexos

El analisis de la proporciéon de sexos entre las distintas poblaciones
estudiadas del complejo 7. alburnoides puso de manifiesto que practicamente en
todas ellas el sex ratio esta notablemente desplazado hacia las hembras. Esto es
una caracteristica tipica de una poblacion de organismos unisexuales, donde las
hembras siempre superan en nimero a los machos (Dawley 1989). Sin embargo,
en el complejo T. alburnoides, si consideramos todas las poblaciones
conjuntamente, se encuentra una presencia notable de machos, que se estimo en
términos giobales en el 13,8%. Este valor es algo mas alto que en otros
organismos unisexuales, aunque los machos son frecuentes en la rana

hibridogenética Rana esculenta (Graf & Polls-Pelaz, 1989).

Sin embargo, el porcentaje de machos variéo de una forma muy acusada
entre las distintas poblaciones. Los valores mas bajos se dieron en las poblaciones
del rio Tiétar, donde no se encontré ninguno, y del ric Alburrel, donde
aparecieron con una frecuencia del 6,3%, ambas pertenecientes a la cuenca del
Tajo. Por el contrario, en la poblacion del rio Gévora se encontraron los valores

mas altos apareciendo los machos en este rio con una frecuencia del 30,4%.

Debido a que los tamafios muestrales de cada poblacién pueden producir
un sesgo en las estimas de la proporcion de sexos, éste puede verse corregido
cuando los datos se tratan globalmente. Por tanto, consideramos que los valores
de proporciéon de machos cercanos al 14% pueden ser los mas proximos a la
realidad. Ademas de estas consideraciones, dcbemos admitir que existen ciertas
variaciones intrapoblacionales en la proporciéon de sexos, dependiendo por

ejemplo, de la presencia o no de individuos no hibridos con reproduccién sexual.
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Como ejemplo de lo exbuesto anteriormente se pueden sefialar los datos
obtenidos en la poblacién del rio Agueda donde la proporcion de sexos pasé del

9,1% al 18% al incrementar a 233 individuos el tamaiio muestral analizado.

El porcentaje de T. alburnoides machos en el rio Agueda (18%) resulto ser
muy superior al valor obtenido por otros autores para este mismo rio, habiéndose
encontrado peviamente valores del 3,2% (Peris et al. 1994). Otros valores
estimados de la proporcion de machos sobre distintas poblaciones de la cuenca

del Duero (Collares-Perira, 1983) también resultaron ser muy bajos (5,3%). -

El bajo numero de ejemplares machos encontrado en otros trabajos
contrasta con la proporcién encontrada en el presente estudio, pudiendo deberse a
un efecto del muestreo. Esto puede ocurrir por el uso de redes con unas luces de
malla grande o por llamar mds la atencién del colector en el caso de pesca
eléctrica los ejemplares de mayor tamafio. Al seleccionar los individuos mas
grandes, que corresponderian a las hembras (Collares-Pereira, 1883, 1984,
Fernindez-Delgado & Herrera, 1994), se pudo haber producido un sesgo

importante en la poblacion hacia éstas.

Por el contrario, en el sur de la Peninsula Ibérica los analisis efectuados
sobre una poblacién del rio Mascatomiza (cuenca del Guadalquivir) dieron como
resultado una proporcion de machos del 12% (Herrera, 1991; Fernandez-Delgado
& Herrera, 1994) siendo ésta similar a la encontrada por nosotros en la poblacion
del rio Rumblar, también de la cuenca del Guadalquivir. Un 12% de machos

también apareci6 en la poblacién del rio Estena de la cuenca del Guadiana.

No se dispone de otras referencias con las que comparar las proporciones
de sexos para nuestros datos sobre las poblaciones de las cuencas del Tajo y
Guadiana. Los grupos de machos y hembras estudiados por Collares-Pereira
(1984) no parecen ser muestras al azar de las poblaciones ya que el trabajo
pretende estudiar su morfologia y dimorfismo sexual para lo cual se necesita un

niimero similar de machos y de hembras.
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1.2.- Ploidia

En cuanto a la ploidia, destaca el hecho de la aparicion de individuos
triploides en todas la poblaciones estudiadas. Este dato indica que el fenémeno de
la hibridacién no tiene un caracter local o regional y se extiende por todo el rango
de distribucién del complejo (Duero, Tajo, Guadiana y Guadalquivir). La
extension de la poliploidia también ha sido contrastada sobre 46 poblaciones del
complejo T. alburnoides en localidades portuguesas de las cuencas del Duero,
Tajo, Sado y Guadiana (Collares-Pereira, 1983) y en la cuenca del Guadalquivir

(Lobillo et al. 1989).

El analisis de la ploidia en diferentes poblaciones también recogid una
variacién importante en la proporcion de individuos diploides y triploides. A
excepcion del rio Tiétar, las otras poblaciones de la cuenca del Tajo presentaron
una proporcién mayor de individuos diploides que de triploides, mientras que en
el Duero, Guadiana y Guadalquivir la tendencia fue a la inversa. La proporcién
de triplodes varié entre un maximo encontrado en la poblacién del rio Agueda

(77,8%) y un minimo encontrado en el rio Alburrel (12,5%).

Si tenemos en cuenta todas las poblaciones, los datos globales indican un
cierto equilibrio entre el total de individuos diploides y triploides (45,9% frente al
54,1%, respectivamente), aunque estas proporciones no tienen mayor significado
que el hecho mismo de constatar la presencia de individuos poliploides y por

tanto de hibridacién.

Si comparamos nuestros resultados globales con los obtenidos por otros
autores encontramos diferencias en las proporciones, encontrandose en nuestro
caso un nimero menor de ejemplares triploides. En estudios previos sobre
distintas poblaciones del Duero, Tajo, Sado y Guadiana se encontraron
proporciones del 31,3% para los individuos diploides y del 68,7% para los
triploides (Collares-Pereira, 1983, 1985). Por otro lado, los resultados obtenidos

para una poblacion del complejo T. alburnoides en el Guadalquivir fueron del
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20% para los individuos diploides y del 80% para los triploides (Lobillo ef al.,
1989).

En aquellas poblaciones en las que la proporcion de individuos diploides
resultod ser mayor, cabria esperar la existencia de una proporcion de individuos no
hibridos bisexuales y por tanto diploides. Sin embargo, los resultados obtenidos
en la poblacion del rio Agueda nos obliga a manejar con cuidado suposiciones de
este tipo ya que en esta poblacién todos los individuos diploides (entre los que se
encontraban bastantes machos) resultaron ser hibridos al tener fijados en

heterocigosis ciertos loci.

Los individuos machos resultaron ser predominantemente diploides pero
su presencia no debe ser considerada, a tenor de los resultados, como indicativa

de la existencia de individuos con reproduccion sexual.

La existencia de individuos machos ha sido explicada en otras especies por
la incorporacion en los ovocitos reducidos de las hembras hibridas de esperma de
la especie paterna que transporte genes determinantes del sexo .masculino
(Goddard et al., 1989) En el complejo 7. alburnoides no se conoce el sistema por
el que se rige la determinacion del sexo, aunque los resultados sugieren que el
nivel de ploidia debe de jugar un papel importante. En el Tajo las hembras
resultaron ser tanto diploides como triploides, aunque wvarié6 segun las

poblaciones.

Con respecto a las hembras, se encontrd que éstas fueron casi siempre
triploides en las cuencas del Duero, Guadiana y Guadalquivir, aunque también se
encontraron algunas diploides. Para la cuenca del Duero nuestros datos fueron
similares a los obtenidos por Collares-Pereira (1983), encontrandose que el 87%

de las analizadas resultaron ser diploides.

La proporcion de juveniles analizados fue considerable suponiendo el

19,7% del total de los individuos estudiados por lo que tenemos una cierta
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garantia de que no se favorecieron las hembras obteniéndose individuos de todas
las clases de edad. La determinacion del sexo en estos individuos resulté ser muy
dificil ya que los ejemplares de I. alburnoides maduran sexualmente en su
segundo afio de vida (1+) (Ferndndez-Delgado & Herrera, 1994; Peris et al,
1994). Por tanto, los juveniles recolectados, casi todos ellos en los meses de

noviembre y diciembre, debian ser de la clase de edad 0+.

La mayoria de los juveniles resultaron ser diploides, por lo que no habria
que descartar que varios de estos ejemplares fuesen machos en los que debido al
menor tamafio de la génada y la fase de quiescencia en la que se encuentra ésta

entre los meses de julio y febrero, se dificultase su identificacion.

Si la extension de la triploidia entre las distintas poblaciones estudiadas
constituye un resultado de importancia dentro de los ciprinidos por las
implicaciones evolutivas que ello conlleva, no menos importante ha sido
constatar la existencia de individuos tetraploides dentro del complejo T.

alburnoides.

El fendmeno de la tetraploidia no es muy comun en el complejo y sdlo se
han detectado cinco individuos en el rio Agueda. No han aparecido en ninguna
otra de las poblaciones analizadas, ni siquiera en la del rio Estena, por lo que

pueden considerarse muy raros si los comparamos con los diploides y triploides.

Aunque la tetraploidia ya habia sido sugerida por Collares-Pereira (1995)
como probable, ésta ha sido la primera ocasién en la que se ha constatado la
presencia de individuos con una dotacion cromosémica de 4n en el complejo T.
alburnoides mediante el conteo de cromosomas y el analisis del contenido de

ADN.

Los individuos tetraploides de 7. alburnoides pueden haber surgido a
partir de individuos triploides intermedios en los que se producirian ovocitos

triploides al no sufrir éstos una reduccién durante la meiosis. Sin embargo, la
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tetraploidia no parece que sea un fendmeno comin entre los organismos
unisexuales en los que abundan mas los casos de triploidia. Entre los peces, se ha
descrito la presencia de tetraploidia fundamentalmente en las familias
Salmonidae, Catostomidae y Cyprinidae, siendo caracteristico dentro de e¢sta
ultima familia en las especies europeas Carassius auratus, Cyprinus carpio y
Aulopyge hugeli (Berberovic et al., 1973; Hafez et al., 1978; Raicu et al., 1981} y
muy generalizado en el género Barbus (ver Collares-Pereira, 1989; Machordom,

1992).

También se han descrito formas tetraploides dentro de la especie ibérica
Iberocypris palaciosi (Alvarez et al, 1986). Dentro de los organismos
unisexuales sélo se han descrito formas tetraploides en el genero Cobitis
(Vasil’ev & Vasil’eva, 1982; Vasil’ev et al., 1989) y en anfibios son comunes las
formas hibridas tetraploides en el género Ambystoma (Bogart & Licht, 1986;
Lowcock et al., 1987).

1.2.1.- Contenido de ADN

La citometria de flujo se ha revelado en el presente estudio como una
herramienta muy util para la determinacion de la ploidia. Con ella se obtienen
resultados muy satisfactorios y fiables, evitando el tedioso protocolo del
cariotipado y la bisqueda en el microscopio de un nimero apropiado de placas
metafasicas. Presenta también la ventaja de que puede utilizarse sobre tejidos de
individuos congelados pudiéndose procesar el material ya recolectado y sobre el

que no se habia efectuado el cariotipo.

Los contenidos de ADN encontrados para diploides, triploides y
tetraploides permitieron discriminar facilmente entre ellos. Potencialmente, se

podra utilizar esta técnica para conocer la ploidia de los individuos sin tener que
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sacrificarlos con lo que se podran abordar estudios reproductivos y ecoldgicos en

cautividad.

El contenido de ADN también ha sido utilizado para determinar la
existencia de individuos mosaico, es decir, aquellos que presentan células
somaticas con contenidos diploides y triploides de material genémico (Da{vvley &
Goddard, 1988a; Goddard et al., 1989). En nuestro caso no han aparecido

individuos mosaico entre los estudiados.

Debido a la especificidad de los valores del contenido de ADN, se ha
podido utilizar éste como un caracter marcador entre especies. De esta forma se
puede identificar con relativa facilidad el contenido de ADN en los hibridos y
determinar las especies supuestamente parentales, ya que los hibridos deben
presentar un contenido de ADN intermedio al que presentan las especies
parentales (Dawley & Goddard, 1988a). Sin embargo, las epecies de ciprinidos
que se han considerado como posibles parentales presentaron valores de ADN
cercanos entre si y 2 los encontrados en los ejemplares hibridos diploides por lo

que no se pudo usar con esta finalidad en el presente estudio.

El contenido de ADN encontrado en Leuciscus sp. de la poblacion del rio
Estena, que ha sido analizado como posible parental, mostré valores del mismo
orden de magnitud que los de los individuos hibridos triploides, por lo que
probablemente se trate también de individuos triploides. Si asumimos que los
ciprinidos ibéricos presentan normalmente un nimero cromosdmico de 2n=>50
cabria encontrar valores del contenido de ADN entre 2,7 pg y 3 pg como los
encontrados para los individuos diploides del complejo, para Leuciscus
carolitertii o para Ch. poplylepis. Sin embargo, Leuciscus sp. mostré valores muy

semejantes a los de T. alburnoides triploides.
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2.- El origen hibrido de T. alburnoides

Uno de nuestros objetivos ha sido el tratar de determinar si las formas
diploides y poliploides del complejo T. alburnoides constituyen un nuevo caso

dentro de los vertebrados unisexuales.

La presencia en las poblaciones naturales de individuos triploides y un sex
ratio muy desplazado hacia las hembras hizo pensar a varios autores en la
existencia de hibridacién entre miembros del complejo 7. alburnoides y alguna
otra especie préxima (Collareé—Pereira, 1989; Herrera, 1991; Peris ef al., 1994,
Velasco, 1994; Fernandez-Delgado & Herrera, 1994). Incluso, estos autores han
admitido como probable un modo de reproducciéon basado en la ginogénesis,
segun la cual las hembras hibridas sélo necesitarian ser estimuladas por esperma
de una especie proxima parental. Sin embargo, hasta ahora no se habian abordado

estudios moleculares que corroborasen o desmintiesen esta hipédtesis.

Los datos genéticos han puesto de manifiesto la naturaleza hibrida de la
mayoria de los individuos diploides y de todos los individuos poliploides de los

rios Agueda y Estena.

Los andlisis aloenzimaticos llevados a cabo sobre la poblacién del rio
Agueda revelaron que tanto los T, alburnoides diploides como los poliploides de
esta poblacién son hibridos constituidos como consecuencia de la combinacion

de dos genomas distintos procedentes de dos especies con reproduccion sexual.

La heterocigosis encontrada para los organismos diploides (H,=0,150 +
0,063) excedié de forma clara a la esperada segin el equilibrio de Hardy-
Weinberg y esto se produjo como consecuencia de la heterocigosis fijada para

tres loci (sAAT-1*¥ PGDH* y PGM*) en todos los individuos de la poblacién del

rio Agueda.

En una poblacion natural y en equilibrio la proporcion de individuos

heterocigotos para dos alelos p y ¢ viene dado por la formula de la ley de Hardy-
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Weingberg: p? + 2pg + ¢*. Esta proporcién alcanza su maximo cuendo p y ¢ son
igualmente probables y entonces 2pg=50%, pero la aplicacién de la formula
indica que irremediablemente encontrariamos una proporcion también alta de

individuos homocigotos siendo p*=¢*=25%.

Si nos hallamos en una situaciéon como la encontrada para los individuos
del complejo T. alburnoides en el rio Agueda, en la que todos mostraron un
patron de bandas en heterocigosis en los tres loci mencionados, sélo pueden

existir dos explicaciones posibles:

a) Que los zimogramas no muestran en realidad dos alelos en
heterocigosis de un mismo locus sino que en realidad se trata de dos

loci monomoérficos (bien ligados o independientes).

b) Que los zimogramas si muestran los alelos de un mismo locus, estando
éstos en heterocigosis, por lo que la poblacion no se rige por la ley de
Hardy-Weinberg o lo que es lo mismo, no se originaron como

consecuencia de una reproduccion sexual sino de una hibridacion.

La primera explicacién fue cuidadosamente valorada, pero dos aspectos
del estudio realizado permitieron rechazarla. En primer lugar, ningun otro
ciprinido de los analizados aqui present6 en este nivel de migracion dos loci, ya
fuesen monomorficos o no, para los tres sistemas enzimaticos implicados,

encontrandose siempre un tnico locus.

En segundo lugar los patrones de bandas encontrados en los zimogramas
de los ovocitos de las hembras del complejo mostraron sélo una de las dos
bandas. Si se hubiese tratado de dos loci, en los ovocitos se habria expresado el
producto génico de ambos, independientemente de que los huevos fuesen
haploides o no. Sin embargo, al encontrarse en los ovocitos s6lo una banda en
cada uno de los tres loci, no cabe otra posibilidad mas que se trate de dos alelos

de un mismo locus (Graf & Polls-Pelaz, 1989).
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Un simple calculo ratifica el que estamos ante un fendmeno de
hibridacién. Si estimasemos la probabilidad de encontrar un individuo surgido a
partir de reproduccidn sexual y que sea heterocigoto para tres loci ésta seria de
(1/2)°, o lo que es igual 0,125. Por tanto, la probabilidad de encontrar 31
individuos machos, como los encontrados en el rio Agueda, surgidos a partir de
reproduccion sexual y heterocigotos para tres loci es decididamente muy

pequeiia, (0,125)*! = 10® (Vnijenhoek, comunicacion personal).

En definitiva, diferentes aproximaciones dan como resultado que la
poblacion del complejo 7. alburnoides del tio Agueda se origin6 como
consecuencia de un fendmeno de hibridacion. En primer lugar, las proporciones
de sexos y ploidias, en segundo lugar la alta heterocigosis encontrada y por
ultimo la ausencia de segregaciones mendelianas como consecuencia de la
alteracion de los mecanismos de reproduccion sexual. La hibridacién actuaria
como el fendmeno causal y conector de todas estas alteraciones observadas

(Dawley, 1989; Vrijenhoek, 1994).

Como cabria esperar, ¢l grado de similitud entre el genotipo de las dos
especies que hibridaron es muy alto (Dawley, 1989; Moritz et al., 1989). La
existencia de tan sélo tres loci fijados en heterocigosis del total de 26 analizados
en la poblacion del rio Agueda indica que las especies parentales s6lo mostraron
tres loci diagnosticos entre ellos. A modo de comparacion, entre las especies
Poeciliopsis monacha 'y Poeciliopsis lucida, qlie forman hibridos

hibridogenéticos, existen 5 loci diagndsticos (Vrijenhoek et al., 1978).

A parte de los loci fijados en heterocigosis, los hibridos del rio Agueda
mostraron polimorfismo en otros nueve loci pudiendo aportarse esta variabilidad
por cualquiera de las dos especies parentale. En los catorce restantes no se
observo polimorfismo alguno por lo que probablemente seran muy parecidos para

las dos especies parentales.
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Ademas del origen hibrido de los individuos del complejo, resulta
igualmente llamativo el hecho de que no aparecieran individuos no hibridos
dentro de la poblacién del rio Agueda. Se ha sospechado el caracter hibrido de las
formas poliploides pero no se pensaba lo mismo de las diploides. Collares-Pereira
(1985, 1987) propuso distintas hipdtesis sobre el origen de formas diploides y
triploides pero consideraba que una parte importante de los individuos diploides
tenian una reproduccion sexual normal constituyendo la verdadera especie T.
alburnoides (Rutilus alburnoides, segin su criterio). Estos individuos bisexuales
serian, ademas, quienes hibridasen con alguna especie emparentada para formar

los hibridos.

Nuestros resultados para la poblacién del rio Agueda no parecian
confirmar esta hipotesis ya que todos los individuos analizados con aloenzimas
resultaron ser hibridos. Sin embargo, una subpoblacion de individuos bisexuales
podria existir en muy baja frecuencia, y no haber sido muestreada. También
podria darse el caso de que todo el complejo a nivel de la Peninsula Ibérica
estuviese constituido por individuos hibridos y Tropidophoxinellus alburnoides
no sea una buena especie sino un hibrido interespecifico entre dos especies
emparentadas. Como se ha visto en la poblacién del rio Estena esto no es asi,

pero esta hip6tesis se ha barajado durante la casi totalidad de este estudio.

Para tratar de explicar lo que puede ocurrir en la poblacion del rio Agueda,
debemos recordar que en los organismos unisexuales se produce una herencia
clonal (partenogénesis y ginigénesis) o hemiclonal (hibridogénesis) del material
genético de las especies parentales (Vrijenhoek ef al., 1977; Dawley, 1989,
Goddard & Dawley, 1990; Goddard & Schulz, 1993). Por tanto,
independientemente del modo de reproduccion empleado, los hibridos del
complejo T. alburnoides podrian existir sin la presencia de alguna de estas
especies parentales a excepcidn de la especie parental dadora de esperma en el

caso de que la reproduccion sea hibridogenética (Schultz, 1969).
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Partiendo de este hecho, la presencia exclusiva de hibridos en esta
poblacion puede ocurrir porque: a) los hibridos se forman en otra cuenca donde
existien los dos parentales, colonizando posteriormente los hibridos la cuenca del
rio Agueda, b) los hibridos habrian desplazado por competencia a alguna de las
especies parentales restringiéndolas a zonas muy localizadas o extinguiéndolas de

la cuenca.

En ambos casos seria necesario que los hibridos contasen con una
adaptabiliad y éxito ecoldgico mayor que las especies parentales. Este hecho ha
sido ampliamente contrastado para otros vertebrados unisexuales como en
Cnemidophorus o en Poecilipsis (Maslin, 1968; Cuellar, 1977;Vrijenhoek, 1979,
1984; Vrijenhoek & Lerman, 1982; Vrijenhoek et al., 1992), en los que se han
encontrando poblaciones formadas exclusivamente por hibridos que han
conseguido colonizar nuevas areas de dispersién o han conseguido adaptarse
mejor a condiciones variables del ambiente. Ello hace que compitan en

superioridad con las especies parentales que terminan siendo desplazadas.

2.1.- Dosis genéticas y poliploides

En los individuos poliploides hibridos resulté de gran utilidad el poder
interpretar los patrones de intensidad de bandas en los loci en heterocigosis ya
que permitieron la determinacién de la dosis genética. El conocer la dosis
genética en un locus dado permite determinar las frecuencias alélicas y

caracterizar de una forma mas precisa las poblaciones de individuos poliploides.

Ademas, el conocimiento del genotipo completo en las formas poliploides
permite determinar la existencia de distintos clones o hemiclones. La variabilidad
genética estimada a partir de estos clones nos va a permitir abordar distintos
aspectos relacionados con la dinamica de las poblaciones (Vrijenhoek, 1989;

Moritz et al., 1989) y la duracién y persistencia de las mismas. También, sera de
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gran utilidad en estudios ecologicos en los que se¢ confronta el éxito ecoldgico
entre distintos clones o se compararan con las especies parentales (Vrijenhoek,

1984, 1990; Weterington et al., 1987).

La diversidad clonal puede aportar informacioén basica sobre el origen de
las formas hibridas, indicando si el fenémeno de la hibridacién fue puntual o se
produjo como consecuencia de multiples hibridaciones entre las especies
parentales (Quattro ef al., 1991), y también se puede utilizar para averiguar cuél

fue el origen de la poliploidia (Quattro et al., 1992b).

La presencia de las formas poliploides en los organismos unisexuales es
un fenémeno bastante extendido. Se ha estimado que alrrededor del 65% de las
formas estudiadas hasta el momento presentan algun grado de poliploidia, siendo

mucho mas comun entre ellas los organismos triploides (Vrijenhoek ef al., 1989).

Las dos hipotesis mas probable en cuanto a la formacion de los individuos
triploides parten de puntos radicalmente distintos. La primera de estas hipdtesis,
también conocida como del “origen espontineo”, sugiere que el momento mismo
de la poliploidizacién es anterior a la hibridacion. Segun esta hipodtesis, una
hembra perteneciente a un taxon bisexual normal produciria ovocitos diploides y
después estos serian fecundados por esperma de otra especie originandose un

individuo triploide que también sera hibrido (Cuellar, 1974, 1977).

La segunda hipétesis propone un “origen hibrido primario” segun el cual
la alteracién en la meiosis que produciria huevos no reducidos se produce en
hembras hibridas. Ahora bien, asumiendo que partimos de un individuo hibrido,
la adquisicién de la triploidia podria producirse como consecuencia de dos

fenémenos distintos:

a) por la adicién de un tercer genoma (Schultz, 1969) procedente de
cualquiera de las especies parentales, que se uniria al ovocito en el que

no se ha producido meiosis y que por tanto es idéntico a cualquier
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c¢lula somatica con genotipo hibrido. Las combinaciones posibles

serian: AB+A=AAB, 6 AB+B=ABB

b) por una duplicacién genomica durante la meiosis (Cimino, 1972). En
este caso, la supresién de la divisidon ecuatorial durante la anafase
meidtica traeria como consecuencia la no reduccion genética del
material cromosémico, previamente duplicado en la profase. Este
ovocito con dos dotaciones cromosomicas idénticas se fecundaria
después por cualquiera de las especies parentales origindndose los

siguientes casos:
AA+A=AAA; AA+B=AAB 6 BB+A=BBA; BB+B=BBB

Segun este modelo, se encontrarian individuos triploides homocigotos y,
ademas, la heterocigosis que cabria esperar seria considerablemente baja (Avise

et al., 1992).

No se han detectado individuos triploides homocigotos en la poblacion del
rio Agueda, siendo altos los niveles de heterocigosis encontrados. En los datos
encontrados para las poblaciones del complejo T. alburnoides aparecieron -
genotipos del tipo AAB y ABB para los loci ya comentados y en el caso de la
poblacién del rio Agueda se encontraron tres alelos expresandose al mismo
tiempo en el locus PGDH* de algunos individuos. Este hecho por si sélo parece
descartar la posibilidad de que se estén produciendo triploides segin el modelo

de la duplicacidn genética.

Si nos encontramos ante un caso de hibridogénesis, las hembras hibridas
con genotipo A4AB producirian ovocitos del tipo A4 que al ser fecundados por

esperma del tipo B de la especie paterna, originarian un nuevo individuo A4B.

Los individuos triploides con genotipo ABB probablemente seran los
responsables de la aparicién de las hembras diploides ya que al descartar el

material genético tipo B producirian ovocitos haploides A. Estos ovocitos se
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fecundarian con esperma de la especie parental de tipo B originando individuos
diploides AB. Eventualmente, algunas de estas hembras, por el fenémeno de la
adicién gendmica, volverian a producir triploides del tipo ABB. Hay que tener en
cuenta que los genotipos del tipo 44B son mucho mas frecuentes que los del tipo

ABB, y ésta podria ser la causa.

Otra explicacion para la aparicién de genotipos del tipo ABB requeriria la
existencia de machos hibridos con esperma viable, pero esto no parece que ocurra

ya que tendriamos que encontrar también genotipos del tipo A4 y A4AA.

Estudios realizados por otros autores sobre organismos unisexuales,
sobretodo en el género Poeciliopsis han confirmado que la produccién de los
hibridos triploides también debe ser explicado por el modelo de adicion genomica

(Quattro et al., 1992b).

Por otro lado, la presencia de formas tetraploides en los hibridos parece
tener una gran importancia desde el punto de vista evolutivo. Se ha postulado que
los individuos tetraploides contribuyen sirviendo como un paso intermedio en la
evolucion de la duplicacién genética y de esta forma conseguir de niveles de
ploidia mayores (Schultz, 1969, 1980). De esta forma, la adicién de un cuarto
genoma en un individuo triploide podria causar un efecto de compensacién en la
meiosis y originar un individuo en el que se instaurase un mecanismo de

reproduccion sexual (Astaurov, 1969; Vasil’ev et al., 1989).

Ademas, la existencia de gran abundancia de material genético facilita que
las dotaciones cromosOmicas extras sean un campo de experimentacion idoneo
para ensayar nuevas posibilidades proporcionadas por las mutaciones, por lo que
tedricamente proporcionaria una mayor radiacién adaptativa (Ohno, 1970). Sin
embargo, otros autores no son de esta opinion y piensan que, a medio plazo, la
acumulacién de mutaciones deletéreas, que no han podido purgarse por la
ausencia de recombinacion, terminaran por hacer inviables estas formas hibridas

(Muller, 1964;Vrijenhoek, 1989; Moritz et al., 1989).
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3.- Busqueda de las especies parentales
3.1.- La especie paterna

De las tres especies de ciprinidos analizadas en la poblacién del rio
Agueda, dos de ellas, Ch. polylepis duriensis y R. lemmingii, fueron descartadas
con toda fiabilidad como especies implicadas en la hibridacion. Las aloenzimas
mostraron patrones compatibles para los tres loci s44AT-1*, PGDH* y PGM* que
se han encontrado fijados en heterocigosis en los hibridos. Sin embargo los alelos
marcadores observados en varios loci (seis en Ch. polylepis y nueve en R.
lemmingii) indican no sélo que no son las especies parentales, sino que estan
bastante alejadas taxondmicamente con respecto a los tedricos parentales que

originaron los hibridos del rio Estena.

Por el contrario, el patron de alelos encontrado en L. carolitertii resulté ser
perfectamente compatible con el que tedricamente deberia presentar una de las
especies parentales. Si el genotipo de dos especies que hibridan para constituir un
organismo unisexual debe ser lo suficientemente proximo para que no se
produzca una ruptura total del mecanismo de la meiosis o no existan
incompatibilidades a nivel del desarrollo embrionario (Moritz ef al., 1989) parece
logico pensar que las especies implicadas en la hibridacion deben ser al menos

filogenéticamente cercanas.

Hasta el momento, no se¢ han descrito casos de vertebrados unisexuales
formados por el cruce entre especies de dos géneros distinto (Vrijenhoek, 1989b)
por lo que si una de las especies implicadas en la hibridacioén es L. carolitertii,

parece claro que la otra especie parental debe pertenecer al género Leuciscus.

De la literatura referente a los organismos unisexuales s¢ desprende que,
ocasionalmente, en algunos géneros surge un taxon que presenta un genoma
altamente incstable (quiza debido a un proceso incipiente de especiacién) y que

puede hibridar con otro u otros taxones del mismo género.
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La busqueda de la otra especie parental en otros rios diferentes del rio
Agueda estuvo basada en el hecho de que los hibridos pueden permanecer como
poblaciones estables alin en ausencia de una de las especies parentales siempre

que el material genético de ésta tenga una herencia clonal o hemiclonal en el

hibrido (Vrijenhoek, 1979; Schenck & Vrijenhoek, 1986).

3.1.1.- El género Leuciscus de la Peninsula Ibérica

El estudio aloenzimatico de un numero considerable de poblaciones
ibéricas de distintas especies del género Leuciscus ha puesto de manifiesto varios
hechos inportantes: En primer lugar que la variabilidad genética encontrada tanto
a nivel intraespecifico como interespecifico para este género es menor a la que en
principio cabria esperar. Practicamente no se encuentran loci diagnésticos que
diferencien las poblaciones de L. carolitertii y de L. pyrenaicus y solamente
FH*b nos permitioé discriminar la vnica poblacién de L. cephalus muestreada.
Datos similares han sido encontrados por otros autores en poblaciones

portuguesas de L. carolitertii y L. pyrenaicus (Coelho et al., 1995).

A nivel intraespecifico, el polimorfismo detectado para las poblaciones
tanto de L. carolitertii como de L. pyrenaicus fue bajo, destacando la poblacién
del rio Boedo donde el polimorfismo encontrado fue del 7%. Sin embargo, estos
datos contrastan con los encontrados para otras especies con las que comparte su

distribucion como es el caso de Ch. polylepis duriensis (Coelho, 1992).

En primera instancia, podria deducirse que la diferenciacién entre estas
especies puede haber sido reciente. Sin embargo, en el analisis poblacional se han
encontrado algunas localidades con alelos marcadores que podrian indicar la
existencia de una heterogeneidad considerable a nivel intraespecifico que

estuviese enmascarando las verdaderas diferencias interespecificas.
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Finalmente, y con respecto a la busqueda de las especies parentales, se ha
de concluir que no ha aparecido entre ninguna de las poblaciones estudiadas
individuos que presentasen una combinacion alélica complementaria a la de L.

carolitertii para poder ser considerado como la otra especie parental.

3.1.2.- El género Leuciscus en Europa

Como ya se ha indicado, debido a la complejidad taxonémica que presenta
este género en Grecia, se realiz6 un andlisis filogenético usando distancias

genéticas y caracteres cualitativos para ver cuales son las especies a considerar.

Los resultados del UPGMA (Figura 8) muestran que el género Leucicus en
Grecia estd compuesto por tres grupos, dos de los cuales se corresponden con
especies bien diferenciadas (L. keadicus y L. borysthenicus) y el tercero,
politipico y heterogéneo, compuesto por al meﬁos tres especies diferentes: L.
peloponnensis, distribuido por el Peloponeso y oeste de Grecia (rios Alfios,
Miras, Evinos; Louros, Arachthos y Thiamis y los lagos Stymphalia y Trichonis),
L. “prespensis”, restringido al Lago Prespa y L. cephalus presente en el norte y

este de Grecia.

Las poblaciones antes consideradas como L. c¢f. svallize (Stephanidis,
1971; Tsingenopoulos & Karakousis, 1996) y L. c. albus (Economidis, 1991;
Economidis & Banarescu, 1991) deben considerarse como pertenecientes a L.
peloponnensis debido a la ausencia de alelos exclusivos y sus bajas distancias
genéticas frente a la poblacion del Peloponeso de L. peloponnensis a partir de la
cual fue descrita esta especie. Estos resultados confirman, por una parte, las
conclusiones de Bianco & Knezevic (1987), quienes consideran a L. svallize
restringida a la regién de Dalmacia, y por otra, apoyan que L. c. albus se

encuentre solo en el Lago Trasimeno en Italia (Bianco & Recchia, 1983).
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Aungue la designacion taxondmica de la poblacién de Leuciscus del Lago
Prespa es compleja, consideramos que se debe considerar como una especie
independiente dada la diferenciacién genética que presenta frente a otras
poblaciones de Leuciscus y por ello se ha incluido en el analisis filogenético. En
el arbol obtenido del UPGMA L. “prespensis” aparece unida junto a L.
peloponnensis  existiendo una considerable distancia geografica entre las
poblaciones de ambas especies, sin embargo, no aparece junto a L. cephalus a

pesar de su proximidad geogréfica.

Paralelamente, L. cephalus en Grecia aparece diferenciada en dos grandes
grupos correspondiendo a las subespecies L. c. vardarensis y L. c. macedonicus,
la primera con una distribucién en el centro y norte de Grecia y la segunda

distribuida por Macedonia.

Los resultados obtenidos mediante distancias genéticas y los basados en
datos cualitativos no coincidieron plenamente ya que difieren en la posicién en la
que sitian a L. “prespensis”. El analisis filogenético basado en datos cualitativos
indicd que L. peloponnensis y L. cephalus son grupos hermanos respecto al resto
de las especies de Leuciscus. Sin embargo, las distancias genéticas indicaron que

la especie més proxima a L. peloponnensis es L. “prespensis”.

Cabe destacar también que L. borysthenicus resultd ser la especie mas
distante desde el punto de vista filogenético de entre todas las analizadas, sin
embargo, el analisis de bootstrap mostrd cierta inestabilidad en esta rama del

arbol.

La comparacién de los alelos presentados por las especies griegas del
género Leuciscus con los existentes en L. carolitertii y con los genotipos del
complejo T. alburnoides no dié como resultado el encontrar la especie parental.
Elllo es debido a que no se encontrd la combinacion de alelos teédrica de la otra

especie parental y se rechazaron una a una las especies aqui consideradas.
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3.1.3.- El género Tropidophoxinellus

Se pueden distinguir dos aspectos especialmente relevantes del anélisis de
aloenzimas efectuado sobre las dos especies del género Tropidophoxinellus. En
primer lugar hay que dejar claro que ninguna de ellas actudé como especie
parental en la hibridaciéon ya que el patrén de alelos encontrado en ambas no es

compatible con el tedrico buscado.

En segundo lugar, y pese a la semejanza morfologica entre estas dos
especies y T. alburnoides, hay que remarcar que 7. hellenicus y T. spartiaticus
presentaron una diferenciacion genética importante con respecto a las
poblaciones ibéricas del complejo. Por un lado, se detectd la presencia de varios
loci diagnosticos (ocho y cinco loci, respectivamente) entre las especies griegas y
la ibérica. Por otro, la posesién de distintos alelos marcadores en estas especies

no presentes en el complejo y vice versa.

La diferenciacion genética a nivel de loci diagndsticos del complejo T.
alburnoides con respecto a T. hellenicus y T. spartiaticus resultd ser comparable
con la que se da entre aquel y géneros como Rutilus y Chondrostoma presentes

en la Peninsula Ibérica.

El escaso numero de individuos no hibridos de 7. alburnoides de que se
disponia no ha aconsejado abordar un andlisis de la divergencia genotipica
basado en distancias genéticas. Sin embargo, un estudio de este tipo, contando
con un nimero mas elevado de individuos, seria imprescindible para estimar la
diferenciacién entre estas especies. De cualquier forma, todo parece indicar que
la inclusién del taxén ibérico en el genero Tropidophoxinellus no tiene

consistencia desde un punto de vista genético.

Paralelamente, la gran divergencia encontrada entre las dos poblaciones
estudiadas de T. hellenicus y T. spartiaticus resulta sorprendente para dos

especies de un mismo género. Sin embargo, este analisis debe hacerse extensible
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a otras poblaciones de ambas especies para poder confirmar el grado de

diferenciacién genética.

El poco éxito obtenido sobre las poblaciones griegas de Leuciscus y
Tropidophoxinelius y la diferenciacién tan importante con respecto a la poblacion
de L. carolitertii nos llevd a pensar que seguramente ¢l fenémeno de la
hibridacién estaria restringido a la Peninsula Ibérica y que debia hacerse un
estudio mas minucioso de las poblaciones de otros ciprinidos ibéricos y del

complejo T. alburnoides.

3.1.4.~ Otras especies ibéricas

Cuando la busqueda de las especies parentales se dirigié sobre otros
taxones ibéricos pertenecientes a otros géneros los resultados tampoco fueron
satisfactorios. Se obtuvieron resultados interesantes para algunos taxones cuando
se analizaron los tres loci fijados en heterocigosis para los 7. alburnoides
hibridos. Los alelos complementarios a los de Leuciscus carolitertii para estos
tres loci se encontraron en varios individuos de las poblaciones del Guadiana y
Guadalquivir de Rutilus lemmingii, mientras que para otros taxones (Anaecypris
hispanica, Iberocypris palaciosi, Ch. polylepis willkommii) se encontraron los
alelos complementarios s6lo en alguno de estos tres loci. Por el contrario el
analisis del resto de los 26 loci conllevd el descarte de todos estos taxones

examinados por presentar multiples alelos diagnoésticos (Tabla 23).

Se ha constatado la presencia de formas intermedias atribuibles a hibridos
entre T. alburnoides y A. hispanica en algunos rios de la cuenca del Guadiana
(Doadrio, comunicacion personal) y también se ha capturado algin ejemplar en el
transcurso de este trabajo con morfologia intermedia entre 7. alburnoides y Ch.
polylepis en los rios Almonte y Arrago. Ademdas se ha especulado con la

posibilidad de que I palaciosi formase parte de un fenémeno de hibridacion entre
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Ch. polylepis y T. alburnoides. Por todo ello se estimé la posibilidad de que
alguna de estas especies pudiese estar implicada en la hibridacion como especie

parental.

La poblacién de Leuciscus sp. fue apartada del anélisis ante la sospecha de
que se tratase de un nuevo complejo, muy relacionado con el estudiado aqui, que
pudiese distorsionar algunos de los resultados obtenidos. Presentan una
morfologia muy préxima a la de L. pyrenaicus y en ellos se detectd unicamente

‘un individuo macho entre 70 ejemplares disec;ados. Ademas, se encontré un
contenido de ADN similar al de los hibridos triploides y una heterocigosis

observada muy superior a la esperada.

Paralelamente, en I palaciosi se ha observado un locus (LDH-2%*) en el
que los 11 individuos analizados fuecron heterocigotos y se ha descrito la
presencia de poliploidia (Alvarez et al., 1986), por lo que se sospeché también su
implicacién en algin complejo hibrido. Sin embargo, en ¢l presente estudio no se
ha podido abordar su ploidia ya que de los 11 individuos estudiados sdlo se
disponia de parte de sus tejidos que fueron empleados en la electroforesis. Por
otro lado, la presencia de niveles de heterocigosis dentro de los esperados por €l
equilibrio de Hardy-Weinberg y el bajo nimero de individuos estudiados para el
locus LDH-2* hacen pensar que se puede tratar de una especie sexual normal o

que la mayoria de ellos lo sea.

3.2.- La especie materna

Tras analizar individuos del complejo procedentes de distintas poblaciones
finalmente se identificé la especie materna. En algunos ejemplares en ¢l rio
Estena aparecié el genotipo homocigoto para los loci marcadores compatible con
el de L. pyrenaicus para hibridar y generar los organismos hibridos. Estos

resultados clarificaron definitivamente el proceso de hibridacion interespecifica
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en la que L. carolitertii y L. pyrenaicus juegan el papel de especie parental
paterna en sus rangos de distribucién respectivos, mientras que estos ejemplares

verdaderos de T. alburnoides desempefian el papel de la especie parental materna.

Se confirma, por tanto, que existe una fraccion dentro de la poblacién del
complejo que no tiene un origen hibrido y que previsiblemente se reproduce
sexualmente. Los valores observados de heterocigosis confirman este aspecto y el
analisis de su ploidia indicé que se tratan de ejemplares diploides. En cuanto al
sexo, se han encontrado individuos machos y hembras, pero la mayoria de ellos

resultaron ser juveniles.

En lo referente a los biotipos hibridos encontrados en la poblacién del rio
Estena, destaca la presencia de variabilidad genética respecto a la poblacién del
rio Agueda. En la poblacién del rio Estena se detecté la presencia de nuevos
alelos no presentes en la poblacién del Duero y cambios en las frecuencias

alélicas en general.

Destacé la presencia de un nuevo locus fijado en heterocigosis en los
hibridos de la poblacién del Guadiana presentandose el alelo lento sMDH*b que
aparece en una frecuencia muy baja en la poblacion del rio Agueda. Estas
diferencias a nivel genético entre los hibridos de estas dos poblaciones pueden
atender en parte a la existencia de dos especies parentales distintas (L. carolitertii
y L. pyrenaicus). Sin embargo, aquellas diferencias proporcionadas por alelos que
no se encuentran en las especies del género Leuciscus deben ser atribuibles a

variaciones interpoblacionales de la especie materna.

Las enormes dificultades encontradas para detectar estos individuos no
hibridos hacen suponer que los verdaderos individuos de 7. alburnoides puedan
estar limitados a unas pocas poblaciones en toda la Peninsula como ocurre con la
especie materna del complejo Poeciliopsis monacha-lucida (Schenck &
Vrijenhock, 1986). En esta especie, las poblaciones que atn persisten de P.

monacha estan situadas en tramos altos de algunos rios en los que no existe el
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biotipo hibrido o su presencia es muy limitada. Algo similar podria estar

ocurriendo con las poblaciones de 7. alburnoides no hibridos.

En el rio Estena solo se pudieron detectar 11 individuos en el tramo mas
alto donde convive con los biotipos hibridos, pero es muy probable que en la
mayoria de los rios por donde se distribuye el complejo no se encuentren estas

formas no hibridas.

Otro aspecto a considerar seria el de la descripcion originaria de la especie
ya que st el biotipo que mas abunda en la naturaleza tiene un origen hibrido-seria
necesario comprobar si los sintipos conservados en el Museo de Historia Natural
de Viena (NMW 49749, 15 ejemplares y NMW 49778, 12 ejemplares)

corresponde a individuos hibridos o no.

Por ultimo, habria que resaltar la necesidad de abordar estudios
exhaustivos sobre el complejo para estimar la biodiversidad de las formas no
hibridas y adoptar las medidas necesarias para su conservacion. Si se confirmase
la escasez de poblaciones de T. alburnoides no hibridos, seguramente nos
encontrariamos frente a uno de los vertebrados mas amenazados dentro de la

' ictiofauna europea.

4.- La hibridogénesis

Desafortunadamente, no es facil realizar experimentos de fecundacion
artificial en condiciones de laboratorio por lo que no se pudo analizar
directamente el sistema de reproduccion. Sin embargo, el analisis aloenzimatico
de los ovocitos primarios maduros de individuos de la muestra del rio Agueda
indicaron que se da un sistema de reproduccion hibridogenética tanto en
individuos diploides como poliploides. L.a expresion hemizigética de las

aloenzimas de estos ovocitos producidos por hembras hibridas sugirié que el
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genoma de la especie paterna L. carolitertii fue excluido previamente a la

meiosis.

La exclusion premeidtica del genoma paterno impide la expresion de los
genes paternos en ovocitos maduros de otros sistemas hibridogenéticos como en
Rana esculenta (Graf and Polls-Pelaz, 1989). Por otro lado, las investigaciones
citogenéticas llevadas a cavo en biotipos del género Poeciliopsis con
reproduccién hibridogenética demostraron directamente la exclusién de uno de
los genomas parentales antes de la ovogénesis y meiosis-1 (Cimino, 1972). Por
este motivo, en los zimogramas de los ovocitos s6lo aparecio una banda
correspondiente a uno de los alelos, y siempre el mismo, que correspondia al

aportado por la especie materna 7. alburnoides.

El sistema hibridogenético de T. alburnoides descarta directamente el
genoma paterno de L. carolitertii y produce huevos con material genético de T.
alburnoides haploides o diploides dependiendo de si la hembra fuese diploide o
triploide. Aunque la mayoria de los individuos hibridogenéticos son diploides
(por ejemplo, Poeciliopsis), también se han encontrado casos de individuos
hibridogenéticos triploides en salamandras del género Ambystoma, peces del
género Phoxinus y ranas Rana esculenta (Berger, 1973: Bogart ef al., 1985; Graf
& Polls-Pelaz, 1989; Goddard et al., 1989). .

La reproduccion hibridogenética en hembras de T. alburnoides requiere la
disponibilidad de un hospedador paterno, genéticamente compatible, del género
Leuciscus. Con él se mantendrd una estrecha relacion de dependencia por el
esperma para la fecundacion de sus huevos. Por tanto, las poblaciones de T.
alburnoides hibridos deberan de estar ligadas irremediablemente a las de
Leuciscus. La coexistencia de las especies del género Leuciscus con el complejo

T. alburnoides en el rango de distribucién de éste ultimo apoyaria esta tésis.

La presencia de la especie materna (7. alburnoides no hibridos) en las

poblaciones de hibridos es prescindible ya que, como se ha comentado, su
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material se transmite en la hibridogénesis de forma hemiclonal sin recombinacion
alguna y sufriendo solamente las alteraciones producidas por las mutaciones. Por
tanto, si llegase a entrar en competencia con el biotipo hibrido podria ser reducida

en su numero de efectivos o incluso desplazada del todo de esa poblacion.

Por el contrario, la relacion que se establece entre ¢l biotipo hibrido y la
especie paterna es de dependencia ya que forzosamente necesita de su esperma
para fecundar en cada genecracidon a sus huevos. Aunque llegase también a
competir con ella por determinados recursos troficos o por el espacio, su
incidencia negativa sobre la especie paterna terminaria por repercutirle ya que
quedarian pocos machos disponibles para su reproduccién. Si los hibridos no
consiguen reproducirse, el reclutamiento de individuos 0+ seria nulo y
disminuiria de forma natural la porcion de éstos, disminuyendo también la
presién sobre la especie parental que tendrd la oportunidad de recuperar su

tamafio poblacional.

En el caso de organismos con fecundacién interna como es el caso de
Poeciliosis este equilibrio debe ser muy estricto ya que las hembras hibridas solo
conseguirian reproducirse si existiesen muchos machos de la especie hospedadora
y no todos ellos consiguiesen una hembra coespecifica. Sin embargo, en el caso
de que la reproduccion sea externa, seguramente existird una cantidad mayor de
esperma disponible que puede fecundar indirectamente las puestas de las hembras
hibridas de T. alburnoides. De esta forma, tamafios menores en las poblaciones

de Leuciscus podrian mantener mayores cantidades de individuos hibridos.

En la muestra del rio Estena L. pyrenaicus resultdo ser el hospedador
parental por lo que se asume que esta especie estara desempefiando el papel de
especie paterna en todo su rango de distribucién. La especie L. carolitertii, que
presenta una distribucién alopatrida con respecto a L. pyrenaicus ejercera el papel
de hospedador paterno en aquellas poblaciones de hibridos de T. alburnoides que

coincidan con su rango de distribucion.
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Las relaciones evolutivas de L. carolitertii y de L. pyrenaicus necesitarian
ser estudiadas con mas detalle. Un analisis aloenzimatico previo de diversas
poblaciones de L. pyrenaicus procedentes de la cuenca del Guadiana sugieren que
en realidad estas poblaciones pertenecen a la especie L. carolitertii (Coelho et al.,
1995). Nuestros datos aloenzimaticos son congruentes con esta interpretacion.
Sin embargo, el ADN mitocondrial de la poblacién de L. pyrenaicus del rio
Estena result6 ser diferente al de L. carolitertii y no difirid de el encontrado en 7.
alburnoides. Una explicacion posible seria que la poblaciéon de L. pyrenaicus del
rio Estena estuviese constituida por formas reticulares. Ademas, la especiacién de
los linajes a partir de un ADN mitocondrial ancestral puede ser la explicacion

para esta aparente contradiccion.

La incorporacién y expresion de los genes de los Leuciscus parentales
pueden beneficiar a los hibridos en dos sentidos. El primero, consiste en que la
expresion parental puede incrementar la similaridad de los hibridos a las hembras
de Leuciscus y por tanto incrementar la probabilidad de los cruces en los hibridos
(Lima et al., 1996). En segundo lugar, la expresion de los genes paternos puede
ayudar a los hibridos a adaptarse a condiciones locales para las que las especies
parentales estan ya bien adaptadas. Por gjemplo, la variacidén paterna contribuye a
adaptaciones termales en Poeciliopsis hibridogenéticos (Bulger & Schultz, 1982).
Las formas hibridogenéticas de Poeciliopsis pueden usar tres hospedadores
parentales diferentes, P. lucida, P. occidentalis y P. latidens dependiendo del
sistema fluvial (Schultz, 1977). Es probable que investigaciones mas profundas
sobre los ejemplares del complejo 7. alburnoides revelen la existencia de otros
hospedadores parentales. De hecho, y como se ha comentado, se han encontrado
individuos con morfologia intermedia entre el complejo 7. alburnoides y otras
especies de ciprinidos, sin embargo, la diferente época de maduracion sexual

entre estos taxones puede estar detrds de la escasez de estos cruces.
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Un nimero alto de machos de 7. alburnoides no deberian ser considerado
como indicativo de una reproduccion sexual. Por ejemplo, todos los machos
estudiados en la poblacién del rio Agueda fueron identificados como hibridos.
Dichos machos podrian ser ¢l resultado del esperma de machos de Leuciscus que
transportasen genes determinadores de sexo masculino, como fue sugerido para
machos ginogenéticos del ciprinido Phoxinus eos-neogaeus (Goddard et al.,
1989). Los machos hibridos en el presente estudio resultaron ser casi todos
diploides. Estos pueden ser hibridogenéticos, y como los machos de la especie
hibridogenética Rana esculenta, ser fértiles e incluso comunes (Graf & Polls-
Pelaz, 1989). Sin embargo, la presencia de machos hibridogenéticos puede tener
consecuencias genéticas de gran importancia. Del cruce entre machos y hembras
hibridogenéticos del tipo 4*B (donde * indica un genoma hemiclonal) resulta la
produccién de progenie del tipo A*4*, y por tanto, I. alburnoides no hibridos
con reproduccién sexual podrian generarse de este modo. Sin embargo, una
descendencia del tipo A*4* no ha sido encontrada en este estudio, y si existen,
deben tener un bajo éxito debido a la expresion de mutaciones deletéreas que se
irfan acumulando en el genoma hemiclonal no recombinante. Una carga
mutacional considerable se ha demostrado en otros sistemas hibridogenéticos

(Graf & Polls-Pelaz, 1989; Leslie & Vrijenhoek, 1978).

5.- El andlisis del ADN mitocondrial

Como ocurre en Poeciliosis, los hibridos unisexuales de T. alburnoides
pueden caracterizarse por tener multiples origenes como consecuencia de
distintos fenémenos de¢ hibridacion. Los andlisis de aloenzimas y de ADN
mitocondrial en Poeciliopsis hibridogenéticos han identificado claramente
distintos linajes que surgieron independientemente tanto dentro como entre
distintos sistemas fluviales (Quattro et al., 1991; Vrijenhoek ef al., 1977, 1978).

Del mismo modo, los hibridos de T. alburnoides de los rios Agueda y Estena
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difieren respecto a los haplotipos encontrados, siendo el haplotipo I el presente en

el rio Agueda mientras que los haplotipos I y IIT aparecen en el rio Estena.

Los individuos no hibridos diploides de 7. alburnoides que presentan el
haplotipo II se han encontrado en el rio Estena, por tanto el linaje hibridogenético
portador del hap-II es probable que tenga un origen endémico, aunque esta
hipétesis tiene que contrastarse con marcadores nucleares adicionales. Por el
contrario, para los hibridos que presentan el haplotipo-1 (rio Agueda) y el
haplotipo-III (rio Estena) no se les encontré el linaje sexual correspondiente.
Estos haplotipos pueden constituir genotipos huérfanos (Turner et al., 1983) que
en su dia existieron en poblaciones locales del ancestro materno pero que ahora
estan extinguidos. Otra posibilidad seria que estos haplotipos todavia puedan
existir en linajes sexuales raros o que permanezcan sin muestrear. Seria necesario
hacer un analisis exhaustivo de aloenzimas y de ADN mitocondrial en otros rios
donde se localicen formas similares a los 7. alburnoides no hibridos la Peninsula

Ibérica.

El analisis del ADN mitocondrial revelé que el verdadero T. alburnoides
ancestral aporté el genoma mitocondrial a estos hibridos, sin embargo, esta
especie materna putativa (no hibrida) no fue identificada en la muestra analizada
del rio Agueda. Por el contrario, los T. alburnoides hibridos del rio Estena
claramente involucran a L. pyrenaicus como una de las especies parentales y a los

ejemplares no hibridos hallados de T. alburnoides como la otra especie parental.

Una consecuencia de gran relevancia del presente estudio con ADN
mitocondrial es el reconocimiento de que la alfa-taxonomia del complejo T.

alburnoides y el grupo Leuciscine necesitan una revision profunda.

La morfologia y citologia de este grupo altamente reticulado no ha
identificado claramente barreras especificas o mayores niveles de relacion

especifica (Collares-Pereira, 1989; Howes, 1991). El analisis aloenzimatico
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proporciona algo de resolucidn en el presente estudio, pero el conjunto de estos

marcadores no fueron demasiado divergentes.

Sin embargo, el analisis del polimorfismo de los fragmentos de restriccion
del gen del Cytocromo b proporciond una resolucién mas clara de las diferencias
entre T. alburnoides, L. carolitertii y Ch. polylepis. Secuencias adicionales del
ADN mitocondrial pueden resultar ser una herramienta poderosa para categorizar
este grupo tan dificultoso. También serian muy utiles marcadores adicionales del
ADN nuclear, dado que no son tan conservativos como las aloenzimas, para

identificar claramente los hibridos y sus progenitores.
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CONCLUSIONES

Los resultados principales del presente estudio se pueden resumir en las
siguientes conclusiones:

1.- Se ha comprobado que la existencia de individuos triploides en todas las
poblaciones analizadas del complejo 7. alburnoides que fueron muestreadas en

diferentes cuencas hidrograficas representativas de toda su area de distribucion.

2.- La proporcion de sexos en el complejo 7. alburnoides ha resultado estar

descompensada a favor de las hembras en todas las poblaciones analizadas.

3.- El nivel de ploidia y la proporcion de sexos en el complejo T. alburnoides fue
diferente entre las poblaciones estudiadas, habiéndose encontrado para el total de
las mismas u 13,8% de machos frente a un 66,5% de hembras y un 45,9% de

individuos diploides frente a un 54,1% de triploides.

4.- En la poblacién del rio Agueda se ha constatado la presencia de individuos

tetraploides dentro del complejo T. alburnoides.

5.- Se encontr6 un contenido medio de ADN nuclear de 2,87 pg para los
individuos diploides del complejo T. alburnoides. Este dato no pudo ser utilizado
como un caracter para diferenciar individuos hibridos y parentales ya que el valor

se solapa con el de otras especies estudiadas.

6.- Los anlisis aloenziméticos para la poblacién del rio Agueda han revelado que
todos los individuos del complejo 7. alburnoides, indistintamente de su nivel de
ploidia, son heterocigotos para tres loci. Ademds, presentan un exceso en los

valores de heterocigosis observada. Estos datos confirman que la poblacién del
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complejo T. alburnoides del rio Agueda conétituyen un nuevo caso dentro de los

vertebrados unisexuales con un origen hibrido interespecifico.

7.- Los estudios abordados en otras poblaciones diferentes a las del rio Agueda
del complejo T. alburnoides indicaron que en todas ellas aparece ¢l mismo

fendomeno de hibridacion.

8.- Los estudios aloenzimaticos del complejo T. alburnoides del rio Agueda
(cuenca del Duero) revelaron que L. carolitertii es una de las especies parentales.
En las poblaciones del complejo 7. alburnoides de las cuencas del Tajo,
Guadiana y Guadalquivir, L. carolitertii es reemplazada como especie parental

por L. pyrenaicus, una especie muy proxima filogenéticamente de la anterior.

0.- Debido a que inicialmente no se encontrd la otra especie parental implicada en
la hibridacion se realizo un estudio de las poblaciones del género Leuciscus de la
Peninsula Ibérica, no apareciendo en ellas la otra especie parental. Ademas, los
resultados de este estudio indican que la taxonomia actual del género Leuciscus
en la Peninsula Ibérica no es congruente con la estructura genética de las

poblaciones y por tanto deberia ser revisada.

10.- Tampoco fue encontrada la otra especie parental cuando se amplié el estudio
a las poblaciones europeas del género Leuciscus. Igualmente, se comprobo que la
taxonomia de estas poblaciones no es congruente con la estructura genética de las

mismas.

11.- Se analizaron también las dos especies conocidas del género

Tropidophoxinellus descartandose ambas como la especie parental.
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12.- Un estudio mas exhaustivo sobre distintas poblaciones del complejo T.
alburnoides en la Peninsula Ibérica dio como resultado encontrar la especie que
hibrida con L. pyrenaicus en el rio Estena para originar los hibridos denominados

T. alburnoides.

13.- Se encontraron machos y hembras de la especie parental que fue diploide y
que presenta un area de distribuciéon muy restringida dentro del rio Estena.
Aunque por lo reducido del area de distribuciéon que ocupa la especie parental
parece logico pensar que los ejemplares utilizados para describir T. alburnoides
sean hibridos, mucho mas extendidos en la naturaleza, es necesario un estudio de

los sintipos depositados en el Museo de Viena.

14.- El estudio de aloenzimas sobre ovocios maduros de hembras hibridas de la
poblacién del rio Agueda indicé que el modo de reproduccién empleado por los
hibridos es la hibridogénesis. Mediante este método, el material genético de
Leuciscus es descartado durante la meiosis produciéndose ovocitos que portan

exclusivamente el material de los T. alburnoides no hibridos.

15.- Los estudios del polimorfismo de los fragmentos de restriccion del ADN
mitocondrial indicaron que, en la hibridogénesis, las especies del género
Leuciscus actlan como especie paterna y los 7. alburnoides no hibridos como

especie materna.

16.- La baja densidad de T. alburnoides no hibridos encontrada en este estudio,
consistente sdlo en una pequefia poblacion en el rio Estena, indican que seria
necesario abordar un estudio exhaustivo sobre el estado de conservacion de esta

especie.
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