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Introducción El complejoT. alburnoides 1
e
e
e INTRODUCCIÓN
e
e
e

El fenómenode la hibridación es bastantecomún en la naturalezay
e

aunqueparece que está mucho más extendido en plantas, llegando algunas
e
e revisionesa recogermásde veintitrésmil casosde híbridos interespecificose
e

intergenéricos(Knoblach, 1972), tambiénes un hecho bastantefrecuenteen
distintostaxonesanimales(Harrison,1993).

e
e Dentro de los vertebradoses en los peces donde aparececon más
e
e frecuenciael fenómenode la hibridación, así, Schwartz(1972, 1981) recogeuna
e lista con 3759 referenciasen las quesemuestrancasosde hibridaciónnatural y
e
e artificial. Pero,dentro de los peces,el grupo en el quemáscomúnmenteseda la
e
e hibridaciónde forma naturalesen la familia Cyprinidae(Collares-Pereira,1989;
e Purdom,1993).
e

No estáclaro porqué la hibridación es más frecuenteen ciprínidos, ni
e
• siquieraen pecesdentro de los vertebrados,aunqueno hay que olvidar que la
e
e reproducciónexterna,con todaprobabilidad,va a suponerun menorobstáculoa

la hibridaciónquela reproduccióninterna.
e
e

De cualquier modo, parece ser que entre especiesoriginadas como
e consecuenciadeun fenómenodevicarianzala evoluciónconstantey enalopatía,
e
e traerá como resultadoun proceso de divergenciaen muchos caracteres.Sin
e

embargo,los mecanismosde aislamientoreproductivo,normalmente,no van a
e sufrir una presión de selecciónconsiderableen alopatríapor lo que pueden
e
e retenerseinalterados.Por tanto,sepodríamantenerla compatibilidadfisiológica
e
e y citogenéticaparala realizaciónde crucesreproductivosentreespecieso taxa
• queposeenun períodode divergenciaevolutivaconsiderable(Buth et al., 1993).
e
e
e
e
e
e
e
e
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e Introducción El complejoT. alburnoides2
e
e Parececlaro que, al menosen ciertos grupos,la capacidadde produccióne
• de híbridosnaturalesesalta. Por el contrario,estahibridaciónsueleestarlimitada
e
• a la generaciónF1, debidoa senasanomalíasdurantela etapade desarrolloque
e la inviabilidad
e producirán de los híbridos o a la imposibilidad de superarla
• barrerade la infertilidad.
e
• Sin embargo, en vertebrados inferiores se han detectado ciertas
e
e poblacionesdehíbridosenlos queseencuentrangeneracionesmuchomásallá de
e

F1, con individuos perfectamenteviables y que ademásutilizan mecanismos
e reproductivosque les permiten mantenerestaspoblacionesconsiderablemente
e
e estables.Se trata de los denominadosvertebradosunisexuales o biotipos
e

unisexuales.
e

La importancia de estosorganismosen biología es básica.Mediante el
• estudiode lo que consideramosanormalen la naturalezapodemoscomprender
e
• mejor, aunqueseade forma indirecta, lo quees normal o lo que consideramos
e típico. Los vertebradosunisexualesson indudablementeatípicos(al menosen el
e
• contexto de los vertebrados)y por tanto inherentementeinteresantespara la
e
e ciencia, pero además,son modelos de estudio inmejorables para conocer

e
e respuestasbásicasen evolucióny ecología(Vrijenhoek, 1994).
e
e
e
e Elfenómenode la unisexualidad
e
• Los vertebradosunisexualesson relativamentenuevosparala ciencia. El
e
• primero en ser descubiertofue un pez, Poediliaformosa y en él se detectóun

mecanismomodificadodepartenogénesisparala reproducción(Hubbs& Hubbs,e
e 1932).
e
• En la actualidad se han reconocido aproximadamente70 biotipos
e unisexualesde peces,anfibios y reptiles(Dawley, 1989; Vrijenhoekel al. 1989),
e
e

aunque con toda probabilidad siempre consideraremosa los vertebrados
e
e
e
e
e
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Introducción El complejoT. alburnoides3e
e

unisexualescomomerasanécdotascomparadoscon el númerototal de especies
• de vertebrados(Moore, 1984; Vrijenhoek el al? 1989). Sin embargo,la propia
e
• naturalezade estosorganismosnos sugierequeseguramenteexistenmuchosmás
e

ejemplosesperandoserdescubiertos(Turner,1982).
e

La mayoríade estosbiotipos(64%)sonpoliploides(3n ó 4n), y enesencia
e todos parecenhabersurgido como híbridos interracialeso interespecificos.A
e
e estas dos característicasbásicasse les unen otras dos igualmentedefinitorias:
e

estosbiotiposestánconstituidospor poblacionesen las queprácticamentetodos
• los individuos son hembras(de ahí el nombrede vertebradosunisexuales)y se
e
• reproducenmedianteun mecanismogametogenéticoaberrante(bienpremeiótico
e

o meiótico) que inhibe la recombinacióngenética y produce una herencia
• genética clonal. Estascuatro característicasestán muy relacionadasentre si,
e
• encontrándosecomo factor de unión entreellas el fenómenode la hibridación
e

(Dawley, 1989).
e

La esterilidadnormalmenteasociadaa la hibridación suponeuna gran
• presión de selecciónpara cualquier organismoque retengala producciónde
e
e huevosy retengao restaurela diploidia (Schultz,1969;White, 1978).En aquellos
e
e casosen los quesemantienetanto la viabilidad de los individuoshíbridoscomo
• sufertilidad, apareceunareproducciónbasadasóloenhembrasya quepareceque
e
e se incrementanlas ventajasdemográficasy por ello se verá favorecido este
e
e mecanismode “rescate”de la ovogénesis,que además,parecefijarse a corto
• plazo (Moritz el al., 1989; Vrijenhoek, 1989).Por tanto no sorprendequehayan
e
• aparecidoa modo de convergenciadistintos modos de reproducciónentre los

vertebradosunisexuales~artenogénesis,ginogénesisehibridogénesis)y quelose
• mecanismoscitogenéticos en que se basan cada uno de estos modos de
e
e reproducciónpuedanno tener mucha relaciónentre si (revisionesde Cuellar,

e 1974; Dawley, 1989).
e
e
e
e
e
e
e
e
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Introducción El complejo T alburnoides4
e

La “hipótesis de la balanza” (Moritz el al., 1989) supone que lose
• organismosbisexualespuedenacumularmutacionesdepoco efectoen genesque
e
• regulanla ovogénesisy queestosgenesno seexpresana un nivel significativoen

ellos.Sin embargo,cuandosecombinael genomade dos especiesenun híbrido,e
• estasmutacionespuedenexpresarsey suponerunamodificaciónimportanteen la
e
• ovogénesis,como consecuenciade la alteraciónde la meiosis,quesupondríala
e

aparicióndeunaciertaproporcióndeovocitosdeploidiano reducida.
e

La proporciónde estosovocitosdeploidíano reducidava adependerde la
• divergenciaque sehaya acumuladoentre las especiesparentales,en los genes
e
• responsablesdel control de la meiosis. Paralelamente,la divergenciatambién
e

podríaacumularseen genesreguladoresde otros aspectosde la gametogénesiso
• del desarrollopor lo queel excesode divergenciaincidiría negativamentesobre
e
• la fecundidad,sobrela viabilidadde los híbridoso sobreambas.Los dos efectos

combinadosdelimitan un margenestrechoen el que dos especiesbisexualese
• divergentespueden cruzarse produciendohíbridos unisexualesviables. Las
e
• especiesquehibridan debenser lo suficientementediferentescomo paraque se

e altere la meiosispero no demasiadoa fin de que el desarrolloembrionarioy lae
• fertilidad no se alteren. Es, por tanto, “muy dificil llegar a ser un vertebrado
e

unisexual”(Vrijenhoek, 1989).
e
e
e
e Modosdereproducciónunisexuales
e
e De los tresmodosde reproducciónmencionadosla partenogénesisesla
e
e mássimple(Figura 1). Las hembrashíbridaspartenogenéticasproducenhuevos

sin recombinacióngenéticani reducciónen la ploidía. De estaforma los huevos
e
• diploides pasana la fase de desarrollolarvado sin que ademáshaya habido
e

intervencióndeespermaalguno.La descendenciaestarácompuestade individuos
genéticamenteidénticosa suprogenitor(clones).

e
e
e
e
e
e
e
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e

En la ginogénesisocurre un fenómenosimilar al visto, sin embargolose
• huevos no reducidos que producen las hembras hibridas necesitan de la
e
• estimulaciónde espermatozoidesde una especiepróxima para que se inicie la
e

embriogénesis.No existesingamiao fusión de los núcleosdel espermatozoidey
• ovocito,y normalmenteel contactodelespermatozoideconla cortezadelovocito
e
• essuficienteparadesencadenarel desarrollolarvario.De nuevo,la descendencia

serágenéticamenteidénticaa la madreprogenitora.e
e
e En la hibridogénesisaparecen algunas característicastípicas de la
• reproducciónsexual ya que en este caso las hembrashíbridas sí producen
e
e ovocitos haploidesqueseránfecundadospor esperma.Sin embargo,pero estos
e

ovocitoshaploidesestánconstituidospor el genomaprocedentedeunasolade las
• especiesparentales,y siempre la misma, que originaron al híbrido y que es
e
• transmitidoal ovocito sin recombinación.El genomaprocedentedel otroparental
e

esdesechadodurantela ovogénesis(previo o durantela meiosis).El ovocito es
• posteriormentefertilizadopor espermade la especiecuyogenomafue desechado,
e
• restaurándosede nuevo la condición híbrida de la descendencia.Por tanto un
e

genomaes heredadoclonalmentey el otro sexualmente,por lo quetambiénse
• conocea los organismoshibrídogenéticoscomo hemiclones(Vrijenhoeket al?,
e
• 1977) (Fig. 1).
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
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HIBRInOGÉNESIs

Fig. 1. Modosde reproducciónen organismosunisexuales.

Basecitogenéticay molecular

Encuantoa los mecanismoscitogenéticosreferidosanteriormentey quese

encuentranen la basede los modosde reproduccióndescritos(partenogénesis,

ginogénesise hibridogénesis) los mejor conocidos son los de apomixis,

endomitosispremeióticay exclusión genómica(Dawley, 1989). Básicamente

consistenen mecanismosgametogenéticosaberrantesen los que se evita la

recombinacióngenética (función principal de la reproducción sexual). Este

fenómenoseproducea travésde la eliminación de la singamiao fusión de los

pronúcleos del espermatozoidey del ovocito, el sobrecruzamientoentre

fragmentosde los cromosomashomólogosdurantela profasede meiosis1 y la

PARTENOGÉNESIS

1

e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e



e
e
e
e

Introducción El complejoT alburnoides7e
e

segregaciónal azardeéstoshacialos dospoíosde la célulaendivisióndurantela
• metafasedemeiosis1.
e
• El mecanismode apomixis consistebásicamenteen la sustituciónde la
e
• meiosisporunamitosissimple comomecanismoparala formaciónde ovocitos.
e

De estaforma no quedalugar parael sobrecruzamientoentrecromosomasy su
• posteriorsegregaciónal azar. Los ovocitos producidosde estaforma tendránla
e
• misma ploidía y el mismo genotipo que las células somáticasy podrán
e

desarrollarsehacia un individuo adulto sin el concursode un espermatozoide
• (partenogénesis)o únicamentecon la estimulaciónde éste(ginogénesis).
e
• El mecanismode endomitosispremelóticaprovocaunamitosis,antesde
e
e la meiosis,en la queno seproducela fasedecarioquinesiso decitoquinesis.Esto
e
e suponeuna duplicación en el número de cromosomasdel ovocito antes del
• comienzode la fasede meiosis1, agrupándoselos cromosomasidénticospor
e
e parejas(bivalentes).El restode las fasesdela meiosissecompletannormalmente
e

pero dado que el sobrecruzamientoentre cromosomasidénticos (en caso de
• darse)y la segregaciónentrecromosomasidénticosno tieneningunarepercusión
e
• en cuanto a aumento de variación genética el resultado es similar al del
e

mecanismode apomixis:produccióndeovocitosidénticosentresi y con respecto
• acualquiercélulasomáticade la madrey quedaránlugara individuosadultossin
e
• unafusiónpreviaconel pronúcleodeun espermatozoide.
e
• La exclusión genómicasi produce,por el contrario, ovocitos con una
e

reduccióncromosómicacomoen la reproducciónsexual,y al igual queenéstase
• efectúaunaauténticafusión de los pronúcleosdel ovocito y espermatozoide.Sin
e
• embargo, mediante este mecanismose produce la eliminación del genoma
e

completoprovenientede una de las dos especiesque hibridaron originandoal
• biotipo unisexual.El genomaquepermanecees el quepasaráa los ovocitosy
e
• estosnecesitaránde sufusiónconun espermatozoideparacomenzarsudesarrollo
e
e
e
e
e
e
e
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e

embrionario.Es, pues,el mecanismobase de la hibridogénesis(Cimino, 1972;
• Graf& Mtiller, 1979; Tunner& Heppich,1981;Graf& Polís-Pelaz,1989).
e

Diversidadgenéticae
e
e Aunque,comohemosvisto, en una herenciahemiclonalhay una puerta
• abiertaa la diversidadgenéticano debemospensarqueen la herenciaclonal esta
e
• puerta está cerrada ya que, de hecho, se encuentran múltiples clones,
e

genéticamentedistintos, dentro de un biotipo unisexual(revisionesen: Parker,
• 1979; Moore, 1984; Cuellar,1977).
e
• La diversidadclonal se origina fundamentalmenteduranteel procesoo
e
• procesosde hibridación iniciales entre las dos especiesbisexualesque van a

e originar a los individuoshíbridosy posteriormentesepuede ampliargraciasae
• fenómenosde mutacióny a recoffibinacionespuntualesentre los dos genomas
e
• híbridos (Parkerel aL, 1989). Teniendoen cuentaque las hembrashíbridasF1
e

procedende crucesentredos especiesde reproducciónsexual,cadaunade estas
• hembrashíbridasserágenéticamentediferentey estasdiferenciaspasarána su
e

descendenciaclonal. Los clonesprocedentesdelmismo fenómenodehibridación

e serán genéticamenteidénticos mientras que los que procedende distintase
• hibridacionesson distintos ya que el fenómenode la hibridación “congela” en
e

cadahembrahíbrida una muestrade la diversidad genéticaencontradaen las
e

especiesparentales,queserádesdeentoncesperpetuadasin cambios(a excepción
• de las mutaciones)por la reproducciónclonal o hemiclonal (Schultz, 1977;
e
• Vrijenhoek,1979, 1984a,1984b).
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
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e

Poliploidia
e

Al combinarsedos genomasprocedentesde dos especiesdistintas se
inclina el sex-ratio de los individuos híbridoshacialas hembrasy se altera la

e
e gametogénesishastael puntodequelas hembrashíbridasproducenhuevosen los
e
• queno se haproducidouna recombinacióngenéticay, a menudo,tampocouna
• reducción en la ploidía. La producción de estos huevos no haploidesva a
e
e significarun aumentoenla ploidíasiseproducela incorporaciónenel ovocito de
e

espermaprocedentede un machodeunaespecierelacionada.
e

En algunos casos bien estudiados referentes a peces y reptiles
e

(Lacertidae),la poliploidizaciónseoriginó comoconsecuenciade la adición de
• un tercergenomaenel hibrido diploide asexual(Desmoreel al?, 1989; Quattroel
e
e al., 1992b). Además,se conocenmuchostrihíbridos asexualestriploides (tres

razaso especiesestáninvolucradas)(Dessauer& Cole, 1989; Lowcock et al?,
e
e 1987; Schultz, 1977; Turner el al?, 1983). Sin embargo,esto no ocurre en el
e
e origen de muchosinsectosunisexualesen los queseha demostradola existencia
• de unapartenogénesisespontáneasin la existenciade hibridación(Soumalainen
e
e et aL, 1987).
e
e
e
• La especie

ee Pocasespecies,al menos dentro de la familia Cyprinidae, han tenido

• tantos problemas para su situación taxonómica como Tropidophoxinellus
e
• alburnoides(Steindachner,1866), y esquelos estudiosbasadosen su morfología

ee y osteologíaempleadoshastaahorahan discrepadoen el géneroal que debía

• adscribirsela especie.
e
• Originalmente fue descrita por Steindachner(1866) como Leuciscus
e
• (Leucos) a/bumoldes a partir de poblaciones colectadasen las cuencasdel
e
e Guadalquivir (Sevilla, Écija, Córdobay Alcalá de Guadaira)y del Guadiana
e
e
e
e
e
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e
(Mértola, Mérida). Estaposición dentro del géneroLeuciscusCuvier, 1817 fue

• seguidaampliamentepordistintosautores(Gtinther, 1868; Capello, 1880; Seeley,
e
• 1886; Osório, 1888; Vieira, 1898; Seabra,1911; Lozano-Rey,1919; De Buen,
e

1930;Nobre, 1932y 1935)hastaqueBerg (1932)la reconsideró,pasandoa situar
• estaespecieen el géneroRulilus Rafinesque,1820. A pesarde que Berg no

• aportaen su trabajo los motivosquele inducena estareclasificación,el cambio
e

es adoptadopor la generalidadde los autores(Lozano-Rey,1935; De Buen,
• 1935/1936; Helling, 1943; Medrano-Sanz,1944; Alburquerque, 1954/1956;
e
• Banarescu,1964; Daget, 1968; Banarescuel al., 1971).Sin embargo,ya Lozano-
e

Rey (1947)secuestionala oportunidadde la inclusiónde la especieen el género
• Rulilus tras compararlocon otras especiesibéricasdel género,perono va a ser
e
• modificada estaposición taxonómicahasta que Stephanidis(1974) revisa la
e

especie y propone su inclusión en un nuevo género, al que llamará
• Tropidophoxinellus,en el quetambiénsituaráa otros dos taxonesgriegoshasta
e
• entonces nominados como Rulilus spartiaticus Stephanidis, 1971 y R.

alburnoideshellenicusStephanidis,1939.e
e

InicialmenteAlma9a(1976, 1978) y conposterioridadla gran mayoríade
• los ictiólogos españoles(Elvira, 1987, 1990 y 1995; Doadrio, 1988; Doadrio el
e
• al?, 1991; Herrera,1991; Fernández-Delgado& Herrera,1994; perisel al?, 1994;
e

Velasco, 1995) aceptanen sus trabajos la nominación de la especie como
• Tropidophoxinellusalburnoides. Otros autores,sin embargo,no consideranla
e
• adscripciónal nuevogénero(Ladiges,1978),aunquesóloCollares-Pereira(1984)
e

argumentaque en la especie ibérica no está presenteuno de los caracteres
• definitorios delgéneroTropidophoxinelluscomoes la presenciade unaquilla sin
e
• escamasentre la aleta ventral y la papilaurogenital. FinalmenteLelek (1980)

• consideraa la especiedentrodelgéneroPararutilusBonaparte,1845.e
En la actualidadla polémicasigueabierta,peronuevosdatoscitogenéticose

• y de su estructurapoblacional(Collares-Pereira,1983, 1984, 1985) nos llevan a
e
e
e
e
e
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abordarla problemáticadesdeotropunto de vistamuchomásinteresanteya que
• trasla controversiasobre su ubicuidadtaxonómicapuedeencontrarseun origen
e
• híbrido interespecíficoo intergenéricoparaalgunasformasdentrode la especie.

En basea estaposibilidad, Collares-Pereira(1984, 1985, 1987, 1989) utiliza lae
• denominaciónde “complejo deRulilus alburnoides”. En el presenteestudio,y a
e
• la esperade los resultadosmoleculares,hemospreferidomantenerinicialmentela

denominaciónde T. alburnoidespor ser la consensuadapor la mayoría de lose
• autoresespañoles(ICONA, 1986)
e
• Tropidophoxinellus alburnoides contiene formas diploides (2n50) y
e
• triploides (3ir75) dentro de una misma población (Collares-Pereira,1984;
e

Lobillo el al., 1989; Fernández-Delgado& Herrera,1994; Peris et al?, 1994), e
• inclusoseha llegado ahipotetizarla presenciade formastetraploides(Collares-
e
• Pereira,1985).La proporciónde diploidesy triploides cambiaentrepoblaciones

de distintosríos,pero la presenciadeun mayornúmerode individuostriploidese
• (entre el 70% y el 80%) suele ser másfrecuente(Collares-Pereira,1983, 1985,
e
• 1987; Lobillo et al?, 1989).
e
• A estohay queañadirqueel sex-ratioencontradopor diferentesautoresen
e
e poblacionesnaturalesestámuy desequilibradoa favor de las hembras(entre 16:1

y 30:1) frente a los machos(Collares-Pereira,1983; Fernández-Delgado&
e
• Herrera,1994; Perisel al?, 1994).
e
• Dado quelos individuostriploides sonprácticamentetodoshembras,seha
e
• hipotetizado un modo de reproducciónasexual(Collares-Pereira,1989) para
• parte de la población de T. alburnoides. Aunque se desconocecuál es el
e
• mecanismousadoparaestareproducción,sehaapuntadola posibilidadde quese

trate de un fenómenode ginogénesis.El resto de los individuos tendríanunae
• reproducciónsexualnormal.Ambassubpoblacionespodríanserdiscriminadasen
e
• basea ligerasdiferenciasa nivel morfológico (Collares-Pereira,1983, 1984), si

bien éstasno sondemasiadoacusadas.e
e
e
e
e
e
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Miembros del complejo T. alburnoideshibridan con especiesdel géneroe

• Leuciscus (Collares-Pereira,1989) y de forma mucho más esporádicacon
e
• especiesdel géneroChondrostomay Anaecyprishabiéndosedetectadoalgún
e

ejemplar con morfología intermedia entre 21 alburnoides y Ch. polylepis
• duriensis en el río Águeda(Velasco, 1994) y 21. alburnoidesx Ch. polylepis
e
• polylepisenel río Almonte(datossinpublicar).
e
• Sin embargo,entre los distintos modelos hipotetizadospara explicar el
e

origen de algunostriploides no aparececlaro el papel de la hibridación,por lo
• que si se confirmaseun origen no híbrido para algunasde estas formas
e
• poliploides, el complejo 21. alburnoidesseríaun casoextremadamenteraro, por
e

definición,dentrode los vertebradosunisexuales(Dawley, 1989).
e
e
e
• Objetivos
e
• Nuestropropósitoesel de determinarel origen, las relacionesevolutivas,
e

y los modos de reproducción,de las formas diploides y triploides de 21.
• alburnoides.Usaremosparaello técnicascitogenéticasconel fin dedelimitar qué
e
• individuos presentan poliploidia y comprobar el alcance de ésta en las
e

poblacionesnaturales.Además,sehan utilizado diferentestécnicasmoleculares
• comoelectroforesisdeproteínasy análisisdel polimorfismode los fragmentosde

• restriccióndel gen del Citocromo b del ADN mitocondrial para estudiar el

fenómenode la hibridación.e
e
e Partiendode estaintención,los objetivosdel presenteestudioconsistieron
• enconocer:
e
• 1.- Si nos encontramosante un nuevo caso dentro de los vertebrados
e
• unisexuales
e
• a) analizandola proporciónde sexos
e
e
e
e
e
e
e
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b) analizandola proporciónde individuospoliploides

c) analizandolospatronesgenotípicosde los individuosenbuscade

• loci fijados enheterocigosis

• 2.- Las especiesparentalesimplicadas en el fenómeno, caracterizando

• genéticamentea laspoblacionespotencialmenteimplicadas

• a) comparandolos loci marcadoresencontradosentre las especies

• parentalespotencialesconlos queaparecenfijados enheterocigosis

enlos individuoshíbridos

b) identificando el parentalmaternomediantegenesde herencia

• materna

• 3.- El origén de las formas poliploides determinandoel mecanismo
e
• molecularquefacilitó el establecimientodepoliploidías

• 4.- El modode reproducciónempleadoporlos organismoshíbridos

• a) analizandola variabilidadgenéticade los individuoshíbridos
e
• b) determinandoel genotipode los ovocitos madurosen hembras

hibridas

e
• 5.- El alcancedel fenómenode la hibridación
e
• a) estudiandola proporciónde sexosy de individuospoliploidesen

poblacionesdedistintascuencashidrográficas

• b) estudiando el genotipo de poblaciones localizadasen otras

• cuencashidrográficas
e

e

e

e

e
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• MATERIAL Y MÉTODOS

e
• Material

e
e
• La capturade los ejemplaresnecesariosparael presenteestudioserealizó
e
• medianteun motor de pescaeléctrica.Además,seevitansesgoshacialas tallas

• mayoresque podríanfalsearlas proporcionesde sexosy ploidias, como suele

• ocurrir con otras artes de pesca más selectivas. Siempre se trabajó con

• intensidadesde corrientesuficientementepequeñacomoparaevitarmortandades

innecesariasen laspoblaciones.

La nomenclaturaque seutilizó para designarlos distintos taxoneses la

e empleadapor Doadrioet al? (1991). Comoya seha argumentadoen el capítulo

• anterior se mantuvo la denominacióngenéricade Tropidophoxinelluspara la
e• especieque estamosestudiando.Debido a que no distinguimos a priori los

supuestos individuos híbridos de los bisexuales introducimos el término

• “complejo” siguiendoa otrosautorescomoCollares-Pereira(1985).

• El materialsehadividido segúnlos objetivosparalos quesehaempleado.

Debido a la gran cantidadde material empleadoy a su diversaprocedencia,y

• dadoquetodoslos ejemplaresno sehanestudiadoconlasmismastécnicasy para

• resolverlasmismascuestiones,hemoscreídomáslógico enumerardicho.

• 1.-Material para el análisisde lapoliploidíay de la proporcióndesexos

• Se recolectaronejemplaresdel complejo 21. alburno/desenvariascuencas

• hidrográficasen la PenínsulaIbérica, transportándosevivos al Museo Nacional

deCienciasNaturalesdondefueronsexadostrassu anestesiadoy disección.e
e

e

e
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Laslocalidadesy el númerode ejemplaresutilizadosaparecenen la Tabla

1 y sudistribuciónvienerecogidaen la Figura2.

Tabla 1.- Poblacionesde complejo T. alburnoides empleadospara el estudio de la ploidía y de la
proporcióndesexos.(n)representael númerode individuos analizados.

Rio Cuenca Localidad n Fecha

Águeda Duero La Fregeneda(Salamanca) 33 17-11-1992

Arrago Tajo Cadalsode Gata(Cáceres) 65 17-11-1992

Almonte Tajo Jaraicejo(Cáceres) 39 2-12-1992

Tiétar Tajo Iglesuela(Toledo) 23 13-12-1992

Alburrel Tajo Valenciade Alcántara(Cáceres) 16 1-12-1992

Estena Guadiana Navasde Estena(CiudadReal) 41 22-5-1995

Gévora Guadiana Alburquerque (Badajoz) 23 1-12-1992

Rumblar Guadalquivir El Centenillo(Jaén) 16 13-11-1993

Fig. 2. Mapacon las poblacionesanalizadasde T alburnoides.1. Rio Águeda.2. Río Árrago.3.
Rio Tiétar. 4. Rio Almonte. 5. RioAlburrel. 6. RíoGévora.7. Río Estena.8. Río Rumblar.
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e
e 2.- Materialpara el análisisde la hibridacióne
e

Una vez comprobadala extensióndel fenómenode la poliploidia por las
• distintas cuencashidrográficasque comprendenel rango de distribución dele
• complejo,se decidió elegir unade laspoblacionesya muestreadaspara,con un
e

númeromáselevadode individuos, profundizaren el análisis de la hibridación
• medianteelectroforesisde proteínas.

• Enfocamosnuestromayoresfuerzoencapturarejemplaresdel río Águeda,e
• un afluente de la cuencadel Duero, situado en el límite norte del rango de
e

distribución del complejo 11 alburnoides.Así, a los 33 individuos previamente
• capturadosen el Águeday ya analizadossele añadieron200 ejemplaresmásquee
• se capturaroncon pescaeléctricaen campañassucesivasen el mismopunto de
e

muestreo(La Fregeneda,Salamanca).Lasfechasde lascapturasfueron:
e
• 4-3-1994,28 ejemplares(22 deellosutilizadosen los estudioscariológicos).
e
• 8-4-1994,49 ejemplares(40 de ellosutilizadosen los estudioscariológicos).
e
• 14-5-1994,43 ejemplares(37 de ellosutilizadosenlos estudioscariológicos).
e
• 18-6-1994,52 ejemplares.
e
• 29-6-1994,28 ejemplares.
e
• La totalidad de los 233 individuosfueronsexadosen el laboratorio,pero
e
• debidoa su gran númeroseseleccionaron132 de ellos (casi todos los machosy

un númeroamplio de hembrasque fueron elegidasal azar) a los que se lese
• estudió la ploidía y se analizaron mediante electroforesisde proteínas.La

• selecciónde los machosse debió a queellos potencialmenteperteneceríana la
e

especiebisexualqueteníamosquecaracterizar.
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
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3.- Materialpara el análisisdelas especiesparentales

Paradeterminarla especie/especiesque pudiesenestarimplicadas en la

• hibridación seprocedióa recogermaterialde distintaslocalidadesque después
e
• fue analizadomedianteelectroforesisdeproteínas.Estabúsquedaserealizóa tres

niveles diferentes.En primer lugar, se centró en las especiesdel río Águeda.

• Posteriormente,se hizo un análisis exhaustivo de distintas poblacionesde

• especiesdel géneroLeuciscusya que su implicación en la hibridaciónparecía

másevidente.Finalmente,se realizó un estudioparaotrasespeciessituadasen

• distintosríosespañolesy griegos.

a) El principalmotivo en la eleccióndel río Águedaparaun estudiomás

• intensivosedebióaqueesterío secaracterizapor unarelativabajadiversidadde

• especiesde ciprínidos, pudiendo encontrarsecuatro ademásdel complejo 21

• alburnoides, siendoéstas:Leuciscuscarolitertil Doadrio 1987, Chondrostoma

• polylepisduriensis,Coelho,1985, BarbusbocageiSteindachner,1865 y Rutilus

• lemmingii (Steindachner,1866). También se encuentraun cobítido (Cobitis

• veltonica Doadrio & Perdices,1997) y un salmónido(Salmo trutía Linnaeus,

• 1758)(DoadrioetaL, 1991; Velasco,1994).
e
• Por tanto, el río Águedaseráadecuadopara analizarel fenómenode la

hibridación ya que ésta sólo sería factible entre miembros del complejo 21e
• alburnoides y miembros de los otros tres génerosde la familia Cyprinidae

• (Leuciscus,Chondrostomay Rutilus), comoya habíasido indicadopreviamente
e
• (Collares-Pereira,1989).

e
• b) Debidoa quelos resultadosdel complejo21 alburnoidesdel río Águeda

e sugirieronquelos parentalesdebíanperteneceral géneroLeuciscusserealizóun

• estudioexhaustivodesusespeciesen la PenínsulaIbéricay en el restodeEuropa.

Dentro de estarevisión sehizo especialhincapiéen las especiesgriegasya que

• también se ha considerado la presencia de 21 alburnoides en este área

e

e

e
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(Stephanidis,1971).Tambiénseestudiaronlas otrasdos especiesincluidasen el

géneroTropidophoxinellus:Tropidophoxinellushellenicus (Stephanidis,1939) y

Tropidophoxinellus spartiaticus (Stephanidis, 1971). Todos ellos fueron

analizadosconelectroforesisdeproteínas.

En la Tabla2 serecogenlaspoblacionesespañolasde especiesdel género

Leuciscusque se han analizadoy la Figura 3 muestrala distribución de sus

puntosdemuestreo.

Tabla 2. Poblacionesde las especiesdel géneroLeuciscusanalizadascomoposibles parentalesen la
hibridación.(n) indicalos ejemplaresestudiadosy los númerosjunto a losríos designaa laspoblaciones.
Las abreviaturasenla localidadsecorespondenconlas provmcias.

Río Cuenca Taxa n Localidad Fecha

1 Amoia Miño L. carolitertil 19 SantaEufenia(OR) 3-8-95
2 Boedo Duero L. carolitertil 20 Basconesde Ojeda(P) 17-8-95

3 Eresma Duero L. carolitertil 10 Olmedo(V) 15-6-95

4 Águeda Duero L. caroliterti¡ 31 La Fregeneda(SA) 18-6-94

5 Pesquero Tajo L. pyrena¡cus 15 Valverdedel Fresno(CC) 27-11-94
6 Almonte Tajo L. pyrena¡cus 24 Jaraicejo(CC) 26-11-94

7 Tiétar Tajo L. pyrena¡cus 14 Iglesuela(TO) 22-3-93

8 Cedena Tajo L. pyrenaicus 10 LosNavalmorales(TO) 23-5-95

9 Estena Guadiana L. pyrenaicus 20 Navasde Estena(CR) 22-5-95

10 Valparaíso Guadiana L. pyrenaicus 13 Casasde Villares-Pérez(CU) 17-5-95

11 Valdehomos Guadiana L. pyrenaicus 15 Navalpino(CR) 5-10-95

12 Fresneda Guadalquivir L. pyrenaicus 10 Calzadade Calatrava(CR) 21-11-95
13 Guadalmena Guadalquivir L. pyrena¡cus 21 Alcaraz(AB) 23-10-96
14 Bogarda Segura L. pyrena¡cus 7 Las Mohedas(AB) 31-10-96
15 Algar Algar L. pyrenaicus 17 Callosade 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 Fontde Albuferade L. pyrena¡cus 9 Sollana(VA) 28-4-92
Barret Valencia
19 Matarraña Ebro L. cephalus 14 Nonaspe (Z) 29-5-84
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Fig. 3. Mapa con las poblacionesanalizadasde los posiblesparentalesen la hibridación. 1.
Millo. 2. Boedo. 3. Eresma.4. Águeda.5. Pesquero.6. Alinonte. 7. Tiétar. 8. Cedena.9. Estena.10.
Valparaíso. 11. Valdehomos. 12. Fresneda.13. Guadalmena.14. Bogarda. 15. Álgar. 16. Bullent. 17.
Serpis. 18.FontdeBarret.19. Matarrafia.

En la Tabla 3 se indican las poblacionesde las especiesdel género

Leuciscuscolectadasfuera de la PenínsulaIbérica y en la Figura 4 la posición

geográficade éstas.La mayoría de éstasson poblacionesgriegaspero se han

añadidootrasdospoblacionesde L. cephalusde Italia y Bulgaria.
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Tabla 3. Relaciónde las distintas especiesy localidadesrecolectadasfuera de la PenínsulaIbérica y
analizadascomoposiblesparentalesen lahibridación.(n) representaelnúmerodeindividuosanalizados.

Tan Localidad n Fecha

1 Leuciscuskeadicus

1 Trop¡dophoxine/lusspartiat¡cus

2 L. cephaluspe/oponnens¡s

3 L. e. peloponnensis

4 L. c. pe/oponnensis

5 L. e. a/bus

6 L. cf svallize

6 Tropidophoxine//ushe/len¡cus

7 L. e. a/bus

8 L. e. a/bus

9 L. cf sva//ize

10 L. e. vardarensis

11 L. e. vardarensis

12 L. e. vardarensis

13 L. e. vardarensis

14 L. e. vardarensis

15 L. e. vardarensis

16 L. e. vardarensis

17 L. e. vardarensis

18 L. e. macedonicus

19 L. e. macedonicus

20 L. borysthenieus

21 L. e. cepha/us

22 L. e. cabeda

23 Te/enessoufflamutice//us

RioEvrotas(Skalay Sparta),Grecia

RíoEvrotas(Sparta),Grecia

RioMiras (Kopanakion),Grecia

Rio Alfios (Karitana),Grecia

LagoStymphalia,Grecia

RíoEvinos(Mesologki),Grecia

LagoTrichonis(Panetolio),Grecia

LagoTrichonis(Panetolio),Grecia

Rio Louros (Kerasona),Grecia

Rio Arachthos(Arta), Grecia

RioThiamis(Parapotamus),Grecia

R. Maniklotico(Oxilothos),Euboia-Grecia

(Kirintos), Isla deEuboia,Grecia

Rio Sperchios(Lamia), Grecia

Rio Pinios (Omolio), Grecia

Rio Aliakmon (Kaloneri), Grecia

Rio Aoos(Konitsa),Grecia

LagoPrespa(Psarades),Grecia

Río Gallikos (Gallikos), Grecia

Rio Strymon(Strimoniko),Grecia

Rio Nestos(Paranesti),Grecia

Rio Filiouris (Fotolivos),Grecia

RíoDintoviza (L. Dragomiresti)Rumania

RioReno(Vergato),Italia

Rio Bevera(Sospel),Francia

21 17-6-92

20 17-6-92

9 18-9-92

21 17-6-92

24 17-9-92

10 19-6-92

26 20-6-92

20 20-6-92

13 6-6-92

12 7-6-92

25 5-6-92

14 12-6-92

15 13-6-92

6 15-6-92

3 11-6-92

9 8-6-92

14 7-6-92

12 21-6-92

11 9-6-92

15 23-6-92

8 24-6-92

10 24-6-92

5 9-10-91

6 30-9-91

30 abril -95

24 L. caro/itertii RioAgueda(La Fregeneda),España 33 17-11-92
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Fig. 4. Poblacionesanalizadasfuerade la PeninsulaIbéricade las especiesdel géneroLeuciscus
consideradascomoposiblesparentales.Las localidadessecorrespondencon las relacionadasen la Tabla
3.

c) Debidoaqueno fueronencontradoslos dos parentalesen el estudiodel

géneroLeuciscusse inició un estudio en otras especies de ciprínidos ibéricos y

diferentes poblaciones de 21. alburnoides. Especialmente, se analizaron las

especies de los ríos Estena y Jándula ya que en ellos aparecen un número

considerablede especiespotencialmenteinteresantespara este estudio. Las

colectadasen el río EstenafueronAnaecyprishispanica (Steindachner,1 8~6),

Rutilus lemmingii (Steindachner, 1866), LeuciscuspyrenaicusGúnther, 1868,

Leuciscussp. Chondrostomapolylepiswillkommii Steindachner, 1865, además de

e
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unapoblaciónmuy abundantedel complejo 21 alburnoides.Así mismo,en el río

Jándula, se recolectaron algunosejemplaresde Jberocyprispalaciosi Doadrio,

1980 y de Chondrostomapolylepis willkommii y en un afluente suyo, el río

Robledillo, se muestreó R. lemmingii.

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

ejemplares capturados en los ríos Águeda, Estena y Jándula y en la Figura 5 se

muestra la distribución geográfica de los puntos de muestreo.

Tabla 4. Relaciónde las distintas especiesy localidadesanalizadascomo posiblesparentalesen la
hibridación.(n) representael númerodeindividuos analizados.

Rio Cuenca Taxa u Localidad Fecha

Agueda Duero complejo7’. a/burnoides 132 La Fregeneda(SA) varias*

Agueda Duero Leuciscuscaro/itertil 31 La Fregeneda(SA) 18-6-94

Águeda Duero Ch. po/y/epis duriensis 31 La Fregeneda(SA) 29-6-94

Turones Duero Rutí/uscf /emmingii 20 Bouza(SA) 26-11-94

Estena Guadiana complejo 7’. a/bumoldes 31 NavasdeEstena(CR) 22-5-95

Estena Guadiana Leuciscuspyrenaicus 20 Navasde Estena(CR) 22-5-95

Estena Guadiana Leuciscussp. 17 Navasde Estena(CR) 22-5-95

Estena Guadiana Anaecyprishispanica 6 Navasde Estena(CR) 22-5-95

Estena Guadiana Ruil/us/emmingii 18 Navasde Estena(CR) 22-5-95

Jándula Guadalquivir Iberocyprispalaciosi 11 LugarNuevo(J) 5-3-92

Jándula Guadalquivir Ch. po/y/episwi//kommii 2 LugarNuevo(1) 5-3-92

Robledillo Guadalquivir Rutilus/emmingii 12 Solanadel Pino(CR) 19-11-94

* las fechasdecapturasonlas relatadasen cl texto enel apartadoanterior.
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Fig. 5. Mapa con las poblacionesde las especiesutilizadas en el análisis de las especies
parentales.1. Rio Agueda.2. RioTurones.3. RíoEstena.4. Rio Jándula.5. Río Robledillo.

Los estudiosde electroforesisde proteínasencaminadosa determinarlas

especiesimplicadas en la hibridación se vieron complementadoscon los del

polimorfismo de los fragmentos de restricción del Citocromo b del ADN

mitocondrial.Partedel material analizadomedianteproteínasfue estudiadocon

estasegundaherramientamolecularque sirvió parahayarla especieque actuó

comomaternaen la hibridacíon.

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

mostramosde maneramásexplícitael númerodeejemplaresy la procedenciade

éstos en la Tabla 5.

e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e



Material y Métodos El complejoT. alburnoides24

Tabla5. Localidadesy especiescolectadas,asícomoel númerodemuestrasusadasparalos estudiosde
aloenzimasy enzimasde restricciónen elADN mitocondrial.

Rio,Cuenca
(Localidad)

Especie

n0demuestras

Colectadas Proteínas ADN mit.

Rio Águeda(Duero)
(La Fregeneda,Salamanca)

Tropidophoxine//usa¡burnoldes* 233 132 15

Leuciscuscaro/itertil 31 31 5

Chondrostomapo/y/episduriensis 31 31 5

Rio Turones (Duero)
(Boina, Salamanca)

Rutí/uslemmingii 20 20 5

Rio Estena(Guadiana)
(NavasdeEstena,Toledo)

Tropidophoxine//usa/burnoides* 41 31 15

Leuciscuspyrenaicus 20 20 5

Ruti/us/emm¡ngii 18 18 5

Anaecyprishispanica 6 6 5

(*) complejo T a/burnoides,incluidos los hibridosputativosy poliploides.
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e
• Métodos
e
e
e
• La combinaciónde los estudiosde electroforesisde aloenzimasy ADN

mitocondrial suponenuna herramientapoderosapara aclarar el origen y lose
• modosde reproducciónde los organismosunisexuales(Avise el al., 1992; Buthe
• el al., 1993; Avise, 1994). Hemos creído, por tanto, que estos métodos
e

moleculares son los más adecuados para la consecución de los objetivos
e
e propuestosenesteestudio.

Comopasoprevio a los estudiosmoleculareshemosabordadolos estudiose
• citogenéticos que nos van a aportar una información básica de partida. Por una
e
• parte conoceremosqué individuos presentanpoliploidía y por tanto son

sospechososdepresentarun origenhibrido. En segundolugar,hemosde tenerene
• cuentala ploidia de los individuosparalos cálculosde lasfrecuenciasalélicas,ya
e
• que la frecuencia con que aparece un determinado alelo está en relación con el

• número de cromosomas homólogos existentes. En el caso de individuose
• heterozigotos triploides el cuantificar la dosis génicaes determinantepara el
e
e cálculoposteriorde las frecuenciasalélicas.
e
e
e
• 1.- Métodoscitogenéticos
e
• Con el fin de determinarla ploidía de los individuos seusaronmétodos
e
• cariológicosy fotométricos.Lashipótesisprevias(Collares-Pereira,1987, 1989)
e
e sugeríanla existenciadentro de la poblaciónde una fracción con reproducción
• sexual en la que aparecenindividuos diploidesy triploides y otra fracción, de
e
• origen híbrido, tambiéncon los dos tipos de ploidia. Parececlaro, por tanto,que

antes de abordar el análisis del origen de estas formas sea necesario determinar lae
e
e
e
e
e
e
e
e



Materialy Métodos El complejoT a/humo/des26

ploidía paracadaindividuo. En el presenteestudiosehanempleadoparatal fin

dostécnicas,la delcariotipadoy la citometríade flujo.

1.1.- Cariotipado

1.1.1.-Principiosgeneralesy utilidad

Esta técnicaconsisteen el estudiomediantemicroscopiaóptica de los

cromosomas aprovechando el hecho de que durante la metafase mitótica éstos

son visibles al hallarseel material genéticosuperenrrolladoy compactadoa la

esperade que los husosacromáticosseparenla cromátidashermanashacia los

polos de la célulaendivisión.

El cariotipado se ha venido usando tradicionalmente con fines

taxonómicosal utilizarsepara describirel númerohaploidede unaespeciey la

proporciónde los distintos tipos de cromosomasatendiendoa su morfologíay

posición del centrómero(fórmula haploide). Parael casode 21. alburnoidesya

fueron descritosambosvalores(Collares-Pereira,1983) observándoseun número

de 2n50. En nuestrocasoestatécnica se va a emplearexclusivamentepara

contarel númerodecromosomasy determinarasí, la ploidíadel individuo.

1.1.2.-Protocolo

El protocolo empleado está basado en otros descritos anteriormente

(Kligerman & Blomm, 1977; Gold et al?, 1990; Arai et aL, 1991) aunquecon

modificacionesy secomponedecinco pasosbásicos:

(a) Elección de un tejido con tasa de actividadmitótica alta (normalmenteun

órganohematopoyético).

(b) En vivo, tratamientoconun agenteinhibidormitótico.
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(c) Tratamientohipotónicode lascélulas.

• (d) Fijaciónde los núcleoscelulares.

• (e) Tincióny montajede preparacionespermanentes.

Como ya se ha indicado, los ejemplaresde 21 alburnoides fueron

capturadosmediantepescaeléctricay fuerontransportadosvivos al laboratorio

• en contenedoressuficientementeoxigenados.Una vez en el laboratorio se

• procedió a su estudio en el píazo máximo de 24 horas, ya que experiencias

previasdurantela puestaa puntode la técnicanos indicaron que el tiempo que

• permanecíanen cautividad los ejemplares influía negativamentesobre los

resultadosobtenidos,no encontrándoseprácticamenteplacasmitóticas en las

preparaciones,posiblemente como consecuenciade una ralentización del

• metabolismoal estarsometidosaestrés.

• Cuatro horas antes de su sacrificio, y dependiendode su tamaño, se

• inyectóacadaindividuoentre0,1 y 0,3 cc deunasoluciónde colchicinaal 0,1 %

en el peritoneoy selesmantuvoen un acuariobien aireado.La colchicinaesun

• agentecuyapropiedadesla de inhibir la mitosis al impedir la formación de los

husos acromáticos.Por tanto, su efecto va a propiciar que las células que

espontáneamenteentrenen división sedetenganen la metafasede mitosisy de

• este modo al cabo de las cuatro horas hemosmultiplicado la proporción de

célulasenmetafaseal detenerlasartificialmenteen estaetapade la mitosis.

Una vez anestesiadoy sacrificado el individuo, éste fue disecado,
e aprovechandoeste momento para su sexadopuesto que en esta especieno

• presenta dimorfismo sexual secundario y es necesario la observación directa de
e

las gónadas.Posteriormenteseextrajo el riñón y las agallasya que estostejidos

presentanuna actividad mitótica alta (Sessions,1990), depositándolasen un

• pocillo alemáncon 1 ml de solución hipotónicade KCl 0,075 M donde se
e

cortaronfinamentehastaconseguirdisgregarel mayornúmeroposible de células

e
e
e
e
e
e
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manteniéndoseen estasolucióndurante30 minutos.En estasoluciónhipotónica

lasmembranascelularesserompenpor ósmosisconlo queseconsigueliberar el

núcleocelular.

Paraaislar los núcleoscelulares,sepipeteacuidadosamentea un tubo de

ensayola solución de KCl en la que irán en suspensiónun gran número de

núcleos. A continuación,el tubo se centrífuga durante20 minutos a 1400

revolucionespor minuto. En el líquido sobrenadantequedaranlos restosde la

membrana celular y los demás componentescitoplasmáticos se retiran

cuidadosamentepermaneciendolos núcleoscelularesprecipitadosen el fondodel

tubo.

En el tubo se depositan1,5 cc de etanol-acético(1:1) recién preparado

para fijar los núcleoscelulares.Es fundamentalque amboscomponentesdel

fijador esténlibres de impurezaspara que nada enmascarelos cromosomas

cuandoseananalizadosal microscopio.

A continuación,para asegurarnosde que todos los núcleos entran en

contactocon el fijador seresuspendecuidadosamentelos núcleoscon el fijador

duranteunossegundosusandounapipetaPasteur.En estaoperaciónsetendráun

especialcuidadode no provocarburbujasde aire ya que éstasdisgregaríanlos

cromosomas.

Los núcleosya fijados se centrifugande nuevo otras dos vecescon las

mismascondiciones(a 1400 r.p.m. durante20 minutos) y siemprecambiandoel

fijador usado por nuevo y resuspendiendocuidadosamente.Ya en estas

condicioneslos núcleossepuedenconservardurantelargotiempo.

Paravisualizarmetafasesen las quepodercontarel númerocromosómico

se dejó caerunagotade la suspensiónde núcleospurificaday fijada, mediante

unapipetaPasteur,desdeunaalturade 1 metro (técnicade “splash”), sobre un

portaobjetospreviamentelimpiado con alcohol absolutoy enfriado a -20 0C. A
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continuaciónsedejósecarduranteunossegundosal aire y setiñó el portaobjetos

• conunasolucióndeGiemsaal 3 % durante15 minutos.

• Las preparacionesfueron analizadascon microscopiaóptica usandoel

• objetivo de 40 aumentos a fin de encontrar placas mitóticas en las que la

• disposicióny compactaciónde los cromosomaspermitiesecontarsu número.Una

• vez localizadasbuenasplacasmitóticasen unapreparaciónse montó el cubre

• objetoscon Bálsamode Canadáy sefotografiaronconel objetivo de inmersión.

Para evitar errores en el conteo de cromosomasse analizaron entre 3 y 10

• metafasespor individuo.

e
e
• 1.2.- Citometríadeflujo

1.2.1.-Principiosgeneralesy utilidad

La técnicadel cariotipadorequierequelos ejemplaressemantenganvivos

parasu posteriortratamientocon colchicinaantesde la disección.Sin embargo,
e
• no siempre fue posiblemantenervivos los ejemplarescapturadospor lo quese

procedióasucongelaciónennitrógenolíquidoy posteriormentesealmacenaron,

• bienenteroso sustejidos,encongeladoresa -70 0C.

• Mediante un citómetro de flujo conseguimosunamedida indirecta pero

• muy fiable de la ploidía del individuo mediante la cuantificación de ADN
e existenteen el núcleode unacélula.

La cantidadde ADN existenteen una célula es característicode cada

• especiey vendrádadopor la cantidadde cromatinaqueposea.De estemodo,la
e
• cantidad de ADN existente en una célula de un individuo triploide será
e
• aproximadamente1/3 mayor que la existente en la célula de un individuo
• diploide de la misma especie y así, sucesivamentepara niveles de ploidía

• mayores(Dawley& Goddard,1988a).
e
e

e
e
e
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Utilizando la propiedadde la moléculadel ADN de ser teñidamediante

• colorantesespecíficosy puestoquela intensidaddeestatinciónpuedesermedida

• con un citómetro, sepuedeobtenerun valor relativo queseráproporcionala la

cantidadde ADN deunacélula.

e
Como seha indicado, estamedidade la ploidía esmuy fiable porqueen

• realidadel citómetromide el contenidode ADN en másde veintemil células de
e
• un mismo organismo. Sin embargo, dada la poca disponibilidad de este

instrumental y lo costoso del análisis de cada muestra no se utilizó este

• procedimientorutinariamenteparael total de los ejemplaresanalizados,.Solo se
e
• empleóen los casosen quelos ejemplaresno sobrevivieronen su transporteal
e

laboratorio,en los quesedudó en el conteode cromosomaspor cariologíay en
• aquellos en los que se quiso confirmar un dato importante para el presente
e
• estudio.

• Normalmente, se emplean los eritrocitos del individuo (Dawley &

Goddard, 1988a) para lo cual se le hace una punción en la aleta caudale
• obteniéndoseaproximadamente100 pl de sangre,pero ennuestrocasopartimos

• deejemplarescongeladosa -70 0C y a ello hay queunir queel pequeñotamaño

de muchosde los individuosanalizadosno permitió la obtenciónde tal cantidad

• de sangre.Tras probarcondistintostejidos (hígádo,músculo,cerebro,branquias,
e
• corazón)obtuvimoslos mejoresresultadosusandocerebroy corazón,por lo que
e

optamospor esteúltimo tejido al ser másfácil su obtencion.
e
e

1.2.2.-Protocolo

• Básicamente,seha seguidoel protocolodeVindel®v et al. (1982)aunque

con pequeñasmodificaciones (Dawley & Goddard, 1988b). Las fases más

• importantesson:
e
e

e

e
e
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(a) Elecciónde un tejido apropiadoy su disgregaciónen células enuna solución

• tamponada.

• (b) Purificaciónde la solucióncelularmediantefiltrado o centrifugación.

• (c) Tratamientohipotónicode las células.

(d) Tinción con un coloranteo fluoranteespecíficodel ADN e incorporaciónde

• célulasestándarparael calibradodelcontenidodeADN.

• (e) Medición de la fluorescenciaen un citómetro y cálculo del contenidode

• ADN.

• Unavez extraídoel corazón,éstesesitó en unpocillo o placade Petri con

1 ml de solucióntamponada(pH 7.6) compuestapor sacarosa250 mM, citrato

• trisódicodihidratado40 mM y dimetilsulfóxidoal 5% (DMSO). En estasolución

• el tejido secotó finamentecon tijerasy pinzasa fin de liberar el mayornúmero

posibledecélulas.

La suspensióndecélulasobtenidasehizo pasarpor un filtro de nilónde 30

pmdeluz demallao biensecentrifugóduranteunossegundosa 500r. p. m. para

• aislarrestosde tejido de lascélulasindividuales.

• Una vez obtenida la suspensión de células en la solución de

• sacarosalcitrato/DMSO,seañadió50 pl de una soluciónestándarde célulasde

sangreperiféricahumana,cuyo contenido de ADN ya se conoce,y que va a

• servirnoscomocantidaddeADN dereferenciaparanuestroanálisis.

• A continuación,se añadió 1 ml de una solución hipotónicade cloruro

sódico146 mM, cloruro cálcico 1 mIvI y cloruro de magnesio21 mM quecomo

en el casodelcariotipadova a tenerla funciónde romperlascélulasliberandolos

• núcleos.Además,en la soluciónhipotónicaseañadeun coloranteespecificopara
e

la moléculade ADN. En nuestrocasoseusó 100 pl de ioduro depropidio quese

e

e
e
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caracterizapor emitir fluorescencia.Portanto,el citómetrolo queva a medirserá

• la cantidadde fluorescencíaemitidaporel iodurodepropidio fijado a la molécula

• deADN delnúcleo.

• La solución ya preparadaes introducidaen el citómetrode flujo (FACS

SORT Becton Dickinson). Los núcleosen suspensiónson inyectadosen una

• corrientede flujo laminary sehacenpasaren fila por un rayo de luz ultravioleta

• o por un láserprocedentedeunafuentede luz de altaintensidad.La intersección

del haz de luz concentradacon los núcleosproducela emisiónde fluorescencia

• por partedel ioduro de propidio queserárecogidapor fotodetectoresorientados

• convenientemente.La fracciónde luz emitidapor los núcleosy recogidapor los

fotorreceptoresgeneraráuna señal eléctrica que será proporcional a dicha

• fracciónde luz. La señaleléctricaseráposteriormenteamplificada,acumuladay

• analizadaapareciendorepresentadacomo una distribución de frecuenciasde

contenidode ADN formando picos más o menos discretos dependiendodel

• estadode la muestra.

• En nuestro caso aparecerándos picos discretos en la distribución de

• frecuenciascorrespondientesunoa las célulassanguíneashumanasy el otro a los

núcleosde 21 alburnoidesdiploideso a los núcleosde los individuostriploides.

La fluorescenciaemitida por el ioduro de propidio va a dar por tanto una

• medidaindirectadel ADN (Lee et al?, 1984) ya quecuantomásADN poseael

• núcleo máscantidadde ioduro de propidio de fijará a éste y máscantidadde

fluorescenciaserecogeráel citómetro.

e
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e
2.- Métodosmoleculares

2.1.- Electroforesisdeproteínas
e

2.1.1.-Principiosgeneralesy utilidad

e
• Esta técnicaconsistebásicamenteen compararlas proteínasde distintos

individuos tras hacerlasmigrar en un campo eléctrico aprovechandoque las

• proteínasestáncargadaseléctricamente.

• Las proteínasestáncompuestaspor aminoácidosque se unen entre sí
e
• mediante enlaces covalentes formando cadenas denominadaspolipéptidos.
e

Existen20 aminoácidosen la naturaleza,y de ellostrespresentanun grupoNH3~
• libre y por tanto tienencargapositiva (lisina, argininaehistidina).Otrosdos son
e
• ácidos,presentandoun grupoC00 libre por lo quepresentancarganegativa.La

presenciaen mayor o menor medida de estos aminoácidosen la cadena

• polipeptidica va a determinarla carga neta final de la molécula proteica y

• provocarásu migraciónal sersometidaa un campoeléctrico.
e
• Los aminoácidospueden,además,unirseunos a otros aunqueno estén
e
• próximosmediantepuentesdehidrógenoconlo queconseguiríanunaestructura
• secundaria.Dependiendode los gruposcon carga, la disposición de éstos y la

• estructurasecundariaseobtendráunaestructuraterciariacon la quela molécula
e proteicava a adquirirunaforma determinaday unvolumenconcreto.Finalmente,

• algunas proteínas están compuestas por varías subunidades o cadenas
e
• polipeptidicas,entre las que se dan distintos enlacesiónicos, de hidrógenoy

puentes disulfúro, configurando la estructura cuaternaria de la molécula

• (Lehninger,1982).
e
• Laimportanciadelvolumende la moléculava aser fundamentalya quesu

• migraciónseverá afectadapor el tamañode poro del soportefisico (en nuestro
e

casoun gel de almidón) sobreel que seharámigrar la proteína.Por tanto, en

e

e
e
e
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condicionesnormales,la movilidad de unaproteínava a aumentarcon la carga

• netaqueposeay con la diferenciadepotencialdel campoeléctricoal quesevea

• sometida,y por el contrario, disminuirácuantomayor seasu volumen y más

concentradoestéel medio(Murphy et al?, 1990).

Parahacermigrarlas proteínassituamoséstasen un gel dealmidónquese

poneencontactoconla fuentede alimentaciónmedianteun tampónde electrodos

• con un pH y unaconcentracióndeterminados.Una vez acabadala electroforesis

serevelaráespecíficamenteunadeterminadaproteína,de entreel total existente

• en el tejido enbruto,medianteunatinción histoquímicaconcretaqueindicarála

• posición exactaa la que ha migrado en el gel apareciendouna banda visible

(zimograma).La tinción histoquimicamásfrecuenteconsisteen aprovecharla

• función enzimáticade la proteínapara obtenerun producto final coloreado o

• coloreable,aunque,aveces,la sustanciacoloreadaes un productointermediode

la reacción.Otrastincionescoloreanespecíficamentecuerposquímicosasociados

• (glúcidos, lípidos, grupos aminados...)presentesen las proteínasy que son

• susceptiblesde tinción (Machordom,1992).

• Cadaaminoácidoviene codificadopor una secuenciade tresnucleótidos
e
• (triplete) situadosen la cadenade ADN. Unamutaciónqueafecteal conjuntode

• la secuenciade tripletesquevan a codificar la cadenapolipeptídicapuedetraer
e
• como consecuenciala sustituciónde algúnaminoácido,por lo quela carganeta

de la proteína y su estructura espacial pueden vanar. Esta variación,

• fundamentalmentede carga,va a suponeruna vanaciónen la migraciónde la

• nuevaproteínaal someterlaaelectroforesis.
e
e Partiendo de la asunciónde quecambiosen la movilidad de las proteínas

en un campoeléctricoreflejan cambiosen el ADN que las codifica, hemosde

• asumirtambiénquesi hay diferenciasen los patronesdemigraciónde lasbandas
e
• de dos individuos, estasdiferenciastienenuna basegenéticay son heredables

(Avise, 1974; Matson,1984).Tambiénpartiremosde la basede quela expresión

e

e
e
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de un locus que codifica para una proteínaes codominante,por lo que si sus

alelos codifican polipéptidos diferentes (aloenzimas), éstos se expresan

igualmente.

Las aloenzimas permiten identificar el genotipo de cada especie

tipificándolo como un patrón de bandasen cadalocus. Si dos taxadistintos se

cruzanformandounadescendenciahíbridalos loci marcadoreso identificadores

de cadaespecievan a aparecertípicamenteexpresadosen codominanciaen los

híbridos,o lo queeslo mismo,las aloenzimasnos vana permitirla detecciónde

heterocigosisfijada enestosloci en los individuoshíbridos.

Las ventajasquepresentala técnicade la electroforesispara estudiosde

sistemática,filogenia y evolución ya han sido ampliamentecomentadas(Avise,

1974, 1994; Buth, 1984; Murphy et aL, 1990; Machordom, 1992), e igualmente

sehadestacadosuutilidad paraabordarestudiosde hibridacióny constatarcasos

de biotipos unisexuales(Schultz, 1969, 1977; Vrijenhoek & Schultz, 1974;

Uzzell & Darevsky, 1975; Grafet al?, 1977; Echelle& Mosier, 1982; Turneret

al., 1983; Bogartet al., 1985; Dawleyet al?, 1987; Dessauer& Cole,1989; Graf

& Polís-Pelaz,1989; Moritz el al., 1989) aunquecomentariosgeneralessobrela

aplicabilidadde la electroforesisde proteínasa los biotiposunisexualespueden

verseen Murphy et al. (1990),Avise (1994) y Vrijenhoek(1994).Las ventajas

que seobtienende estatécnicason varias: (1) por una parte,nos va a permitir

caracterizargenéticamentea las especiessupuestamenteimplicadas en el

fenómenode la hibridación, determinandocuálesson los loci marcadoresentre

ellas, (2) va a facilitar la detecciónde los individuoshíbridospor suheterocigosis

fijada en los loci detectadoscomomarcadoresentrelas especiesparentalesy se

podrádescartara las que no participaronen dicha hibridación, (3) además,los

biotipos diploides y triploides puedenser distinguidosentre sí ya que en los

individuos triploides aparecendistintas intensidadesen las bandasde los loci

heterocigotosdebidoa la diferenciade dosisgenéticaaportadapor cadaparental,
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dandoinformacióncomplementariasobreel origen de la poliploidía (Balsanoet

al?, 1972; Uzzellet al?, 1975;Vrijenhoek,1975).

2.1.2.-Protocolo

El protocolo básico seguido en el presenteestudio sigue los pasos

comentadospor Pasteuretal? (1987)y quepuedenresumirseen:

(a) Obtención de los tejidos necesariosy su homogeneizaciónen tampón

adecuado.

(b) Purificacióndelestractodeproteínasmediantecentrifugación.

(c) Migración de las proteínasen gel de almidón sometiéndolasa un campo

eléctrico.

(d) Tinción histoquimicaparael reveladode sistemasenzimáticosespecíficos.

(e) Fijacióny lecturade los zimogramas.

De los individuos estudiadoscariológicamentese procedió a extraer los

tejidos sobrelos que seobtienenlas proteínas.A cadauno de ellos sele extrajo

entre1-2 cc demúsculoesqueléticodorsaldel individuo, el hígadoounaporción

de éste y las gónadas,almacenandocada tejido individualmente en tubos

eppendorfy congelándolosa -70 0C hastasuprocesado.

Previo a la electroforesis, los tejidos (músculo e hígado) se

homogeneizaronpor separado en un volumen similar de tampón de

homogeneizado(Tris 0,01 M y EDTA 0,0025 M, a pH 7,0) con un

homogeneizadormecánico.El tejido homogeneizadofue centrifugadodurante20

minutos a 17000 g, y a una temperaturamedia de 40C, guardándoseel

sobrenadantecon el total de proteínashidrosolublesde esetejido en un tubo

nuevo.
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En el extractode proteínasde cadaindividuo se sumergieronpapelillosde

lx 0,5 cm de papel Watman n0 3 y se insertaronverticalmenteen geles de

almidón hidrolizadoal 12% (SigmaChemicalco.) previamentepreparados.Los

gelesserealizaronsobremoldesde metacrilatode 480 cc siguiendoel protocolo

y usandolos tamponesobtenidosde Pasteurel al? (1987).Parala elaboraciónde

los geleslos tamponesusadosfueron: Tris-citrato, pH 7,0; Tris-citrato,pH 8,0;

Tris-maleato-EDTA,pH 6,9 y Poulik, pH 8,7. En realidadestos tamponesse

obtuvieronmediantedilucionesde los tamponesde electrodosconservándoseel

pH, aexcepcióndePoulikcuyo tampónde electrodosfue Borato,pH 8,2.

Una vezcargadaslas muestrasen el gel (28 individuospor gel) seañadió

azul debromotimolcomomarcadorde la migracióny seconectarondichosgeles

al campo eléctricousandoesponjillasabsorbentespara conectarfisicamenteel

gel con el tampón de electrodos.Dependiendodel tipo de gel, la migraciónduró

entre6 y 10 horas,aplicandounaintensidadmediade 60 mA y unadiferenciade

potencialde 240V.

Tras la migración,seretiraronde los geleslos papelilloscon los que se

cargaronlas muestray se procedió a cortarlos obteniéndose4 ó 5 láminas

delgadas de aproximadamente 2 mm de grosor que se colocaron

independientementeencubetasdeplásticoparasuposteriortinción.

Cadaláminaobtenidade un gel fue coloreadaespecíficamentepararevelar

una determinadaenzima medianteuna tinción histoquimicaconcreta,aunque

habríaque aclararqueestudiospreliminarestendentesa ponerapunto la técnica

nos permitieronconocercual era la coloraciónmásapropiadaparacadagel de

acuerdocon el tipo de tampónusado,el pH del mismoy tejido empleado.Una

vez delimitados los sistemasenzimáticosque ofrecían mejores resultados,se

procedióa su análisis en rutina paratodos los individuos consideradosen este

estudio.
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Las recetasde las tincioneshistoquimicasse obtuvieronde Pasteuret al.

• (1987)y sólo algunassufrieronpequeñosajustesparaincrementarla resolución

• de los zimogramas.

• Cuando las bandas de los zimogramasse apreciaroncon nitidez se

• procedióa la detencióndel reveladohistoquimicomedianteun fijador consistente

• en etanol, ácido acéticoy agua(4:1:5) o ácido acéticoal 5% dependiendosi la

• tinción empleadallevaseagaro no.
e
• Una vez fijados los geles se procedió a la lectura de los zimogramas

siguiendolas recomendacionesde Shakleeet al. (1990). Se tomó el alelo máse
• frecuente como referencia asignándole el valor “100”. Los demás alelos se
e
• codificaron con un valor relativo dependiendode su migraciónrespectoal alelo

“100” de referencia.Loci múltiples que codifican paraunamismaenzima son

• designadoscon-1, -2, etc. ensentidoanódico.
e
• Paraidentificar los marcadoresdiagnósticosde las especiesconsideradas

• examinamosen rutina 19 sistemasenzimáticosparalos queobtuvimosresultados
e
• óptimosencuantoa resoluciónde los zimogramas.Los 19 sistemasenzimáticos

• comprendieronun total de 26 loci putativos.e
• Una vezcaracterizadoslos loci fijados en heterocigosisen los individuos

• híbridos, y con el fin de conocerel alcancede la hibridación, se analizó un

número mayor de individuos de la población del río Águeda empleando

• exclusivamente los geles necesarios para revelar estos loci.

e Finalmente,para contrastarsi el modo de reproducciónempleadoen la

• hibridaciónfue la ginogénesiso la hibridogénesis,analizamosovocitosprimarios

de sesentay treshembrasgrávidas,tres de ellasdiploidesy 60 triploides. Para

• cadahembrase estudiarontanto ovocitos individuales como grupos de ellose
• aplastándolos directamente sobre el mismo tipo de papelillos Watman y

• cargándolossobreel gel de almidón. En ellos seanalizaronlos mismosloci que

e

e
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aparecieronfijados enheterocigosisen el tejido somático,por lo quela ausencia

• de alguno de los alelos en los ovocitos sería indicativo de una exclusión

• genómicay por tantonoshallaríamosenun casodehibridogénesis.

• 2.2.-PolimoifismodelADN mitocondrial
e
• 2.2.1.-Principiosgeneralesy utilidad
e
• Medianteestatécnica se analizael polimorfismo del ADN mitocondrial

• comparandoentredistintos individuos el número y tamaño de los fragmentos

resultantestrasserdigeridaestamoléculaconenzimasde restriccion.

e
El ADN mitocondrial estáconstituidopor una cadenacircular de doble

• hélice quepresentaentre 16.000y 20.000paresde bases(pb) dependiendodel
e
• tipo de organismo.En vertebradosestámuy conservadoy constahabitualmente
e

de cerca de 16.000 pb. A nivel celular se localiza en las mitocondriasdel
• citoplasmay al igual que el ADN nuclearposeepropiedadesautorreplicativas.

• Tanto la talla como el contenido génico es considerablementeestable en
e comparacióncon el ADN nucleary parecehaberpoco espaciopara ADN no

• funcional. La molécula consta de 37 genes los cuales codifican para 22 ARN

• transferentes,2 subunidadesdel ARN ribosomaly 13 proteínasimplicadasen el
e transportede electronesqueseefectúadurantela respiración(Avise & Lansman,

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

• A pesar de esta estabilidad genética es, sin embargo, una molécula que

• evoluciona rápidamentea nivel de su secuencianucleotídica,probablemente

como consecuenciade la carencia de mecanismosde reparación de lase
• mutaciones tras la replicación (Wilson et al., 1985). Se ha comprobadoque el

• ADN mitocondrialevolucionaen vertebradosde cinco a diez vecesmásrápido
e

que el ADN nuclear(Brown et al., 1979; Moritz et al., 1987), estimándoseuna

e
e

e
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tasadel 2% de sustitucionesen la secuenciapor millón de años(Gyllensten&

• Wilson, 1986).

• Durantela reproducción,la hembraesla queaportael citoplasmaal zigoto

• ya que, en el casode queseproduzcasingamia,el espermatozoidenormalmente

sólo aportasu materialgenético.Portanto, la transmisióndel ADN mitocondrial

• seefectúaporvíamaternay estehechoparecebastantegeneralizado,al menosen

• vertebrados(Avise & Lansman,1983;Avise & Vrijenhoek,1987; Goddardel al?,

1989). Sin embargo,existenexcepcionesy en algunasespeciescomoel mejillón

• (Mytilus) sedaun aportede ADN mitocondrialprocedentedel padre(Zouroset

• al?, 1992).

• En definitiva, los genotiposobtenidosa partir del ADN mitocondrial

• representancaracteresno recombinantesque se transmitenasexualmentevía

• materna,porlo quepodemosconsiderarloscomocloneso haplotiposy van a ser

• muy útiles para inferir relacionesevolutivas interpretadasa partir de filogenias

matriarcales(Avise el aL, 1979).

El estudio del polimorfismo del ADN mitocondrial es relativamente

• reciente y se viene efectuado con tres técnicas diferentes: mediante hibridación

• ADN-ADN, por comparación directa de las secuencias de nucleótidos

• (secuenciación)y medianteel análisis de los fragmentosde restricción. De las

• tres técnicas,la última resultasencillay relativamenteeconómica,permitiendo

• tanto estimarla cantidadde divergenciaen la secuenciade dos genomascomo

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

Estatécnicasebasaen la utilización de enzimasendonucleasas,también
• conocidascomo enzimasde restricción,cuyo trabajo consisteen cortarel ADN
e
• enunaposiciónconstantedentrodeuna determinadasecuenciadebasesqueson

• capaces de reconocer. Estas enzimas fueron aisladas en bacterias donde realizan

• unaimportantefunciónde eliminación deADN extraño,conociéndosealrededor

e
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de400enzimasde restricción.Cadaunadeellasreconoceunasecuenciaconcreta

• quevaríanormalmenteentre4 y 6 paresdebases,aunqueenzimasde restricción

• aisladasde diferentesbacteriassoncapacesde reconocerunamismasecuenciade

paresdebases(Dowlingel al?, 1990).

La especificidaddelcorteproducidopor las enzimasde restricciónimplica

• que la digestión de una determinadasecuenciade ADN es un experimento
e
• repetible,obteniéndosesiempreel mismonúmeroy tamañode fragmentos,porlo

quecambiosen estenúmeroo tamañovan a reflejar cambiosen la secuenciade

• ADN, fundamentalmentedebidas a reorganizaciónde la secuencia,adición o
e
• pérdida de fragmentos de ADNo a la sustitución de alguna base en la zona de

reconocimiento.e
e

Los fragmentos de ADN obtenidos tras la digestión se someten a
• electroforesisaprovechandoque la desoxirribosaque constituye la cadenade

• ADN estácargadanegativamenteenun mediodepH neutro.Cuantomayorseael

fragmentomayor serála cargarelativade la moléculay, por tanto,migrarámás

• en un campoeléctrico. Sin embargo,el tamañode poro del gel deelectroforesis

• enel quesesometenamigración(agarosao poliacrilamida)dificultarámáséstaa
e

aquellos fragmentos de mayor tamaño que a los pequeños. La conjugación de
• ambos factores, carga y tamaño, va a contribuir a discriminar con bastante

• precisión fragmentosdesigualesen un gel. Se puede establecerel tamañoen

número de pares de bases de cada fragmento utilizando como referenciae
• fragmentosde tamañoconocidoy comparandosu migración.

• La utilidad de estatécnicaresultaevidentetras lo comentadoen párrafos

• anteriores. En primer lugar,su mayor tasade evolución va a permitir descubrir

diferencias genotípicas que pueden haber pasado desapercibidas en un estudio

• con aloenzimas,permitiendo abordarfilogenias tanto de las especiessexuales

• como de los biotipos unisexualesdebido a su herenciaestrictamenteclonal

(Avise, 1989; Avise,etal?, 1992).

e

e
e
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En segundo lugar, y debido a su herencia materna,esta técnica será

• decisivapara conocercuál fue la especieparentalque ejerció de hembraen el

• cruceinterespecificoya quelos haplotiposdel ADN mitocondrialpresentesen la

especiematernaseránigualesa los presentesen losbiotiposhíbridos(Avise et al,

• 1992). Porotro lado,resultarámuy útil paraprobarsi la direccióndel cruce en la

• hibridación ha sido siemprela mismacomprobando,si de las dos especiesque

hibridan sólo una de ellas actuó siempre como hembraen los sucesosdee
• hibridación (cruce unidireccional)o si individuos de las dos especiespudieron

• desempeñarel papeldehembra(Spolsky& Uzzell, 1986; Quattroet al?, 1992b)

e
• El ADNmitocondrial revela, por tanto, el ancestromaternalde un linaje

híbrido y complementaal genomanuclearcon otro de herenciaclonal. Juntos,

• aloenzimasy ADN mitocondrial son útiles para estimarla diversidadclonal en

• poblacionesunisexualesactuales.Ello esdebidoaquepuedendeterminarsi éstas

surgierona travésdemúltiples fenómenosdehibridacióno por el contrariocomoe
• consecuenciade un crucepuntual,degran éxito, apartir delcual seoriginaronlas

• poblaciones actuales. En este último supuesto, las pequeñasvariaciones

genotípicassedeberíana mutacionesposterioresal fenómenode la hibridación

• (Brown & Wright, 1979;Quattroel al?, 1991;Quattroetal., 1992a).

• La forma más común de abordar los estudios de ADN mitocondrial
e
• mediante enzimas de restricción suele contar con cinco fases principales
e (Dowlinget al?, 1990; Machordom,1992; Avise, 1994):

e• (1) ExtraccióndeADN total a partir de un fragmentode tejido del individuo.

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

un gradientedeclorurode cesio.
e

(3) DigestióndelADN mitocondrialconunabateríadeenzimasde restricción.

(4) Electroforesisen gel de agarosao de poliacrilamidade los fragmentosde

• restricciónresultantesde la digestión.

e

e
e
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e
(5) Fotografiado de los geles y elaboración de los patrones de restricción

• (haplotipos)paracadaindividuo.

• En el presenteestudiose ha introducidouna modificación importantea

• nivel del segundopasoconsistenteen introducir la técnicade PCR (Polymerase

Chain Reaction).MediantePCRpodemosamplificaruna región determinadade

• la molécula de ADN mitocondrial a partir del ADN total obtenido,

• consiguiéndosemillones de copias de una zona deseadapara su estudio

(amplificación),y essobreestazonasobrela queseprocederáa la digestióncon

• enzimasderestricción.e
Aunque no partimos de la molécula entera del ADN mitocondrial, si

• seleccionamosuna región de tamañoapropiadoy en la que se conservenlas

característicasbásicasdel ADN mitocondrial (tasa de evolución adecuaday

• ausencia de recombinación),el estudio será igualmente útil para nuestrose
• objetivos.Dentro de la moléculade ADN mitocondrial,la regiónquecomprende

el gen que codifica para el Citocromo b es idónea para estetipo de análisis

• (Meyer, 1993).

• La ventajade estamodificaciónradicaprincipalmenteen quesustituimose
• la rutinatediosade la obtencióndelADN mitocondrial en un gradientede cloruro
e

de cesiopor otramássencillay rápidamediantela cual sepuedenpreparargran
• cantidad de individuos para la digestión con enzimas en un breve plazo.

e

2.2.2.-ExtraccióndeADN totale
e

Para la obtenciónde ADN total a partir de un individuo almacenadoen
• congeladora -70 0C o frescoseextrajoun trozo de músculode entre 1 y 3 cc de

• la región dorsal.Se tuvo especialcuidadode quelas condicionesdel habitáculoy
e material empleadoestuviesenen condicionesde la máxima esterilidadposible

e

e
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para evitar contaminacionesde nuestromaterial con ADN extraño. Se usó el

• autoclaveparalos materialesy etanolabsolutoparalimpiar el puestode trabajo.

• A continuación se usó el protocolo modificado de CTAB

(Hecadecyltrimethylammonium Bromide) aportado por Doyle & Dickinson

• (1987).

• 2.2.2.1.-Protocolo

• El tejido muscularse depositaenun tubo tipo eppendorfde 1,5 ml y se

• macerajunto con 300 pl del tampón CTAB calentadohasta60 0C. El tejido ya

maceradosemantienea 60 0C durante30 minutos.

• Transcurrido este tiempo, se añaden 300 pl de una solución de

• cloroformo-isoamilalcohol (24:1) y seagita el tubo durantedos minutos, traslo

• cualesseprocedea centrifugarla muestraa 5000gdurante3 minutos.

• Mientras transcurre la centrifugación, en un tubo eppendorfnuevo

• añadimos600pl de etanolabsoluto (enfriadohasta-20 0C) y 25 pl de acetato

sódico(NaOAc, 3M).

Unavezcentrifugadala muestra,serecogela faseacuosa(partesuperior)

y se depositaen el tubo nuevocon etanol y acetatosódico y se centrifliga de

• nuevoa 5000g durante3 minutos.

• A continúación,seretira el sobrenadantedel precipitado,en el queya se

encontrará el ADNde nuestra muestra, procurando que no quede nada de etanol-

• acetatoconel precipitado.

• Seguidamente,seañadendenuevo200 pl deetanolabsoluto(a -20 0C) y

• se lava el precipitadode ADN agitandosuavementeel tubo variasveceshasta

• conseguirdesprenderel precipitadodel fondodelmismo.

e
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De nuevo, se centrifuga la muestraa 5000 g durante 3 minutos y, a

• continuación, se retira el etanol eliminándose los restos con una pipeta.
e
• Posteriormentesedepositael tubo con la muestraprecipitadaen unaestufaentre
e 65 y 70 0C duranteunos minutosparaeliminar totalmenteel etanolquepudiese

• quedar.
e
• Finalmente,seañadenentre50 y 150 pl de aguadestiladaestérily sesitúa
e
• la muestraenla estufaentre65 y 70 0C durantetodala nocheparaqueel ADN se

• diluya bien en el agua. Una vez aislado el ADN medianteesteprotocolo se

• guardaa 5 0C hastasuuso.

• La recetacompletade CTAB consisteen:

Tris-HCl, pH 8,0 100mM lOOml

NaCí l,21ge
EDTA 8,182g

• HecadecyltrimethylammoniumBromide(CTAB) 2,Og

• 2-mercaptoetanol 0,2m1

• El ADN total aisladosesuelecomprobaren un gel rutinario de agarosa

para comprobar si se encuentraen buenas condicioneso si está degradado,

• observándoseen estecasonumerosasbandascomo consecuenciade la acciónde
e
• ADNasas.
e
• Los gelesde agarosaqueseemplearonen el presenteestudio,tanto en la

comprobaciónrutinaria de ADN total como del productode amplificaciónde lae
• PCR o durantela separaciónde los fragmentosde restricción,fueronpreparados
e
• al 2% en 150 ml detampónlx TBE (Tris 0.089M, ácidobórico 0.008My EDTA
e

0.089M), añadiéndose15 pl de bromuro de etidio al final de la cocción. La
e función bromuro de etidio es la de insertarseentre las dos hebrasde ADN y

e
e
e

e
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producir fluorescenciabajo luz ultravioletay de estaforma poderposicionary

• fotografiarlasbandasdeADN.

• Para la migración, los geles se situaronen la cubetade electroforesis
e
• totalmentesumergidosentampónlx TBE, queactuócomotampónde electrodos,

• cargándose las muestras de ADN (aproximadamente 5 pl) en los pocillos

• habilitadosenel gel conunamicropipeta.A las muestrasde ADN seles añadió
e
• 1.5 pl de un marcadorde migración.Junto a las muestrasde ADN tambiénse
e

cargaron marcadores de talla de ADNde hasta 1000 pb que nos serán muy útiles
para determinarel tamañode los fragmentosde ADN con los que estabamos

e
• trabajando.

e
e
• 2.2.3.-Ampl<ficación delcitocromob delADN mitocondrial
e
• UsandoPCRseamplificóun fragmentode 1200pb en el cual seincluye el
e
• gen completo del Citocromo b delADN mitocondrial.Paratal fin secomprobóla

• utilidad ennuestrasmuestrasde ciprínidoseuropeosde los cebadoresdiseñadose
• por Schmidt & Gold (1993) para un ciprínido norteamericano(Lytrhurus

• rosez~innis)obteniéndose un buen resultado.

e
• Los citadoscebadoresconsistenen secuenciascortasdenucleótidos(entre
e

20 y 30) quetienen la función de iniciar la reacciónde PCR. Estasmoléculas
• presentanunasecuenciade basescon alta complementariedad(sobretodo en el
e
• extremo3’) respectoa la secuenciaquepresentanlas regionesque delimitan el

fragmento que queremos amplificar (Avise, 1994).

En esencia,una reacción de PCR consiste en una primera fase dee
• desnaturalizaciónde la doble cadenade ADN medianteel empleo de una

• temperatura elevada en el medio. Comoconsecuencia de esta desnaturalización la

doble hélice se desenrolla y se estira. De esta forma dejan accesibles los

• nucleótidos para el acoplamiento de los cebadores que reconocerán y se situarán

e

e
e
e
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en los lugaresen los quela secuenciade nucleótidosseacomplementariaa la que

• ellosportan.

• Para el acoplamientode los cebadoresse empleaotra temperaturade

• reacción más baja, pero lo suficientementeelevada como para mantener

desnaturalizadala doble hélice. La temperaturade acoplamientoes altamente

• específicade modo que temperaturaselevadassólo permitirán la unión de

• cebadoresen los que la similitud de las secuenciasde reconocimientoseamuy

• alta, mientrasque temperaturasmásbajasvan a perder especificidady van a

• permitir el acoplamientodel cebadoren regionesdondelas secuenciasno son

• totalmentecomplementaríaspudiéndoseamplificar fragmentosno deseados.

• Los cebadoresya situadosactúancomo iniciadores de una reacción de

• replicación del fragmento de ADN que se dispone a continuación,también.

• conocida como fase de extensión, en la que se van añadiendo los nucleótidos

• necesariospara construiruna cadenacomplementaríaa la de ADN ya existente.

Para la replicación de la cadena se usa la enzima Taq polimerasacomo

• moderadorade la agregaciónde nucleótidos.Ella actúacon otra temperatura

• distinta, más elevada, que la que se usó para el acoplamiento de los cebadores. La

elevadatemperaturausadaen la fasede extensiónfacilita y acelerala reacciónde

replicación. El descubrimientoy aislamientode las enzimasencargadasde esta

• función en organismosquehabitanambientesextremos,como son las bacterias

de los manantialestermalescomo Thermusaquaticus(Taq), fue fundamentalya

que a estastemperaturastan elevadasla polimerasade cualquierotro organismo

• sedesnaturalizaríay a 37 0C la reacciónseriademasiadolenta.

• La reacción que acabamos de describir con sus tres fases

• (desnaturalización,acoplamientoy extensión)seproducensobre las dos hebras

• de ADN en sentidoinverso aunquesiempreen el sentidode la replicación.Por

• ello, al finalizar el ciclo sereplicanla dos hebrasy por tanto seobtieneunacopia

del fragmentodeADN denuestrointerés.Esto quieredecirquesi partiésemosde

e
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una simple copia de ADN al termino de un ciclo de PCR obtendríamosdos

copias,por tanto, al término de 30 ciclos habremosobtenido 230 copias del

fragmentoquequeremosprocesar.

De estaforma, a partir de unapequeñacantidadde ADN total vamosa

obtenerun producto final de PCR consistenteen millones de copias de un

fragmentodeterminadode ADN, quepuedeservir de baseparaun estudiocon

enzimasderestricción(ennuestrocaso,el Citocromob delADN mitocondrial).

Los cebadoresutilizadosparala amplificaciónfueron:

LA 5’-GTGACTTGAAAAACCACCGTTG-3’

HA 5’-CAACGATCTCCGGTTTACAAGAC-3’.

2.2.3.1.-Protocolo

Al igual quedurantela extracciónde ADN, durantela preparaciónde la

reaccióndePCRsedebeextremarel cuidadoconel materialy puestode trabajo

paraevitarcontaniinacionesy amplificarun productono deseadopor lo quetodo

el materialempleadohade estarperfectamenteesterilizado.

Paracadaindividuo, sepreparóenun tubo eppendorfde 1 ml unareacción

consistenteen 2 pl de ADN genómico o total, 4 unidadesde Taq Polimerasa

(Promega,Madison, WI), 5 pl de tampón lOx (suministrado en el paquete

comercial junto con la Taq polimerasa)y 5 pl de MgCl2 (0,025 mol 1’

administradojunto conla polimerasa).Tambiénseañaden
5i~1 de unamezclade

los nucleótidosC, T, A, G (2 pmol 1’ de cadanucleótido,BoehringMannhcim,

Indianápolis,IN), que van a constituir las cadenasque se copien durante la

reacción de PCR y 2,5 pl de cada una de las dos soluciones stock de los
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cebadores(10 pmol 1)), y por último, 28 pl de aguadestiladaestéril.La solución

final listaparala reacciónconstade 50 pl.

Justoantesde introducir la muestraen el termociclador,sedepositarondos

gotas de aceite mineral en cadaeppendorfpara evitar la evaporaciónde la

soluciónde reacciónya queseverásometidaaelevadastemperaturas.

La reacciónde PCRserealizóenun termocicladorenel queseprogramó

un ciclo inicial consistenteen tres fases o intervalosde tiempo en los que la

temperetura fue diferente. La primera fase consiste en proporcionar una

temperaturade 95 0C durante60 segundosparaproducirla desnaturalizaciónde

la moléculadeADN. Durantela segundafasela temperaturapermaneceen50 0C

durante60 segundos,produciéndoseel alineamientoo acoplamientode los

cebadoressobre la secuenciaquereconocen,y la tercerafaseconsisteen elevar

denuevola temperaturahasta72 0C permaneciendoasí durante90 segundospara

replicarel ADN (extensión).Estastresfaseso ciclosserepiten25 veces.

El producto final de la reacción de PCR se mantienea 5 0C en el

termocicladory despuéssealmacenaen un congeladora -20 0C.

Previo a su utilización en el análisis de restricción,el ADN amplificado

con PCR se visualizó en un gel rutinario de agarosaal 2% para comprobarsi

realmenteseprodujoamplificacióny el gradodepurezadeésta.

En aquelloscasosen los queseapreciaronsubbandas,comoconsecuencia

de la amplificaciónde fragmentosno deseados,junto a la bandade 1200pb que

engloba el Citocromo b se procedió a repetir la reacción aumentandola

temperaturade acoplamiento.Ello se realizó, como ya hemoscomentadopara

elevarla especificidaden el reconocimientode la secuenciacomplementariaen

los cebadores.En los individuos en los queno se mejoraronlos resultadosse

procedióa la purificacióndelproductodePCRmedianteun paquetecomercialde
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purificación (en nuestrocaso el de la casaPromega)siguiéndoseel protocolo

• especificadoenel boletíntécnico.

• 2.2.4.-Digestióndel citocromob conenzimasderestricción

• El ADN amplificado y purificado de cadaindividuo se va a digerir por

• separadocon cadauna de las enzimasde restricciónquesevana ensayar,porlo

• que la cantidadde reaccionesde digestiónseráigual al númerode individuosa

• analizarporel númerodeenzimasdisponibles.

2.2.4.1.-Protocolo

Cada una de estas reaccionesde digestión se efectuaronen gradillas

• estérilesespecialescon pocillos de 0.5 mí, consistiendocadareacciónen 10 ple
• del productode ADN amplificado, 1 pl de la enzimacorrespondiente,2 pl de

tampón(50-100mM de NaCí,segúnla enzima)y 7 pl de aguadestiladaestéril.e
Las reaccionesya preparadasse incubarondurantetoda la noche a la

temperatura adecuada según la enzima que fuese utilizada (370, 5Q0 ó 60 0C en

• cámara de incubación, al baño maría o en estufa, respectivamente).

• Tras la digestión, los fragmentos de digestión se sometieron a

electroforesisen gel de agarosaal 2%. Una vez finalizada ésta,sevisualizaron

conluz ultravioletay sefotografiaron.e
En el presenteestudio,las enzimasempleadasen las reaccionesfueronlase

• siguientes: Aval, AvaII, BamHI, BclI, BglII, BstEII, BstNI, EcoRI, EcoRV,
e
• HindIII, MluI, MseI,NcoI, NdeI,NheI,PvuII, SacI,SacIIy TaqI. Enla Tabla6 se

muestranlassecuenciasde paresdebasequereconocecadaunay la temperaturae
• óptimapararealizarsufuncion.

e
e
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Tabla 6. Enzimas de restricción utilizadas
polimorfismodelADN mitocondrial.

en el análisis del

Enzima de
restricción

Secuenciade
reconocimiento

Temperatura de
incubación

Aval C’(T/C)CGUG 370

Avail G’G(A/T)CC 370

BamHI G’GATCC 370

Rc/I T’GATCA 50~

Hg/II A’GATCT 370

BstEll G’GTNACC 600

BstNI CC’(A/T)GG 600

EcoRI G’AArI7C 370

EcoRV GAT’ATC 370

H/ndIII A’AGCTT 370

MluI A’CGCGT 370

MseI T’TAA 370

NeoI C’CATGG 370

NdeI CA’TATG 370

NheI G’CTAGC 370

Pvuli CAG’CTG 370

SacI GAGCT’C 370

SacII CCGC’GG 370

TaqI T’CGA 65~

(‘) representaelpuntoprecisodecorte.
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3.- Tratamientode los datos

3.1.- Cálculodel contenidodeADNcelularconcitometríadeflujo

El contenidode ADN de las célulasde corazónde cadamuestraanalizada

(Cm) se determinacalculandoel cocienteentre la fluorescenciamedia en las

células del pez (F~,J y la fluorescenciamedia de las células humanas(Eh) y

multiplicandopor el contenidodeADN de las célulashumanas(Ch) tomadoen el

presenteestudiocomo 7 pg. La mismamuestrade solución estándarde sangre

periférica humana fue usadadurante todo el análisis para permitir que los

resultadosfuesencomparables.

C~==x Ch

Parala adquisiciónde los núcleosdel tejido cardiacoy obtenciónde los

valoresde fluorescenciaseempleoel programaLYSIS II BectonDickinson.

3.2.- Variabilidad intrapoblacional

3.2.1.-Aloenzimas

Los datosobtenidosde los zimogramasseintrodujeronenunahoja

de cálculo y más tarde se codificaron en una matriz de entradaen lenguaje

FORTRAM paraserprocesadosmedianteel programaBIOSYS-1 (Swofford &

Selander, 1989).
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Medianteesteprograma,se obtuvieronlas frecuenciasalélicasy también

seanalizaronlos parámetrosde variabilidadgenéticade las poblacioneshíbridas

y de los supuestosparentales,y secomprobóel equilibrio de Hardy-Weinberg.

Los parámetrosde variabilidad genética estudiadosfueron el número

mediode alelospor locus (A), la tasade polimorfismo(P) y la heterocigosidad

observada(H0) y teóricaoesperada(HT).

En el cálculodelnúmeromediode alelospor locus seempleóla fórmula

Ea

r

donder = número de loci y a = númerodealelosenun locus.

La tasa de polimorfismo se mide como el tanto por ciento

polimórficos por población.En el presentetrabajo se ha considerado

comopolimórfico cuandola frecuenciadel alelomáscomúneraigual o

95% (criterio del95%).

de loci

un locus

menoral

La heterocigosisteóricase calculaen funcióndel númeromediodealelos

existentes en cada locus y de la frecuencia que éstos presentan. Se estima

mediantela fórmula:

rj~

HT=Z—

donder = número de loci y h = índice de diversidad genética de cada locus y

vienedefinidopor la fórmula:

e

e

e

e

e
e
e
e
e
e

e

e
e
e

e
e
e
e

e

e

e
e

e
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h =1—Z q7

donde q1es la frecuencia del alelo i en el locusdado.

Cuandola población está en equilibrio la heterocigosisobservada(H0)

debe ser semejantea la teórica (HT), que entonces será equivalentea la

probabilidad de que un individuo sea heterocigotoen un locus dado. Sin

embargo,cuandolas poblacionesno son panmícticas,como presumiblemente

ocurrecon los individuoshíbridosen los quetodoslos crucesno son igualmente

probablesy en los que determinadosloci aparecenfijados en heterocigosisen

todala población,seda un excesodeheterocigosisobservadamuy por encimade

la esperada.En estoscasosel único estimadorde la probabilidadde encontrara

un individuoheterocigotosenun locus dadoesla heterocigosisobservada(H0).

La ley de Hardy-Weinbergespecifica que las frecuencias génicas y

genotípicaspermaneceninvariablesgeneracióntrasgeneración,por lo que si en

unapoblacióndadaencontramosdos alelosay b deun mismo locus,siendop la

frecuenciadel alelo a y q la frecuenciadel alelo b, entoncesp + q = 1, y la

frecuenciacon que apareceráun individuo homozigotoaa, un homozigotobb o

un heterocigotoabvendrádadapor la fórmula:

+ 2pq+ q
2 = 1

Estaley sebasaen dos hipótesis de partida que son el considerara las

poblacionescómoinfinitas y panmícticas(fecundaciónal azar)y, además,asume

que no se dan en ellas fenómenosdispersivoscomo mutaciones,migracióno

selección.En el casode los organismoshíbridosestasasuncionessoninsalvables,
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ya quelaspoblacionesno parecenserpanmícticas,ni tampocoinfinitas (Avise et

al., 1992; Vrijenhoek, 1994) y ademáspareceexistir una selecciónecológica

fuertesobredeterminadosclones(Vrijenhoek, 1 984a).

3.2.2.-ADNmitocondrial

La longitudde los fragmentosde restricciónsedeterminóconel programa

GelReaderv2.0 (NCSA SoftwareTools Group, 1991) a partir de las fotograflas

tomadassobre los gelesy usandocomo referenciadistintosmarcadoresde talla

dehasta2000pb quesehicieronmigrarencadagelconlas muestras.

Los patronesde corte (númerode fragmentosy longitud de los mismos)

producidospor las distintasenzimassobreel citocromob permitierondeterminar

los haplotiposexistentes,constituyendoun haplotipo todos aquellos individuos

quemostrabanel mismopatrónde corteparacadaunade las enzimasanalizadas.

3.3.- Variabilidad interpoblacional

3.3.1.-Aloenzimas

A partir de las frecuenciasalélicasobtenidasen los zimogramassepuede

estimar el grado de diferenciacióngenética que se ha producido entre dos

poblaciones.Paracalcularestadiferenciaciónseutilizan ciertos índicesque son

capacesde estimarel númerode sustitucionesalélicasquehansido acumuladas

desdela separaciónde dos grupos. O lo que es lo mismo, el número neto de

codonessustituidosen un locus desdeque esasdos poblacionescomenzarona

evolucionarpor separado.

Existeunagranvariedadde índicesparacalcularla divergenciao distancia

genéticaentre las poblacionesy todos ellos han sido definidos partiendo de
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distintas asuncionesbiológicas y matemáticasque les proporcionan ciertas

• propiedadesy ciertaslimitaciones.
e
• Los índicesmáscomúnmenteusadossonlos deCavalli-Sforza& Edwards
e
• (1967), Fitch (1971), Nei (1972), Rogers(1972), Nei (1978),Wright (1978) y
e

Hillis (1984), y de entre ellos destacamoslas distanciasde Nei (1972) y de
• Cavalli-Sforza& Edwards(1967) (distanciasde arco y cuerda).Una discusión
e
• más detalladade la mayoríade los índices existentespuede verse en Wright
e

(1978)y Nei (1987).
e

El índice de Nei es uno de los másutilizados en la literaturaa pesarde
• habersido criticado(Farrís, 1981; Hillis, 1984) ya que, por un lado, asumeuna
e
• tasade sustituciónde genespor locus uniformetanto entredistintos loci como
e

entreorganismos,y por otro lado, esunadistanciano métrica, incumpliendoel
• axioma matemáticode la desigualdaddel triángulo. Sin embargo,esteúltimo
e
• inconvenienteparececorregirseal aumentarel númerode loci estudiados(Nei el

e
al, 1983).

e
La distanciadeNei (D) semide como:

D=-lnIe
e
e
e
• donde1 representala identidadgenéticaentrelas dospoblaciones,variandoentre
e
e O y 1 (ningúnalelo en comúno todoseh comúne igual frecuencia).La identidad
• genéticaseobtienede la fórmula:
e
e
e
e
• 1= Ex)

:

• ExtE<e
• donde X~ = frecuencia del alelo i en la poblaciónX, e = frecuencia del alelo i ene
• la poblaciónY.
e
e
e
e
e
e
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e

El índice de Cavalli-Sforza& Edwards(1967) estambiénmuy utilizadoe
• en la literaturaya queno presentaalgunasde las limitacionesdel índicede Nei,
e
• incorporandoasuncionesrealistasdesdeel punto de vista biológico sobre la

naturalezade los cambios evolutivos que modifican las frecuenciasgénicase
• (Swoford& Olsen,1990).
e
e
e
e

D~= (1/L)Z(20/n)2
Le

e
e
e
e donde O = cos’ X X,Y siendo A~ = frecuenciadel alelo i en la poblaciónX, e ~

= frecuencia del alelo i en la poblaciónY.e
e

Parael cálculode las distanciasgenéticasentredistintaspoblacionesde
• especiesbisexualesseutilizó tambiénel programaBIOSYS-1 introduciendoen la
e
• opción SIMDIS del programael índice deseadopara la estimade la distancia
e
e genética.
e
e

3.3.2.-ADNmitocondriale
e
e A partir de los patronesde corte de las enzimasse puede calcular la
e
e divergencianucleotidicaentredos individuossiguiendoel métododeNei & Li
• (1979).La divergencianucleotídicaentredos individuoso poblacionessedefine
e
• comoel númeromedio de sustitucionespor secuencianucleotidica(d) y viene
e
e representadopor la fórmula:

• d=2ríe
e

donde1’ esla tasade sustitucionesnucleotídicasduranteel tiempotranscurridois.

e
Sin embargo,la divergencianucleotidicasuele estimarsea partir de la

• simplemedidade la proporciónde fragmentosde restricciónquecompartendos
e
e
e
e
e
e



e
e
e
e

Material y Métodos El complejoT alburnoides58e
e

taxapara una secuenciadeterminada(Upholt, 1977), por lo que si N~, IV,, y ~
• representanel númerodefragmentosde restricciónobtenidosde la secuenciadel
e
• individuo X, del individuo Y y los compartidospor X e Y respectivamente,la
e
e proporción de fragmentos compartidos se calcularía mediante la fórmula:
e
e

2M~e•
e
e
e
• Por tanto, el númerode sustitucionespor nucleótido (o aproximadamente,el
e
• porcentajedenucleótidossustituidos)seestimamediantela fórmula:
e
e
e
• -lnF

• r
e
e
e
• donder esel númerode paresdebasesquesonreconocidasporlas enzimasen el
e
• puntode corte.Comor varíaentreunasenzimasempleadasy otras,el valor dep
e

debecalcularseindependientementepara aquellasenzimasque reconozcanuna
• secuencíade cuatro,cinco o seisparesde bases,y el valor final de la distancia
e
• serála mediaponderadade estosvalores(ver revisiónenAvise, 1994sobreotras

estimasde la divergencianucleotídica).e
e
e Pararealizarestoscálculos,sehausadoel programaREAPv4.0 (McElroy
• et al., 1992) y de estaforma segeneróunamatriz deporcentajede sustituciones
e
• nucleotídicaspor secuenciade reconocimiento(d) siguiendoel método antes
e
e expuesto (Nei &Li, 1979).
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
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3.4.- Reconstruccionesfilogenéticas

Los datosobtenidosdel análisis del polimorfismo de los fragmentosde

restricción nos permiten abordar la filogenia de los individuos en base al

citocromob.

Parael estudiode la filogenia hemos consideradodos aproximaciones

distintas (ver amplias revisiones en Swofford & Olsen, 1990; Avise, 1994): en la

primera,setiene en cuentalos datosde distanciasgenéticas,y en la segunda,se

tieneen cuentalos datoscualitativoso de estadosdelcarácter.

3.4.1.-Distanciasgenéticas

Esta primera aproximación consisteen estimar cuantitativamentelas

divergenciasa nivel genéticoqueexistenentredos secuenciasdenucleótidos,dos

individuos o dos organismosu OTUs (OperationalTaxonomic Units). Las

unidades en que se mide las distancias genéticas varía con la fuente de

informaciónmolecular, y así, para electroforesisde aloenzimas,las distancias

genéticasseinterpretancomoel númeronetode codonessustituidosenun locus

quehan sido acumuladasdesdela separaciónde dos grupos,mientrasque para

estudiosde fragmentosde restriccióndelADN seestimancomoel númeromedio

desustitucionesdebasespor secuencianucleotídica(Avise, 1994).

El procedimientobásicopara construir la filogenia del grupoconsisteen

generarunamatriz de OTU x OTU en la queaparezcanlas distanciasgenéticas

estimadasentre cadados taxa. A partir de estamatriz, el método consisteen

buscarla distanciamáspequeñaestimadaentredostaxa.Unavez encontrada,los

dos OTUs (por ejemploA y B) quepresentanestamenordistanciaentresí son

agrupadoso unidos mediante un nodo interno y esta unión será reflejada

representandolos dos OTU en los extremosde sendasramasunidaspor el nodo

enunaposiciónapropiadaa lo largo de un eje dedistancias.La matrizseanaliza
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de nuevoparaencontrarla siguientedistanciamenordeentrelas quequedan,y si

• ésta se diese entre un nuevo OTU (C) y otro que ya se hubieseagrupado

• previamente(por ejemploA), la uniónno seestableceríadirectamenteentreellos,

• sino entreel nuevoOTU (C) y el nodo interno (A-B) previamenteformado.La

• posición en el eje de distanciasen la que apareceríael nuevonodo interno se

determinaríamedianteel cálculode la mediaaritméticaentrelas distanciasde C

conrespectoa los otrosdosOTUs(A y B), agrupadospreviamente.

De estemodo,cadaramadel nodo serepresentadelmismotamañodebido

• a que cadaOTU contribuyede igual maneraen el cálculo de las distancias
e
• medias.Por ello, estemétodotambiénseconocecomo “unweightedpair group

• method with aríthmetic averages” (UPGMA) (Sneath & Sokal, 1973). Una de las

• principalescaracterísticasde estemétodo es que asumeunatasa de evolución
e
• similar en todas las ramas del dendrograma,o lo que es lo mismo, que la

divergenciaquesehaproducidoentrelos distintosOTUshasidoal mismoritmo.e
Existenotros tres métodosampliamenteusadosparaestimarfilogenias ae

• partir de distanciasgenéticasy sediferenciandel UPGMA, básicamente,en que
e
• no asumenestauniformidaden cuantoa la tasade evolución entre las distintas

ramasdel dendrograma.Estos tres métodosson el de FITCH-MARGOLIASH

• (Fitch & Margoliash, 1967), el de NEIGHBOR-JOINING (Saitou & Nei, 1987),

• y el deWAGNER (Farris,1972).

• De entre estos tres métodos destacamosde Neighbor-Joiningpara el
e

tratamiento de los datos obtenidoscon el análisis de restricción, ya que se

• asemejamuchoal UIPGMA y, además,es adecuadopara aquelloscasosen 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 separación entre cada par de nodos se corrige en base

• a la divergenciamedia que presentanéstoscon respectoal resto de los nodos

(Saitou & Nei, 1987). El efectoque se consiguemedianteeste ajustees el de

e
e
e
e
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normalizar la divergencia de cada taxón por su tasa de evolución media

(Swofford& Olsen,1990).

Usando la matriz de distanciasobtenidasa partir de las sustituciones

nucleotidicassecreóun dendrogramaen el queseagrupanlos taxaen funciónde

la similitud de las secuenciasnucleotidicasy para ello seempleó el programa

MEGA vl.01 (Kumeretal?, 1993)

3.4.2.-Datos cualitativos

Las técnicas moleculares aquí estudiadas son también capaces de

proporcionar caracteres discretos que serán empleados para hacer

reconstrucciones filogenéticas. Los caracteres a estudiar vienen definidos por

distintosestadosquepuedenser dos (caracteresbinarios,comola presenciao la

ausenciade esecarácter)o puedensertreso más(caráctermultiestado,comoel

tipo denucleótidoqueseencuentreenunaposiciónparticularen la secuenciadel

ADN). La técnicaempleadaencadacasonosproporcionaráel estadodelcarácter

quepresentacadaOTU.

En el casode datosaloenzimáticoslos caracteresconsideradossonlos loci

mientrasquelos estadosdel carácterson las posiblescombinacionesalélicasque

se puedendar en cadalocus. En los estudioscon enzimasde restriccióncada

enzimacon quesetrata la secuencíasedael caráctera considerar,mientrasque

los estados del carácter lo constituirían todos los posibles patrones de corte

(número de fragmentos y tamaño de los mismos) que produciría una

endonucleasa concreta.

A partir de las matricesde estadosdel caráctery usandolos principiosde

parsimonia podemos construir un árbol filogenético en el que se requiera el

menornúmerodepasosevolutivosparaexplicarlas diferenciasobservadasentre

los OTUs (métodode máximaparsimonia).Este métodosepuedeempleartanto
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para caracteresordenados(como los fragmentos de restricción) como para

• caracteresdesordenados(los alelosde un locus enelectroforesisdealoenzimas)y

• presenta la ventaja de que puede emplearse sobre caracteres que no tienen

polaridad(aquellosen los queno se conoceel estadoancestraly el estadodel

• descendiente).

• Al igual que ocurre con los datos de distancias genéticas, para las matrices

• de estadosdel caráctertambiénexistendistintos métodosde análisisen los que

varían las asuncionesde cómo ocurren las transformacionesen los estadosdel

• carácter. Los más comúnmente usados son:

• El métodode parsimoniade Wagner(Farris, 1970; Kluge & Farris, 1969), en

• el queseconsiderala reversibilidadde los estadosdel carácterdentrode un árbol

con igual probabilidadde cambio en ambas direcciones.Los caracteresque

• utiliza son binarios o multiestadoordenados,considerándosela reversibilidad

• sóloentreaquellosestadosadyacentes.

• El método de parsimoniade Dollo (Farris, 1977), puedeser aplicado sobre

caracteres binarios o multiestado ordenados en los que además se conozca la

polaridad en dichos caracteres (se conozca el estado ancestral), aunque no es una

• exigencia.Estemétodo esapropiadocuandola probabilidadde reversiónde un

estadodel caráctera otro no esla mismaqueen el sentidocontrario(asimetría).

• Por ello, se ha sugeridoque este método es el más apropiadopara caracteres

• basadosen fragmentosde restricción(DeBry& Síade,1985; Avise, 1994) debido
e a que la pérdidade un punto de corte parauna enzimade restricciónes más

• probable que la aparición de un punto de corte nuevo. Una mutación puntual que

• sustituya un nucleótido en una zona de corte elimina la posibilidad de
e

reconocimientopor partede la enzimade restricción.

e
e

e
e
e
e
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El métodode parsimoniade Camin-Sokal(Camin& Sokal, 1965)esel menos

usadoen estudiosmolecularesya queparte de la asunciónde quelos cambios

evolutivossonirreversibles.

En cualquiercaso,a partir de cierto númerode caracteresy de OTUs, el

número de árboles filogenéticos que se podría construir es enorme y para

limitarnos a aquellosen los quela filogenia seexplicadesdeun punto de vista

más parsimoniosose suelen utilizar distintos algoritmos (exhaustivos,branch-

and-bound,heurísticos)quehacenunabúsquedaselectivade aquellosárbolesen

los quese explica las diferenciasgenéticasentrelos OTUs medianteun menor

númerodepasosevolutivos(menorlongituden las ramas).

Finalmente,para estimar cuánto de real tiene nuestrainferenciade la

filogenia, se usan,entre otros, ciertos métodosde entre los que destacael 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 númerooriginal de observaciones(réplica).

Tras efectuarmúltiples réplicas,los caracteresson pesadosde acuerdo con el

númerode vecesqueaparecenen cadaréplica, y así, si unaagrupaciónconcreta

apareceen el 95% o más de los árboles construidos mediante las réplicas

empleadas,sepuedeconcluirqueesaagrupaciónsesoportasignificativamente(a

unnivel del 95%).

Para los datos aloenzimáticos las reconstruccionesfilogenéticas se

realizarona partir de la comparaciónde matrices de pasospara cada locus

siguiendoel procedimientorecomendadopor Mabee& Humphries(1993). Las

matricesdepasosse construyenenumerandotodos los estadosdel caracterque

han aparecidoy las distanciasentreellos. En el casode aloenzimas,todaslas

combinacionesalélicasquesehanencontradoentrelas distintaspoblacionespara

un locusdeterminado,y calculandoel númeromínimo depasosevolutivos que
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seríannecesariosparapasarde unacombinaciónalélicaa otra (de un estadodel

caráctera otro).

En estametodologíase consideracon igual probabilidadtanto la pérdida

comola gananciade un alelo, por lo quecuantomayorseael númerode alelosen

que se diferenciandos combinacionesalélicas determinadasmayor número de

pasosseránecesarioparapasarde unaa otra y por tanto mayor serála distancia

entreellas.

Sin embargo,si construimoslas matrices de pasossólo en base a las

combinacionesalélicasobservadasen los taxa actualespodemosomitir estados

del carácterquepodríanestarpresentesen los taxonesancestrales.Por tanto,se

deberíaconsiderartodas las combinacionesalélicasposiblespara construir el

árbol más parsimonioso.Mardulyn & Pasteels(1994) propusieronun método

alternativosencilloparano tenerquecalculartodaslas combinacionesalélicasy

queestábasadoenciertasreglasparacalcular,apartir de los estadosobservados,

aquellosqueseríanestrictamentenecesariosparagarantizarla búsquedadelárbol

más parsimonioso.Para generarel árbol más parsimoniosoa partir de las

matrices de pasoscon los datos aloenzimáticosusamos el programaPAUP

versión3.1.1 (Swofford, 1993).

También utilizamos el programaREAP versión 4.0 para generaruna

matriz de estadodel carácterde los haplotiposa partir de los resultadosde los

fragmentos de restricción, considerandola digestión con cada enzima de

restricción como un carácter y el patrón de corte que produce sobre una

determinadasecuenciacomoel estadodelcarácter.

Por otro lado, paracrearel árbol másparsimoniosoa partir de la matriz

original de estadosdel carácterde los haplotipos tambiénse usó el programa

PAUTP version3.1.1 (Swofford, 1993).Paraestosanálisis seusó Chondrostoma

polylepiscomogrupoexterno.
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• RESULTADOS

1.- El complejoTropidophoxinellusalburnoides

• 1.1.-Análisisdela ploidíay delaproporción desexos

• Durantelos muestreosrealizadosen las principalescuencashidrográficas

• por dondesedistribuyeel complejo21. alburnoidessecapturaronun total de 177

ejemplares(Tabla 1) distribuidaspor todas las cuencashidrográficasdondeha

• sido citadala especie(Duero,Tajo, Guadianay Guadalquivir)exceptoen la del

• Odiel.

• De los resultados iniciales, habría que destacar el hecho de que

aparecieronindividuostriploides (3n=75)entodaslas poblacionesseleccionadas

• de lascuencasdelDuero,Tajo, Guadianay Guadalquivir.

• En segundolugar,tambiénhabríaquedestacarqueentodasla poblaciones

• el númerodehembrasencontradosuperódesproporcionadamenteal demachos.

• El tercer resultado importante consistióen quela proporciónde individuos

• diploides frente a la de triploides varió de una población a otra,

• independientementede quepertenecieranala mismacuencahidrográfica,al igual

• quelo hizo la proporcióndemachosfrentea la de hembras.

• Tambiénaparecieronun númeroapreciablede individuosa los queno se

lespudo determinarel sexopor observacióndirectade lasgónadas.La causamás

probablees quese trate de individuosjuvenilesqueno hayandesarrolladoaún

• susgónadascomopareceindicar el pequeñotamañode muchosde ellos, pero

tambiénpudo influir la épocade captura.No habríaque descartartampocola

• existencia de individuos estériles con malformaciones genitales como

e
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consecuencia de su origen hibrido pero en ausencia de algún estudio al respecto,

seconsideranaquícomoindividuosjuveniles.

*

Fig. 5. Cariotipos de un individuo triploide 3n=75 en la partesuperiory de otro
diploide 2n50 de 21 alburnoides.
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e
Si bien los tamañosde las poblacionesfueronmoderados,los resultados

• obtenidossonindicativosde la composiciónde laspoblacionesya queenmuchos

• casos éstas estabanconfinadas en pequeñaspozas debido a un período
e prolongado de sequía. Considerandode forma individual las poblaciones

• analizadas para una mejor comprensión los resultados fueron:
e
• RíoÁgueda:La relaciónde machosfrentea la de hembrasfue de 1:9 es

• decir, los machossupusieronel 9,1% del total frente al 81,8%de las hembras.El
e tanto por cientorestanteson individuosjuveniles.En cuantoa la ploidía, resalta

• el hechode quelos individuostriploides sobrepasan,con mucho,el númerode
e
• individuos diploidesen estapoblación. Los individuos triploides supusieronel
e

77,8%frente al 21,2%de los diploides(Tabla7).
e

• Tabla 7. Proporciónde sexos y ploidías en la población del complejo 21
• alburnoidesdel río Águeda.

• Ploidía
Localidad Sexo Diploides Triploides Total

• Río Águeda Machos 1 2 3
• (La Fregeneda,Salamanca) Hembras 6 21 27

• Juveniles 0 3 3
• Total 7 26 33
e
e
e

RíoÁrrago: Enesterío la proporcióndemachosfrentea la dehembrasfue

• de 1:2. El 25,9%de los individuosfueronmachosy el 5 1,8%dehembras,aunquee
• serecolectaronmuchosindividuosjuveniles,por lo quela verdaderaproporción
e

dehembrasen la poblaciónpuedesermayor.
e

El número de individuos diploides resultó ser mayor (62,9%) que el de

triploides (37,1%)en estapoblación,siendohembrasla mayoríade los diploidese
• (Tabla8).

e
e
e

e
e
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Tabla 8. Proporciónde sexos y ploidías en la población del complejo 21
alburno/desdel río Arrago.

Localidad

RíoÁrrago
(Cadalso,Cáceres)

Sexo

Machos

Hembras

Juveniles

Total

Ploidia
Diploides__Triploides

5 2

8 6

4 2

17 10

RíoAlmonte:La proporcióndemachosfrentea la de hembrasresultóestar

muy desplazadahastaéstasúltimas siendode 1:6,5. Los machossupusieronel

10,6% frente al 66,6% de las hembrasy, además,aparecieronun número

apreciablede individuosjuveniles(Tabla9).

Al igual que en el río Arrago, la población del Almonte presentóun

númeromayorde individuosdiploides(66,6%)quede triploides.

Tabla 9. Proporción de sexos y ploidías en la población del complejo 21
alburno/desdel río Almonte.

Localidad

RíoAlmonte
(Jaraicejo,Cáceres)

Sexo

Machos
Hembras

Juveniles

Total

Ploidía
Diploides__Triploides

2 2

18 8
6 3

26 13

Río Tiétar: Se caracterizópor no haberencontradoningún machoentrela

muestracolectada,por lo quela proporcióndeéstosen la poblacióndebesermuy

baja, estando prácticamentetoda la población compuestapor hembras. A

diferenciade las otras dos poblacionesestudiadasen la cuencadel Tajo, la del

Tiétar muestrade nuevounamayor proporciónde individuostriploides que de

Total

7
14

6
27

Total

4

26
9

39
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diploides,consistiendolos primerosun 73,9%frente al 26,1% de los individuos

diploides(Tabla 10).

Tabla 10. Proporciónde sexosy ploidías en la población del complejo 21
alburnoidesdel río Tiétar.

Localidad

RíoTiétar
(Iglesuela,Toledo)

Sexo

Machos

Hembras

Juveniles

Total

Ploidía

Diploides__Triploides

o o
5 14

1 3

6 17

Rio Estena:Debido a la sequía,la poblacióndel complejo 21 alburnoides

estabamuyreduciday limitadaapequeñaspozasen la partealtadel río y por ello

secapturóun númeroconsiderablede individuosjuveniles frente al de adultos.

De cualquierforma, la proporción de machosfrente a la de hembrasresultóser

prácticamentede 1:3, siendo los machosel 16,1% del total de individuos

capturadosy lashembrasel 41,9%(Tabla11).

Con respectoa la ploidia, el númerode triploides (58,1%) excedióal de

diploides(41,9%).

Tabla 11. Proporciónde sexosy ploidías en la población dcl complejo 21
alburnoidesdel río Estena.

Localidad

Río Estena
(NavasdeEstena,C. Real)

Sexo

Machos

Hembras

Juveniles

Total

Ploidía

Diploides Triploides Total

4 1 5

1 12 13
8 5 13

13 18 31

Total

o
19

4

23
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RíoGévora:La proporción de machosfrentea la dehembrasresultóserde

prácticamente1:2, representandolos machosel 30,4%del total de la poblacióny

las hembrasel 56,5%. El 13,1%restantese debióa individuosjuveniles(Tabla

12).

En cuantoa la proporción de diploidesy triploides, los últimos resultaron

sermásnumerososconun 65,2%frenteaun 34,8%de los diploides.

Tabla 12. Proporciónde sexosy ploidías en la poblacióndel complejo 21
alburno/desdel río Gévora.

Localidad

Río Gévora

(Alburquerque,Cáceres)

Sexo

Machos
Hembras

Juveniles
Total

Ploidía
Diploides Triploides

4 3

2 11
2 1
8 15

Total

7

13

3
23

Rio Alburrel: La proporción dehembrasqueseencontróen estapoblación

fue muy superior a la de machossiendo la relaciónde 13:1. Los porcentajes

encontradosfuerondeun 6,3%paralos machosy de un 8 1,2%paralas hembras

(Tabla13).

En esta población el número de ejemplares diploides resultó ser

ampliamentemayoral de triploides,siendolos porcentajesde un 87,5%paralos

diploidesy deun 12,5%paralos triploides.

Tabla 13. Proporción de sexos y ploidias en la población del complejo 7’.
alburno/desdelrío Alburrel.

Localidad

Río Alburrel
(ValenciadeAlcántara,

Cáceres)

Sexo

Machos

Hembras
Juveniles

Total

Ploidía
Diploides__Triploides

1 0

11 2
2 0
14 2

Total

1

13

2

16

e

e

e

e

e
e
e
e

e

e

e

e
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Rio Rumblar: La proporción obtenidade machosfrente a la de hembras

• supusounarelacióncasi de 1:7, siendoel porcentajedemachosun 12% frente al

• 80% queseobtuvo en el casode lashembras(Tabla 14).

• Los individuostriploides superarona los diploidescon un porcentajedel

68%frente al 32%de los diploides.Los valoresabsolutosfiguranen la Tabla14.

• Tabla 14. Proporciónde sexosy ploidias en la población del complejo T
• alburnoidesdelrío Rumblar.

Ploidía

Localidad Sexo Diploides Triploides Total

• Río Rumblar Machos 1 2 3
• (El Centenillo,Jaén) Hembras 6 14 20
• Juveniles 2 1 3
• Total 9 17 26

• Si consideramosconjuntamentelos datosobtenidospara cadapoblación

obtendremosunos datosglobalesque puedendamosuna idea de la estructura

poblacional como una unidad. Además, en cada población los tamaños

• muestralespuedensesgarlos valoresobtenidosparalas proporcionesde sexosy

• ploidías, por lo que una visión del conjunto de las poblacionesmanejaríaun

• tamaño de muestra mayor que evitaría este problema.

En la Tabla 15 sereflejanlos valoresglobalesparatodas las poblaciones

• obteniéndosequeel 13,8%de los individuosanalizadosfueronmachos,el 66,5%

fueronhembrasy el 19,7%juveniles

• Paralelamente,la proporción de ploidías resultó ser del 45,9% para los

individuosdiploidesy el 54,1%paralos tríploides.

e
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Tabla 15. Proporción de sexos y ploidías en todas las poblacionesdel
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

• Habría que mencionarfinalmente, que al igual que lo obtenido por

• Collares-Pereira(1985), en un número apreciablede individuos diploides y

• triploides, el conteo de cromosomasno siempre arrojó valores de 2n50 y

3n=75,respectivamente.También se obtuvieron valores de 2n=48 y 49 ó de

• 3n=70,71, 72 y 73, aúncuandoel conteoseefectuósobrevariasplacasmitóticas

• enunmismoindividuo.

Los muestreosmásintensivosrealizadosen la poblacióndel río Águeda

paraanalizarel fenómenode la hibridaciónpermitieronquesedispusiesede un

• mayornúmerode individuos(233 ejemplares).Comoseindicó en el capítulode

Material y Métodos, todos los ejemplares fueron llevados al laboratorio y

e
sexados,pero sólo una parte de ellos (132 ejemplares)fueron cariotipadosy

• sometidosa electroforesisde proteínas.Algo parecidoocurrió con la población
e

del río Estena,aunqueen ésta,prácticamentetodos los ejemplarescapturados
• fu¿ronanalizados.Los resultadosobtenidosparala proporciónde sexosy ploidía
e
• sedetallanen la Tabla16.
e
• Si analizamos los ejemplares capturadosvemosqueen la poblacióndel río

• Águedala proporcióndemachosfrentea la dehembrasfue prácticamentede 1:5,

e
constituyendolos machosel 18%frente al 80,7%de lashembras.Al aumentarel

• tamaño de la población se observa quela proporciónde machosprácticamentese

duplica con respectoa los datos que ya teníamosde esta población (9,1%),e ..

• mientrasquela proporcióndehembraspermanececasi invariable(81,8%).En la

e
e
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población del río Estena se aumentó poco el número de capturas por lo que las

proporcionesqueyateníamosde estapoblaciónsealteraronligeramenteenfavor

de las hembras.

Tabla 16. Proporciónde sexosy de ploidías sobreel total de individuos capturadosy
examinadosrespectivamenteparalas poblacionesdel complejo 21 alburnoidesen los
ríosÁgueday Estena.

Sexo

Ploidia Total

examinado

Total

capturado2n 3n 4n

Rio Águeda

(La Fregeneda,
Salamanca)

Machos

Hembras

31

10

8

80

2

2

37

92

42

188

Juveniles 0 3 0 3 3

Total 41 86 5 132 233

RíoEstena

(Navasde Estena,
CiudadReal)

Machos

Hembras

1

1

1

12

0

0

1

13

2

22

Juveniles 8 5 0 13 14

Total 13 18 0 31 41

En cuantoa la ploidía, el primer hechoa resaltar,por encimade cualquier

proporción, es el de la aparición de 5 individuos tetraploides con 4n = 100. Estos

individuos no se distinguieron morfológicamente del resto de la población y,

además, presentaron una proporción de sexos aparentemente compensada con 3

machosy doshembras.

El restode los datosobtenidosparaestasdospoblacionessepuedenver en

la Tabla 16 y de ellos resulta evidente que los machos resultaron ser

predominantementediploides,aunquetambiénseencontraronalgunosindividuos

e

e

e

e

e

e

e

e

e
e

e

e
e

e
e
e

e

e

e
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triploides. Sin embargo, las hembras fueron en su mayoría triploides,

• encontrándosealgunasdiploides.
e
• En la población del río Águeda, tres individuos inmadurosque también
e
• entraronen el análisis,resultaronser triploides,mientrasqueen la poblacióndel

río Estenalos 13 juveniles capturados fueron mayoritariamente diploides.

Por tanto, los individuos triploides supusieronel 65,2% del total de lae
• muestra del río Águeda. Del mismo modo, en el río Estena, los triploides

• resultaron ser el 58,1% de la muestra. Sin embargo, estos porcentajes de ploidías

no debemos interpretarlos como representativos de estas poblaciones ya que,

• como se comentó anteriormente,los ejemplares no se eligieron al azar

• seleccionándose intencionadamente casi todos los machos para ser cariotipados y
e

analizados mediante electroforesis de proteínas. Dado que éstos son

• predominantementediploides, estanamoscometiendoun error al sobrestimarla

• proporciónde individuos diploides (34,8%respectoal 2 1,2% estimadopara 33
e individuos).
e

Con respectoa los valores de contenido de ADN medidoscon citometría

• deflujo seconfirmóla existenciade individuospoliploides3n y 4n, obteniéndose

• valoresdiscretosquepermitendistinguirde forma inequívocaunosindividuosde

otros y conrespectoa los individuosdiploides.e
Los valores encontrados fueron representadosen histogramas dee

• frecuencia conr el programa LISYS II apareciendodos picos discretos de

• contenido de ADN (uno para la muestrade sangrehumana tomada como
e referencia y otro para la muestra problema), con coeficientes de variación

• (varianza obtenida en la medida de la fluorescenciaen los 20.000 núcleos

• analizados)entre0,5 % y 5 %. Los resultadosvienenexpresadosen la Tabla 17.

e-

e
e
e
e
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Tabla 17. Contenidosde ADN obtenidospara los distintos nivelesde ploidía obtenidos
en los ejemplaresdel complejo 21 alburno/des.El contenido de ADN se midió en
picogramos(pg).

Nivel de ploidía
Indice de ADN Contenido

de ADN (pg)Rango Moda

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 ADNobtenido para otras especies de ciprínidos analizadas

en este trabajo resultó ser muy próximo al encontradopara los individuos

diploidesdel complejo 21 alburno/des. ParaLeuciscuscarolitertii el contenido

medio de ADN fue de 2,79pg mientrasqueparaCh. polylepisduriensisfue de

2,95 pg, por lo que no pudo ser utilizado para estudiar las posibles especies

parentalesquedieron lugaralos híbridos.

1.2.- Análisispoblacionalmedianteelectroforesisdeproteínas

A partir de los 132 individuos seleccionados en la población del río

Águeda se desarrolló un estudio exhaustivo de aloenzimas para tratar de resolver

algunas cuestiones sobre el fenómeno de la hibridación.

Durante la puestaa punto de la técnica se analizaronun total de 23

sistemas enzimáticos obteniéndose buenos resultados en 19 de ellos (Tabla 18).

En los otros cuatro sistemas enzímáticos (Aconitasa, Proteína quinasa, Sorbitol

deshidrogenasa y Xantina deshidrogenasa) no se consiguieron resultados

satisfactorios en la resolución de los zimogramas, a pesar de haber utilizado

distintostampones.

e
e
e
e

e

e

e
e
e
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Tabla 18. Sistemasenzimáticos,tejidosy tamponesutilizadosen laelectroforesisde
proteínas.

Sistemaenzimático Código Locus Tejido Tampón

Aspartatoaminotransferasa

Adenilatoquinasa
Carbonatodeshidratasa

Creatinaquinasa
Esterasa

Fumaratohidratasa

Glioxalasa-I

Glicerol-3-fosfatodeshidrogenasa

Glucosa-6-fosfato isomerasa

Isocitrato deshidrogenasa
(NADP+)

Lactatodeshidrogenasa

Malato deshidrogenasa

EnzimaMálica (NAD+)

Manosa-6-fosfatoisomerasa

Peptidasa-B

Fosfogluconatodeshidrogena~a

Fofoglucomutasa

Superóxidodismutasa

Tampones:A= Tris-citratopH= 7,
D Tris-malato-EDTA pH 6.9.

2.7.4.3

4.2.1.1

2.6.1.1 sÁAT~1*

mAAT-1*

AK*

CAH-1 *

CAH~2*

2.7.3.2 CK*

3.1.1.- EST*

4.2.1.2 FH*

4.4.1.5 GLO*
1.1.1.8 GAPDH*

5.3.1.9 GPI~1*

GPI~2*

IDHP-2*

IDHP-3*

LDH-2 *

sMDH-2*

ME-2 *

MPI*

PEPB*

PGDH*

PGM*

SOD*

5.3.1.8

3.4.11.4

1.1.1.44

2.7.5.1

1.15.1.1

Músculo/Hígado

Músculo/Hígado

Músculo

Hígado

Hígado

Músculo

Músculo

Músculo

Músculo
Músculo

Músculo/Hígado

Músculo

Músculo

Hígado
Hígado

Músculo/Hígado

Músculo/Hígado

Músculo

Hígado

Músculo

Hígado

Hígado

Músculo

Hígado

Hígado

Músculo/Hígado

B= Tris-citratopH 8.0, C=PoulikpH= 8.6,

e

e

e

e

e
e

e
e

A

A

A

B

B
A

D
D

B
B

C

D

A

A

A.

C

C

A

A

B

B

A

B

C

C

C
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Los 19 sistemasenzimáticos codificaron para 26 loci putativos que

despuésfueronutilizadosenrutinaparalos 132 individuosde la poblacióndel río

Águeday paratodaslas especiesanalizadascomosupuestosparentales.Sietede

estossistemasenzimáticosfueroncodificadospor másde un locus, tratándosede

loci específicosdedistintostejidosencuatrocasos(IDHP, LDH, ME y GPI).

1.2.1.-Lapoblacióndelrío Águeda

Tras el análisis aloenzimático,los genotiposencontradosparalos 26 loci

examinadosen la población del complejo 21 alburnoides del río Águeda se

clasificaron en tres categoríasdistintasen función del grado de polimorfismo

presentadoparacadaunode los tresnivelesdeploidía (Tabla 19):

1.- Loci monomórficos.Son aquellosqueresultaroniguales en todos los

individuos del complejo. Catorce de los loci estudiadosaparecen en esta

categoríaya queno presentaronpolimorfismoindependientementede sunivel de

ploidía y, por tanto,no resultaronútiles comoloci marcadoresquepermitiesen

distinguirentresupuestoshíbridosy supuestosindividuosbisexuales.

2.- Loci polimórficos. Seconsideraronen estacategoríaaquellosloci que

presentaronpolimorfismo al menosparaalgún nivel de ploidía. Dentro de esta

categoríahanaparecidonueve loci, aunquelos individuostetraploidesresultaron

ser homozigotospara todos ellos a excepciónde paraME-2 ~. Los individuos

triploidespresentaronun mayornúmerode loci polimórficos (GPI-2 “‘, IDHP-2 “‘,

sMDH-2~, ME-2 * y MPI*) y prácticamentela totalidad,a excepciónde MPI*,

fueronpolimórficosparalos individuos diploides.

En aquellos individuos diploides, triploides o tetraploidesen los que

aparecióun alelo distinto al másfrecuente(alelo ~1OO*),el genotiposiemprefue
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heterocigotono apareciendonuncaestesegundoalelo en homocigosis.Al igual

• que en los loci monomórficos,éstostampoconos son de utilidad paradistinguir

individuos híbridos de los bisexuales,apareciendoindividuospolimórficos con

unafrecuenciasimilar entrelos diploidesy los triploides.

3.- Loci en los que todos los individuos del complejo resultaronser

• heterocigotos.Estacategoríaestáconstituidapor tres loci (sAAT-1t PGDH* y

• PGM*). Todos los individuos analizadosen la población del río Águeda

resultaronserheterocigotosparaestostresloci independientementede su sexoy

• de su ploidia. Además,algunosindividuostriploides heterocigotospresentaron

• tresalelosdistintosenel locusPGDH* (Tabla19).

• La heterocigosisencontradamediante aloenzimasfue muy alta en los

ejemplaresdiploidesdel complejo21. alburnoidesdel río Águeda(H0 = 0 151 +

• 0,063). Estaheterocigosisse calculó sólo en los pecesdiploides (la mayoríade

• . ellosmachos)y se observóque excedíaa la heterocigosisesperada(H~ = 0 094 +

0,034) bajo el modelo del equilibrio de Hardy-Weinberg. Este exceso de

• heterocigosissurge como consecuenciade la heterocigosidadfijada en los tres

• loci (sAAT-1t PGDHS y PGM*) que apareció también en los individuos

triploidesy en los tetraploidesdeesteno.

La heterocigosis fijada en varios loci se ha comprobadoque es una

• característicade los vertebradosunisexualeshíbridos(Vrijenhoek, 1990) ya que

• estosloci fijados enheterocigosissonprecisamentelos diagnósticosentrelas dos

especiesparentalesqueoriginaron al híbrido, siendoel genotipo heterocigoto la

• expresiónencodominanciade los alelosheredadosde los dosparentales.

e
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Tabla 19. Patronesgenotipicosencontradosen elcomplejo 21 alburnoidesenla
poblacióndel río Águcda.

Río Águeda(Duero)

Genotiposdel Complejo T. alburnoides

individuos individuos individuos
Locus Diploides Triploides Tetraploides

1. Loel monomórficos en el complejo:
mAÁ21~1* an
CK* an
FH* aa
GLOI* aa
CAPDH* aa
GPI~I* aa
IDHP-1 *

IDHP-3*

LDH~1* aa
LDH~2* aa
sMDH-1* aa
ME~I* aa
PEPB*
SOD* aa
2. Loel polimórficos:
AK*
CA11-1 *

CAH-2*

EST*
GPI~2*

IDHP-2*

sMDH-2*

ME~2*

MPI*A..

3. Loci fijados en heterocigosis:
sAA21~1* ab

PGDH*
PGM*

aaa
aaa
aaa
aaa
ana
ana
ana
aaa
aaa
aaa
aaa
aaa
aaa
aaa

aaa
aaa
aaa
aaa

aaa,aac
ana,aab

aaa,aab,abb

aaa,(ab)1
aan,aab

(ab)’
aab,abb,abc

aab,abb

aaan
aaan
aaaa
aaaa
aaaa
aaaa
aana
aaan
aaan
aaan
aaan
aaan
aaaa
aaaa

anaa
aaaa
anaa
aaaa
aana
aaaa
aana

aana,(ab)1

aaaa

abbb
abbb,ancc

abbb

e

e

e
e
e
e
e
e
e
e

e

e
e
e
e

e
e

e

e

e
e
e
e

e
e

e

e
e
e
e
e

e
e
e

aa,ab
aa,ab
aa,ab
aa,ab

aa,ab,ac
an,ab
aa,ab
aa.ab

aa

ab,ac
ab

(1) genotiposen los que la resoluciónde los zimogramasno permitió inferir la

dosisgénica.
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Los datosobtenidosrechazanclaramentela hipótesisde una segregación

• mendelianaen la población del río Águeda del complejo 21. alburnoides

• indicandoquetoda la poblaciónestaríaconstituidapor individuos híbridos.Por

tanto, todos los individuostriploides y tetraploides,así comolos diploidesquea

• priori se pensabaque constituían la fracción bisexual de la población, son

híbridos.

• Finalmente,habría que destacarque para algunos loci en individuos

triploides heterocigotosse encontraronvariacionesen las proporcionesde los

• alelos.Porejemplo,en los loci sMDH~2*, PGDH* y PGM* deciertosindividuos

• aparecieroncombinacionesalélicas del tipo AAB, mientras que para otros

• individuos la combinaciónfue del tipo ABB. En algunosindividuoshíbridosdel

• río Águeda se detectó para el locus PGDH* la combinación de tres alelos

distintosABC.

• Laimportanciadeestavariaciónen la dosisgénicaescrucialparatratarde

determinar el origen de la poliploidización, descartándoseun mecanismode

• duplicacióngenética(Cimino, 1972) como base para la síntesisde individuos

• triploides.

1.2.2.-Patronesdedosisgénida

Los genotiposde los heterocigotostriploides (3n) y tetraploides(4n)

puedeninferirse con cierta facilidad a partir de los patronesde dosis génica

reconocidospor las diferenciasen las intensidadesde tinción en lasbandasde los

zimogramaselectroforéticos.

Como puedeapreciarseen la Tabla 19, en estapoblación sehan detectado

individuos poliploides con genotipos heterocigotosentre los que varía la

proporción de alelos para un locus dado. Esto se ha determinadoporque

presentandistintasintensidadesen las bandascorrespondientesa cadaalelo. Por
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ejemplo, en los individuos triploides heterocigotospara el locus sMDH~2* de

ambaspoblacionessepuedeinferir sugenotipocomo*aab ó *abb basándonosen

los patronesdedosisgénica(Fig. 6).

Fig. 6. Patronesdedosisgenéticade los diferentesgenotipos.

Expresándolocon otraspalabras,si una proteínaestácompuestapor dos

subunidadespara ser funcional (dimérica), y un genotipo del tipo *aab está

aportandodos dosis deunasubunidadde tipo A y unadosisde unasubunidadde

tipo B. Éstasvan apolimerizaral azarendímerosfuncionalesde acuerdocon lo

esperadotras el desarrollo del binomio (2A + B)2, resultando la siguiente

proporciónde bandas:4AA:4AB: lBB. Paralelamente,el genotipo*abb aportará

dos dosis de la subunidadde tipo B y unadosisde la subunidaddetipo A por lo

que, tras la polimerización, se produciráuna proporción de bandasdel tipo

1AA:4AB:4BB.

Sin embargo,las excepcionesfueronlos loci ME-2t sAAT-1* en los que

la resolución de las bandasobtenidasen los zimogramascon los tampones

utilizados no nos permitieron inferir la dosis genética en los individuos

poliploides(Tabla19).

aab aaa
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2.- Las especiesparentales

2.1.-Las especiesdel río Águeda

Si los individuos híbridos del complejo 21 alburnoides se han

caracterizado por poseer ciertos loci fijados en heterocigosis, las especies

parentalesimplicadasdeberánser distinguidasinequívocamenteanalizandosu

genotipo.Éstedeberásersimilar al de los híbridosy presentaránsólo uno de los

dosalelospresentesenlos loci fijados enheterocigosis.

A fin de conocer qué especieo especiesactuaron como parentales, se

examinómedianteelectroforesisde proteínasla variabilidad aloenziméticaen

distintasespeciesde ciprínidoscomenzandopor las existentesen el río Águeday

su afluente,el río Turones(Tabla4). EstasespeciesfueronLeuciscuscarolitertii,

Chondrostomapolylepisduriensisy Rutiluslemmingii.

Los parámetrosdevariabilidad genéticaencontradosparalas especiesdel

río Águeda incluido el complejo 21. alburnoidessemuestranenla Tabla20.

Tabla 20.Variabilidadgenéticade las especiesdel rio Aguedaconsideradascomoposiblesparentalesde
loshibridos del complejo7’. alburno¡des.Entrepar¿ntesisfiguranloserroresestándar.

Población

N0 medio
de

ejemplares
porlocus

medio
de alelos
por locus

Porcentaje

de loci
polimórficos

Heterocigosismedia

Conteo
directo

Ho

Esperadosegún
Hardy Weinberg

híbridosdiploides
(Rio Agueda)

25,0
(0,8)

1,5
(0,1)

26,9 0,151
(0,063)

0,094
(0,034)

L. caro/iterti/ (Rio
Agueda)

29,2
(1,1)

1,1
(0,1)

7,7 0,025
(0,015)

0,026
(0,,026)

Ch.po/y/ep¡s (Rio
Agueda)

25,7
(1,2)

1,3
(0,1)

11,5 0,010
(0,005)

0,031
(0,012)

R. /emmingi¡ (Río
Turones)

19,8
(0,1)

1,0
(0,0)

3,8 0,020
(0,020)

0,015
(0,015)

e

e
e
e

e

e

e

e

e

e

e

e

e

e

e

e
e
e
e

e

e

e
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Los parámetros de variabilidad encontradospara las tres especies

consideradasmostraronvaloresde heterocigosidadobservadasemejantesa las

esperadaspor el equilibrio de Hardy-Weinberg.La excepción,como ya se ha

comentado, la constituyó los individuos diploidesdel complejo en los que se

encontróun excesode heterocigosiscomoconsecuenciade sucondiciónhíbrida.

Con respecto al polimorfismo, cabria destacar que las poblaciones de L.

carolitertii y de R. lemmingii presentaronvaloresbajos si los comparamoscon

Ch.polylepisy conlos híbridosde 21. alburnoides.

El análisis aloenzimático llevado a cabo sobre los 26 loci antes

comentados permitió comparar las especies consideradascomo posibles

parentalesde los híbridosde 21 alburnoidesdel río Águeda.Los patronesalélicos

de éstasy los genotiposde los híbridossereflejan conjuntamenteen la Tabla21

paraunafácil comparación.

Hay quehacernotarquelas diferenciasen la codificaciónde los aleloscon

respectoa la Tabla 19 sedebena la recodificaciónnecesaria,por la presenciade

nuevosalelos procedentesde otras especies,siguiendolas recomendacionesde

Shakleeet al. (1990).La presenciade nuevosalelosen el análisishacevariar la

posición relativa de los demás con respectoa la migración y por tanto su

codificación. Este hecho será tenido en cuenta en el resto de las tablas

comparativas.
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Tabla21. Patronesgenotipicosde loshíbridos 7’. a/burno¡desy alelos encontradosen lasespeciesdel río
Agueda consideradascomo posibles parentales.En mayúsculase destacanlos alelos diagnósticos
respectoal complejo7’ a/burizo/des.

Cuenca

Genotipos de
7’. albumnoides híbridos

Locus 2n 3n 4n

Duero

Alelos en
L. caro/llertil Ch. po/ylepis R. /ernrningi¡

1. Loci monomórficos en el complejo:
CK* aa aaa aaaa a a E
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~I* aa aaa aaaa a a a
ME~I* aa aaa aaaa a a a
PEPB* aa aaa aaaa a 13 B
SOD* aa aaa aaaa a B C
2. Loci polimórficos:
,nAAT~I* aa aaa aaaa a a a
AK* aa,ac aaa aaaa a B a
CAlI-] * 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~1* aa aaa aaaa a a B,C
GJ~J.2* aa,ab,ac aaa,aaac aaaa a a,c a
JDHP-P 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 a,b b
ME~2* aa.ab aaa,(ab)1 aaaa,(ab)1 a,b a,b a
MPI* aa aaa,aac aaaa a,c a,B a
3. Loci con beterocigosis fijada:
sAAT-P ab (ab)1 abbb a b b
PGDH* ab,ac aab,abb,abc abbb,aacc a b b
PGM* ab aab,abb abbb a a,b b

(1) Genotiposenlos quelaresoluciónde loszimogramasnopennitió inferir ladosisgénica.

Los resultadosobtenidosmuestranclaramenteque Ch. polylepis y R.

lemmingii no son las especiesparentalesque generaronlos híbridos de 21

alburnoides. Los alelos encontradosen diversos loci no aparecieronen los

individuos híbridospor lo que su genotipono escompatiblecon el teórico que

deberíanpresentarcualquierade las especiesparentales.

Resultados

e
e
e
e
e

e
e

e

e

e

e

e
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• Chondrostomapolylepis duriensis presentó siete loci diagnósticos cone
• respectoa los híbridos (AK*, EST*, IDHP-2t IDHP-3S LDH-2“‘, PEPB* y
e
• SOD*) y presentóun alelo marcadoren el locus MPJ* que tampoco estaba
e

presenteen los híbridos. Rutilus lemmingii mostró nueve loci diagnósticos
• respectoa los híbridosde 21 alburnoidessiendoéstos: CAH-1‘~‘, CK*, IDHP~2*,
e

IDHP-3t LDH-1t LDH-2 ‘<‘, PEPAt GPJ-1* y SOD‘e’.
e
• Los alelos encontradosen L. carolitertii tantoparalos tresloci fijados en

heterocigosisen los híbridos como para el resto (Tabla 21), pusieron dee
• manifiestoqueestaespeciefue la que actuócomouno de los parentalesde los
e
• híbridosdelDuero. Sin embargo,el otroparentalno sehaconseguidoidentificar

enlasmuestrasquesehananalizadode la cuencadelDuero.e
e

Dado quehaquedadopatentequelas especiesdelgéneroLeuciscusestán
• implicadasen la formación de los híbridosde 21 alburnoides,sehizo necesario
e
• abordar un estudio aloenzimático exhaustivo sobre distintas poblaciones del
e

géneroLeuciscusen la PenínsulaIbérica, ya que cabría la posibilidad de que otro
• taxa dentro de este género fuese la otra especieparental que hibridó con L.
e
• carolitertii en el río Águeda.
e
e
e
• 2.2.-Análisis aloenzimáticode laspoblacionesibéricas del género
e
• Leuciscus.
e
• Para tratar de localizar a la otra especieparental implicada en el fenómeno
e

de la hibridación serealizó un análisis aloenzimáticosobre 19 poblacionesde
• distintas especiesdel géneroLeuciscususandolos 26 loci empleadosen el
e
• estudio del complejo 21 alburnoides. Para ello se seleccionaroncuatro

poblacionesde L. carolitertii, catorce poblaciones de L. pyrenaicus y unae
• población de L. cephalus.A falta de una caracterización genética para las
e
• especiesmuestreadasen las distintaslocalidadesse siguióla nomenclaturay los
e
e
e.
e
e
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e

patronesde distribución sugeridospara las especiesdel géneroLeuciscuspor
• Doadrio et al. (1991).
e
• Los alelos encontradosen las distintas poblaciones analizadas se
e
• confrontaron con los genotipos obtenidos para los miembros del complejo 21
e

alburnoidesde la poblacióndel río Águeda(Tabla22).
e

De entre los resultadosobtenidoshay que destacarque ningunade las
e

poblacionesconsideradasen el estudiopresentóun patrón de alelos compatible
• con el queteóricamentedeberíapresentarla otra especieparentalquehibridase
e

conL. carolitertii para producir los híbridos.
e
e Si nos fijamos en los loci fijados en heterocigosisen los híbridos del
e
e complejo 21 alburnoides(sAAT-1t PGDH* y PGM*) la otra especieparental
• deberíapresentara la vez los cuatroaleloscomplementariosa los presentadospor
e

L. carolitertii, o sea, sAAT-1*d, PGDH*c, PGDH*d y PGM*c. En ninguna
e
e poblaciónseencontraronindividuos quepresentasenestacombinaciónde alelos
• en los tres loci mencionados,y sólo algunosde ellos,comoPGDH*c o PGM*c
e
• aparecieronpor separadoy enbajafrecuenciaen determinadaspoblacionescomo
• son las de los ríos Almonte,Tiétar, Valparaíso,Almonte,Estena,Valdehornosye
• Matarraña.
e
e
e
e
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e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e



Elcom
plejo7’.alburnoides87

.0
e

je
jC

d
e

jd
~

Q
ejejejejejejej

e
j

o
-e

e
jC

.-.c
’.

-e
jo

e
j

e
j

ej
.0

e
je

je
je

je
je

j-e
e

j

e
j

e
j

e
j

-e
j-e

ej
-e

e
j

e
j

e
j

e
j

e
j

e
je

j
e

j
e

j~
.0

o¿
ej

e
j

i4
e

j
ej

e
j-e

e
j

ej
e

j
e

j
ej

e
j

ej
e

j

.0
.1

1
ej

e
j

~
0e<

,
~

e
j

e
j

CO
CO

e
j

e
j

ej

eej
-~

e

o
e

j
4L.

CL.
ee

j

~
.

~
.
eej

e
j

.0
e

j
~

ej
ej

ej
ej

q
~

e
j

o
e)

e
j

e
j

ej
ej

ej
ej

ej
~

ej
e

j
-e

j
e

j
ej

e
j

e
j

e
j

e
j

e
j

e
j•~

.e
j

e
j

e
j

e
j

e
j

e
j

e
j

e
j

ej

ej
C

~
e

j
C

L
.0

ej
ej

.0
ej

.~
e

jo
e

j
ej

e
j

e
j

e
je

je
je

je
je

j.o
e

je
je

je
je

je
je

j
e

je
j

~
4ejej

o
e

j
e

j
e

j
e

j
CO

e
j.0

e
j

e
j

¿
e

j
e

j
ej

e
j

.0
ej

ej
ej

•.e
j

e
j.0

ej
ej

ejo
e

j
e

j
e

j.0
e

j
CO

e
je

je
je

je
je

je
je

je
je

je
je

je
je

j
ej

e
je

je
je

j
~

e
je

je
je

je
je

je
je

je
je

j
e

je
je

j

‘o
~

a‘E‘oE
ej

e
j.

ej
~.,-—

,
ej

~-‘
o.

ej
~

~
e

j.
o

e
j

e
j

CL.
e

j

-e~ej
ej

.0
e

j

o
e

jC
~

.C
L

.cL
.

e
O

.0
ej

o
¿

e
¿

e
j

e
j

ej
.0

0
d

e
¿

¿
¿

.0
C

~
ej

e
j

‘e
-e

j
CL

CL
o

¿
.0

e
j.0

ej
ej-ee

je
j

‘—
e

j
-e

j
e

j
e

j
e

j
e

j
e

j

.0

e
j

e
j

e
j

e
j

e
je

je
je

j
‘~

.
tO

‘5
e

je
j

e
j

e
je

j
e

je
j

~
ej

e
je

je
j

C
O

C
O

e
je

jC
O

~
~

ej
e

j
ej

‘o‘ooo,
13oo,4>

e
j

.
-e

ej
c

ej
43o-e

ej
ej

<O

ej
~

~,
•2

~

ej
.C

.0
O

‘O
ej

ej
e

j-e
c
~

4
c
~

¿
~

¿
‘<

4
¿

e
je

j
ej

e
j

ej
C

O
C

O
ej

¿
e

j
C

O
C

O
e

j

ej
ej

‘-,
r~

R
esultados

ej
CO

CO

ej
ej

.0e
j

ej
e

jejtoe
j

~0tiOej
‘eeoao.ej
~0ejoejejej

Ialej

u1
-ej¡oOO
.

o.

eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee

e)e
j

o4)e‘4
)be4)

-eLOejejoe.>e
j

oo.

‘eoej4)4)ej4
)

LO4)0
.

LOo4)e
j

CO
“eejejo-eej
‘ee‘o.0oo.e

j

e4)e.,O>ok-oej

koejo.Eoejejejejeoe
j

ej4)oejoej
ejbeLOe

j
ejo‘Oo.<‘1
ele

j

e
j

E-

ej
O-e

j
ej

ej
ej

oej

LOej

ej4)
ejA-

ejo
~

,
4>

LOejejO
4>

3..
-eejo

—OEo

o

LOej
.0e

j
ejLOebeoEoejoejejejo-LOoo

-
ooCL.

cdoe-4
)

beLOo‘ee
j

4
)

e
j

1ejo
-

oejoELOo4
)

‘eej
‘oOejLOeje

j

4)ej
o.LOoejejoo.oe

j
4

)

e
j,c

ej
ej

ej
ej

e
j

e
j

e
j

O
-e

j
e

j

e
j

‘e
o

‘ej
o

e
o

CO
e

j

oe)o
.

Eoej‘Aej4>Oe
j

1.
‘oEOejoE

~
.

ej
enerlOO

-e-e
j

ej

-e-ee
j

COeje
j

Oe
j

‘eeje
j

oOejoejej

‘eCOe
j

ej

ejCqO.4 OejCOejeje
j

e
j

e
j



Resultados Ef complejo7’ alburnoides88

Tabla22. Patronesgenotipicosencontradosenel complejo7’. alburnoides en la población del río Águeda y
alelospresentesen todaslaspoblacionesdel géneroLeuciscus.

Río Águeda Arnola Boedo Eresma Agueda Matarrafia

Genotiposdel Alelosen Alelos en

Complejo 7’. alburnoides

Locus 2n 3n 4n

Leuciscus caroliteflhi L. cephalus

1. Locí monomórficosen el complejo:

,nAAT~l* 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
GLOJ* 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~1* aa aaa aaaa a a a a a,c
LDH~2* aa aaa aaaa a a a,b a a
sMDH~1* aa aaa aaaa a a,b a a a,c
ME-U’ 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 a,b
SODt aa aaa aaaa a a a a a
2. Lcd polimárficos:
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 a,b
EST* aa,ac aaa aaaa a,b a a,b,c a e
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)1 aaaa,(ad)1 a,d a a,b a,d a
MPI* aa aaa,aac aaaa a,c a a,c a,c a,b,c

3. Lcd fuadosenheterocigosis:
sAAT~I* ad (ad)1 addd a a a a a,c
FGDH* ac,ad aac,acc,acd accc,aadd a a,b a a a
PGM* ac aac ace accc a a a a a,c

(1) Genotiposen los quela resoluciónde los zimogramasno permitióinferir la dosisgénica.(7) Loci paralos

queno setuvozimogramasinterpretables.
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Resultados El complejo7’. alburno/des89e
e
• Independientementede estosloci fijados en heterocigosis,la mayoríade
e

las poblacionespresentaronalgunos alelos que no se encontraron en los
• individuosdel complejo21 alburnoides,aunquesólo podemosconsideraralgunos
e
• de elloscomodiagnósticosde la poblacióny utilizarlos,por tanto,paradescartar
e
e esapoblacióncomoposibleparental.Entre éstostenemosdentrodeL. pyrenaicus
• el alelo IDHP~3*b en laspoblacionesde los ríos de la cuencadelTajo (Pesquero,
e
• Almonte, Tiétar y Cedena),los alelosmAAT-1*b y ME~2*b en la poblaciónde
e

estaespeciedel río Fresneda(Guadalquivir),los alelosIDHP-2*d eIDHP-3 *d de
• las poblacioneslevantinas(Algar, Serpis,Bullent y Font de Barret), los alelose
• EST*b y EST*dde las poblaciones del Seipis y Bullent, respectivamente y por
e
e último los alelos FH*b y GAPDH*d en la población de L. cephalusdel río
• Matarraña.
e
• Además,el análisis aloenzimáticohapermitido caracterizargenéticamete
e
• buenapartede las poblacionesibéricasde Leuciscusy aunqueno hanaparecido
e

loci marcadoresentrelas distintasespecies,salvoparaL. cephalus(GAPDH*), sí
• han aparecido loci y alelos marcadorespara determinadaspoblacionespor lo que
e
• parecenecesanoun mejor conocimientode la estructurade la poblacionesy el
e
e análisisfilogenéticode éstas.
e
e
e

22.2.- Lasespeciesgriegas

• Como ya ha sido comentado, se evidenció como necesanoextender lae
• búsquedade los parentalesa las poblacionesgriegas de Leuciscusdada la
e
• implicación en la hibridación de las especiesde este géneroen la Península
• Ibérica. Por otro lado, la consideración de 21 hellenicus(Stephanidis,1939) como
e
• una subespeciede 21 alburnoidesen Grecia(Stephanidis,1971) hahechopensar
e
• quenosencontramosfrente a un fenómenode vicarianza.Porestarazón,la otra
• especieparentalpodríaencontrarseentrelasespeciesde cualquierade estosdos
e
e géneros.

e
e
e
e
e



Resultados El complejoT. a/burno¡des90

Dentro del género Leuciscus, existe una gran controversia a nivel

• taxonómico para determinarel número de especiesy la distribución de las

• mismas(Bianco, 1983; Bianco & Knezevik, 1987, Economidis,1991). Por ello,

se hizo necesano afrontar primero un análisis filogenético de las especies

• basándonosenpoblacionescapturadasen las distintascuencashidrográficas.Una

• vez conocidaslas especiesexistentes,se contrastarongenéticamentecon la

poblaciónde L. carolitertii del río Águedaparacomprobarsu implicaciónenel

• fenómenode la hibridación.

En el análisisaloenzimáticode las especiesgriegasse estudiaronademás

especiesprocedentes de otras localidades fuera de Grecia (Tabla 3). Se

• incluyeronpoblacionesdeLeuciscuscephaluscephalus(L. 1758) y L. c. cabeda

• Risso, 1826 y se introdujo Leuciscus(Telestes)souffia muticellus(Bonaparte,

e
1837)comogrupoexterno.

• Los resultadospreliminares del estudio con aloenzimasobligaron a

desestimartres de los loci estudiadospara las especiesibéricas debido a sus

• resultadosirregularesen cuanto a resolución (GLO*, ME-] * y ME~2*). Ene
• cambio,y paramejorarel númerode loci autilizar enel análisisfilogenético, se

• emplearonotros cinco hasta ahora no utilizados. Estos fueron: ADH* y PK*

(Tris-citratopH7); EST-2* (litio potasiopH8,2); PEPA* (Tris-citrato pH8) y

• PGM..2* (Poulik pH=8,6).

De los 28 loci examinados25 resultaronser polimórficos (criterio dele
e

99%). El número medio de alelos por locus fue de 1,3 mientras que el
• polimorfismo varió desdeun mínimo de P=0,034en las poblacionesde L. c.

vardarensisde los ríos Pinios y Sperchios,hastaun máximo de P0,379 en la

• poblaciónde L. c. macedonicusdel río Nestos(Tabla23). El bajo polimorfismo

• de laspoblacionesde los ríos Piniosy Sperchiospareciódeberseal númerobajo
e

de ejemplares estudiados, sin embargo, este polimorfismo bajo también se
• encontróen la población de L. c. peloponnensisdel Lago Stymphalia y en L.
e
• carolitertii, en lasqueseestudióun númeromayorde individuos.

e



Resultados El complejo 7’ alburno/des91

Tabla 23. Variabilidad genéticade las poblacionesgriegasde Leuc/scusexpresadascomo el número
medio de alelos por locus, polimorfismo (P) y beterocigosis(JI). Entreparéntesisfiguran los errores
estándar.Los númerosjuntoa los nombresde especiesindicanlas poblacionesdeprocedenciatal y como
serelatanenla Tabla3.

N medio de N> mediode Porcentajede
Población ejemplares alelospor loci

porlocus locus polimórficos

1 L. ¡caed/cus 0.172

2 L. e.peloponnensis

3 L. e. pe/oponnens/s

4 L. e. pe/oponnensis

5 L. e. a/bus

6L. cf svalllze

7 L. c. a/bus

8 L. e. a/bus

9 L. cf sva///ze

1OL. e. vardarensis

11 L. e. vardarensis

12 L. e. vardarensis

13 L. e. vardarensís

14 L. e. vardarensis

15 L. e. vardarensis

16 L. e. vardarensis

17 L. e. vardarensis

18 L. e. macedonicus

19 L. e. macedonicus

20 L. borysthenieus

21 L. e. eepha/us

22 L. e. cabeda

23 7’. souffla multice/lus

24 L. carol/tertil

18.8
(0.4)
8.9

(0.1)
18.5
(0.8)
24.0
(0.0)
13.2
(0.3)
25.0
(0.3)
12.7
(0.1)
11.6
(0.2)
24.4
(0.2)
13.0
(0.2)
13.9
(0.3)
5.7

(0.1)
2.6

(0.1)
8.8

(0.2)
12.0

(0.2)
10.8
(0.4)
9.3

(0.5)
14.8
(0.1)
7.6

(0.2)
9.6

(0.2)
5.0

(0.0)
5.9

(0.1)
29.7
(0.2)
26.6
(1.7)

1.2
(0.1)

1.3
(0.1)

1.2
(0.1)
1.1

(0.0)
1.3

(0.1)
1.4

(0.1)
1.3

(0.1)
1.2

(0.1)
1.2

(0.1)
1.3

(0.1)
1.1

(0.1)
1.0

(0.0)
1.1

(0.1)
1.3

(0.1)
1.3

(0.1)
1.3

(0.1)
1.4

(0.1)
1.4

(0.1)
1.4

(0.1)
1.3

(0.1)
1.3

(0.1)
1.3

(0.1)
1.2

(0.1)
1.1

(0.0)

0.310

0.138

0.34

0.172

0.241

0.241

0.172

0.69

0.207

0.69

0.34

0.34

0.276

0.241

0.172

0.241

0.31

0.379

0.276

0.172

0.31

0.172

0.34

Heterocigosismedia
Conteo Esperadosegún

directoH0 Hardy-WeinbergH7

0.016 0.049
(0.009) (0.022)
0.057 0.077

(0.028) (0.028)
0.056 0.049

(0.031) (0.024)
0.001 0.011

(0.001) (0.010)
0.047 0.076

(0.024) (0.029)
0.035 0.062

(0.013) (0.022)
0.034 0.074

(0.021) (0.026)
0.025 0.062

(0.013) (0.027)
0.004 0.026

(0.002) (0.014)
0.026 0.060

(0.015) (0.026)
0.005 0.027

(0.003) (0.018)
0.000 0.018

(0.000) (0.018)
0.017 0.029

(0.017) (0.029)
0.073 0.111

(0.029) (0.039)
0.044 0.083

(0.019) (0.030)
0.047 0.076

(0.021) (0.031)
0.055 0.086

(0.024) (0.030)
0.071 0.129

(0.030) (0.040)
0.070 0.166

(0.035) (0.042)
0.032 0.093

(0.017) (0.031)
0.055 0.093

(0.037) (0.040)
0.046 0.118

(0.026) (0.036)
0.024 0.030

(0.013) (0.014)
0.012 0.012

(0.011) (0.011)

e
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e
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Resultados El complejo7’. alburno/des92e
e
e
• Por otro lado, los valoresde heterocigosisobservadosvariaron entreun
e

mínimo de H00,000en la poblaciónde L. c. vardarensisdel río Sperchiosy de
e
e H0=0,001 en la poblaciónde L. c. peloponnensisdel Lago Stymphalia hasta un
• máximo de H00,073 en la poblaciónde L. c. vardarensisdel río Aliakmon. La

heterocigosismedia observadapor locus resultó ser menor a la esperada
e
• basándonosen lo esperadosegún la ley de Hardy-Weinberg en todas lase
• poblacionesa excepciónla de L. c. peloponensisdel río Alfios, donde H0 fue
e
• mayor,y la deL. carolitertii dondeH0 y

11T fueroniguales.

• También se observaron valores bajos de variabilidad genética en
e
• poblacionesaisladascon un área de distribución muy restringida,resultando

evidenteen poblacionescomo las de L. c. peloponnensisdel Lago Stymphaliae
• (P=0,034,H~0,001), L. c. vardarensisde la población de Kirintos, en la Isla de
e
• Euboia (P0,069, H~0,005) y la de L. keadicusdel río Evrotas (P=0,172,
e
• H

0%,016).Sin embargo,Leuciscuscarolitertii tambiénpresentóvaloresbajosde
• variabilidad genética (P0,034, hJ~=0,012) y muestra una distribución
e
• relativamentegranderespectoa lasotraspoblacionesmencionadas.
e

Por el contrario, las dos poblacionesestudiadasde L. c. macedonicus
• fueron las quepresentaronvaloresmayoresde variabilidad genética(P=0,310-
e
• 0,379,H~0,071-0,070)y aéstasse les unió la poblaciónde L. c. vardarensisdel
e

río Aliakmon (P0,276,H~=0,073).
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
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e
e
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Resultados El complejo 7’. a/burnozdes94e
e

Cuando se analizaron las distancias genéticasde Nei (Tabla 24), se
• obtuvieronvaloresbajosentreL. cf svallizedel río Thiamisy las poblacionesde
e
• L. c. albus de los ríos Louros y Arachthos (Dz0,027~0,03 5), y entreL. c. albus

e
del río Evinos y la poblaciónde L. cf svallize del Lago Trichonis (D=0,058).

• Tambiénseencontrarondistanciasgenéticasbajasentre las dospoblacionesde L.
e
• c. macedonicus(D0, 106) y entrelas distintaspoblacionesde L. c. vardarensis
e

(D=0,028-0,086)si exceptuamoslas poblacionesde la Isla de Euboiay la del
• Lago Prespa.
e
• Las mayores distancias genéticasse dieron entre Leucicus (Telestes)
e

souffia y Leuciscuskeadicus(D=0,946), siendoengeneralmuy altas, como era
• de esperar,entreL. (Telestes)souffia y él resto de las especies de Leuciscus
e
• (D=0,407-O,683).La muestrade L. c. cephalusprocedentedel Danubiomostró

• las distanciasgenéticasmáspequeñascon las poblacionesde L. c. macedonicuse
• del río Strymon(D=0,112) y de L. c. cabedade Italia (D=0,132)
e

A partir de las frecuenciasalélicassecalcularonlasdistanciasgenéticasde

• Cavalli-Sforza (distanciasde cuerda).Basándonosen ellas, se construyó une
• dendrogramacontodas las poblacionespor el métodode UPGMA, con el fin de
e
• conocerla similitud entreellasy tratarde delimitarquegruposson homogéneos,
e
e paradespuésabordarlas relacionesfilogenéticasentreéstos(Fig. 7).
• En el dendrograma aparecieron L. keadicusy L. boiysthenicuscomoramas
e
• independientes.Además,se distinguieronotras dos ramas que agruparona un

gran númerodepoblaciones.En el primergruposeunierontodaslaspoblaciones
e
• analizadasde L. cf svallize,L. c. peloponnensisy L. c. albus, y tambiénseles
e

unió la poblaciónde L. c. vardarensisdel Lago Prespa(todasellasde la partesur
y oeste de Grecia). Sin embargo, la población del Lago Prespa fue la más

e
• diferenciadadentro de estegrupo, mostrandounas distanciasgenéticasde Nei
e

moderadas (D=0,165-0,273), un locus diagnóstico (IDHP-1 *) y un alelo
• exclusivo(mAAT-1*95) conunafrecuenciamenoral 0,05%.
e.
e
e
e
e
e
e
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Resultados El complejo7’ aLburno/des95e
e
e
• Distanciasde cuerdade Cavalli-Sforzay Edwards

e
• 0.80 0.72 0.64 0.56 0.48 0.40 0.32 0.24 0.16 0.08 0.00

• 2 L. e. peloponnensis (Ma>
7 L. e. albio (LOU)e 8 L. e. albio (AM)
9 L. cf svallize (THi)e 3 L. e. peZ oponnensu (ALF)4 L. e. peloponnensis (ST?)

• 5 L. e. albio
svallize C~RI)

• 16 L. e. vardaTensis (PRE)
10 L. e. vardarensis (MAN)e II L. e. vardarensis (KIR)
12 L. e. vardarensis (SPE)e 14 L. e. vardarensis (ALI)17 L. e. vardarensis (GAL)

• 15 L. e. vardarensis
13 L. e.e 18 L. e. ,nacedonieus (STR)
19 L. e. ,naeedonicus (NES>e II L. e. cephalus22 L. e. cabeda

• 24 L.
20 L. bo,ystlwenlcuse 1 L. keadieus23 T. souffia ,nutleellus

e
• Fig. 7. Dendrogramaobtenido a partir del análisis de IJPGMA para todas las poblaciones
• europeasconsideradas.Entre paréntesisfiguran las abreviaturasde las localidadespara una mejor

identificacióndelas poblaciones.

e
e
• En la segundarama se agruparonel resto de las poblacionesde L. c.

vardarensisy tambiénlas dos analizadasde L. c. macedonicus,y las de L. c.e
• cephalusy L. c. cabeda.La especie ibérica L. carolitertii aparecióagrupadajunto
e
• a ellas en estarama pero fue la más diferenciadade todas mostrandounas

distancias de Nei entre 0,170 y 0,368 y encontrándose dos alelos únicos (mÁAT-e
• 1*90 y MPI-1 *110). El patrón de distribución de este grupo comprende el centro
e• y oestedeEuropay lapartenortede Grecia.

• A partir de los agrupamientosobtenidosen las ramas del UPGMA see
• efectuó un análisis filogenético, aunqueconsiderandoa L. carolitertii y L.
e
• “prespensis” (la poblacióndel Lago Prespa)como dos gruposindependientesal
e

presentargran diferenciación dentro de las ramas en las que aparecieron.
• Tambiénseincluyó Leuciscus(Telestes)souffiacomo grupoexterno.Por tanto,
e

los gruposconsideradosfueron: L. keadicus,L. botysthenicus,L. carolitertii, L.
• “prespensis”, L. cephalus(incluyendoL. c. cephalus,L. c. cabeday todas las
e
• poblacionesde L. c. vardarensisy de L. c. macedonicus)y L. peloponnensis(en
e
e
e
e
e
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Resultados El complejo7’ alburno/des96e
• la que se incluyen todas las poblaciones antes denominadascomo L. c.

• peloponnensis,L. c. albusy L. cf svallize).

• El análisisde parsimoniaqueseefectuóapartir sela matriz depasosdio
e
• comoresultadoun único árbol con 134pasosusando25 caracteres(Figura8). La

topologíadel árbol resultó ser diferentede la que seobtuvo en el UPGMA con

• datos de distanciasgenéticas.En estaocasiónL. peloponnensisy L. cephalus

• constituyeronun grupohermanocon respectoa L. “prespensis“, en contrade lo
e
• esperadopor lasdistanciasgeográficas.

e
Todaslas especieseuropeas,aexcepciónde L. borysthenicus,constituyen

un grupohermanoconrespectoaL. carolitertii.

e

e

• L. peloponnensis

• L. cephalus
e
• L. prespensis
e
• L. ¡caed/cus

L. carolitertil
e

L. borysthenicus

T. souff¡a

Fig. 8. Árbol másparsimoniosoobtenidoa partir del análisisaloenzimático.Los númerosquehay sobre

las ramas indican el porcentagede entre las 200 réplicas de bootstrapen que se encontróla unión

• indicada.Sólosehanseñaladolasunionesqueaparecieronconuna frecuenciamayoral 50%.

• Si enumeramoslos alelosencontradosenlaspoblacionesanalizadasde

• estasespeciesy los situamosjunto a los de L. carolitertii y los genotipos
e

encontradospara el complejo21 alburnoides(Tabla25) podemosanalizarla

posibilidaddequealgunade éstasseala otraespecieparental.

e

e
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• Resultados El complejo7’ alburno/des98

• Todas las especies consideradas de Leuciscus. presentaron loci
e diagnósticos(Tabla 25) a excepciónde L. cephalus.Las especiesque más se

• discriminancomoposiblesparentalesfueron2’. souffiay L. keadicus,connueve

• loci diagnósticosno presentesen los híbridos,y despuésL. borysthenicus,con

• seis loci diagnósticos. Leuciscuspeloponnensisy L. “prespensis” mostrarondose
• y tresloci diagnósticosrespectivamente.

Leuciscuscephalusno mostró ningún locus diagnóstico,como ya se ha
e

comentado,sin embargo,muestrahasta25 alelos en el total de las poblaciones
• estudiadasque no son mostradospor los híbridosdel complejo 21 alburnoides

• (Tabla 25). En el resto de las especies,la presencia de distintos alelos no

e
presentesen los híbridoses tambiénabundante,y a ello habríaque añadirleel

• fenómeno inverso, ya que algunos alelos presentesen los híbridos de 21
e

alburnoidesno estánpresentesen ningunade estasespecies(sAA2’-] *b, IDHP-

• 2 *b sMDH-.2*by MPI*j).e
• Paraconcluir,destacael hechode queningunade estasespeciesposeala

combinacióndealeloscomplementariaa la de L. carolitertii en los loci fijadosen

e
heterocigosis,quepermitiría originar los híbridosde 21 alburnoidespor lo que

• hemosdedesestimarestasespeciescomocandidatosaparentales.

En el caso de L. cephalus, el considerablenúmero de poblaciones

• estudiadasqueabarcanal menoscuatrosubespeciesy la gran variabilidadintra e
e
• interpoblacionalmostradaexplicarían que al tomar el conjunto de los alelos

mostradosen estaespeciesiempreaparezcaun nivel compartidopor el complejo

• 21 alburno/des.De cualquier forma la presenciay ausenciade alelos parece
e
• confirmar queL. cephalusconstituiríael grupohermanode las especiesibéricas
e

deLeuciscus.

e
e

e
e

e
e
e
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Resultados El complejo7’ alburno/des99

• 2.3.-LasespeciesdelgéneroTropidophoxinellus
e

Se analizaronlas dos especiesexistentesde estegéneroen Greciaya que,

en esperade otros resultadosconcluyentes,los estudiosmorfológicosllevadosa

• cabo por Stephanidis(1971) situaban al complejo ibérico dentro del género

• Tropidophoxinellus.Aunque pareceevidentela implicaciónde otra especiedel

géneroLeuciscus,la posibilidadde la existenciade un fenómeñode vicaríanza

• fue tenida. en cuentapor lo que se analizó su patrón alélico para contrastarsu

• implicacióncomoespeciesparentales(Tabla26)..

e
• Las dos especiesgriegaspresentaroncombinacionesalélicasdistintasa la

teórica .de la segundaespecie parental. Tropidophoxinellusspartiaticus see
• caracterizó por presentarcinco alelos diagnósticos respecto al complejo 21

alburnoides(CAH~2*, GPI~2*, PEPB*, PGM* y SOD*), además de otros tres

• alelosno presentesen la poblaciónibérica(Tabla26).

Por su parte, 2’. hellenicusmostró una diferenciaciónalélica aun mayore
• con respectoal complejo 21 alburnoidescon ocho loci diagnósticos(CAH-.2*,
e
• CK*, IDHP~2*, IDHP~3*, sMDH-1S ME-] t GPJ~2* y SOD*) e igual númerode

alelosmarcadoresno presentesenel complejoibérico.e
e

Porel contrario,ningunade lasdos especiesgriegaspresentóvariosde los
• alelos encontradosen los loci polimórficos del Complejo 2’. alburnoidesdel río

• Águeda (AK*b, CAlI-] *c, sMDH~2*b, PGDH*1’ y PGDH*c). Estos alelos no se

e
encontraronen L. carolitertii, por lo que deben aportarsepor la otra especie

• parental.De estamanera,se refuerzasu descartecomoespeciesparentalesy su

• diferenciacióngenética.

e

e
e

e

e



Resultados El complejo7’ alburno/des100

Tabla 26. Patronesgenotípicosde los híbridos 7’ a/humo¿des, alelos encontradosla poblacióndc L.
caro/itertíl del río Águeda y alelosencontradosen 7’ he//en/cusy 7’. spart/aticusenGrecia.

Cuenca del Duero (España)

Genot4,os de
7’. alburnoides híbridos Alelos en

Locus - 2n 3n 4n L. caro/itertii

Grecia

Aletos en
T.spartiaticus 7’. hellenicus

1. Loci niononiórficosenel 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-P’ aa aaa aaaa a a a,B
IDHP-] aa aaa aaaa a a a
IDHP-.? aa aaa aaaa a a,B B
LDH~/* aa aaa aaaa a a a
LDH~2* aa aaa aaaa a a a,B
sMDH-.I* aa aaa aaaa a a B
ME~I* aa aaa aaaa a a B
PEPB* aa aaa aaaa a B a
SOD* aa aaa aaaa a D B,C
2. Locí polimórficos:
AK* aa,ab aaa aaaa a a a,C
CAH-I * aa,ac aaa aaaa a a a,B
CA11-2 aa,ab aaa aaaa a,b C C,D
EST* aa,ab aaa aaaa a
GPI~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)1 aaaa,(ab)1 a,b

MPI* aa aaa,aab aaaa a,b a a,b
3. Loci conbeterocigosidadfijada:

sAAT-P ab (ab)1 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

(?) indicaqueno seobtuvieronbuenosresultadosenestosloci quepermitiesensucomparación.

Otros resultadosde interés obtenidos tras el análisis con aloenzimas

consisten, por una parte, en el bajo polimorfismo encontrado en la población de

21 spartiaticus (P0,125) frente a 21 hellenicus (P=0,458). Por otra parte, se

encontraron6 loci diagnósticos entre las poblaciones analizadasde ambas

e
e
e
e

e
e

e
e

e
e

e
e
e
e
e
e

e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e

especies.
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Resultados El complejo7’ alburno/des101

• 2.4.-Análisisaloenzimáticodedistintosciprínidosibéricose
e

El estudio realizado sobre diversasespeciesdel género Leuciscusha
• confirmadoa L. carolitertii como una de las especiesparentales,pero no ha

• conseguidodeterminarquién es la segundaespecieparental que originó los

híbridosde 2’. alburnoides.Por tanto, sehizo necesariodirigir nuestroestudio

• sobre otrasespeciesde ciprínidosquehabitanla PenínsulaIbérica y sobre otras
e
• poblacionesdel complejo 21 alburnoidespor si enéstassehallasela especieque
e

hibridaconL. carolitertii.
e

La búsquedade los loci marcadoresse efectuó sobre diez poblaciones
e

comprendidasen siete taxa que puedenconsiderarsecomo candidatospara
• hibridarconmiembrosdelcomplejo21 alburnoides.
e
• Los valores de variabilidad genética encontrados indicaron que la mayoría

de las muestras de estas especies no presentaron desviaciones significativas de los

crucesesperadosal azar.En general,la heterocigosidadobservada(H0) seajustó

• a la esperada (H0) para cada muestra (Tabla27) y las proporcionesgenotipicas
e
• para cadalocus simple se ajustarona lo esperadopor el equilibrio de Hardy-

e Weinberg. La excepciónfue la poblaciónde Leuciscussp. del río Estenaen la

• que se encontróun excesode heterocigosisque superóconsiderablementea lo
e
• esperadoporel equilibrio deHardy-Weinberg.

• Por otro lado, en Iberocypris palaciosi y Anaecypris hispanica se

encontraronvaloresaltosde heterocigosidadconsiderablementemayoresquelose
• encontradosen el restode los taxaaquí analizados,sin embargo,estosvaloresno

• superarona la heterocigosidadesperada.

e
• Hay quehacer constarquelos dos ejemplaresanalizadosde Ch.polylepis

willkommii del río Jándulano sehanmostradoen la Tabla27 ya quesu númeroe
• es demasiadopequeñoy, por tanto, careceríade sentidoincluirlos en un análisis
e

de la variabilidad.

e

e



El complejo7’ alburno/des102

Tabla 27. Variabilidad genéticade las especiesibéricas consideradascomoposiblesparentalesde los
híbridosdel complejo7’ alburnoides.Entreparéntesisfiguran los erroresestándar.

Población

N0 medio
de

ejemplares
porlocus

medio

de alelos
por

locus

Porcentaje

deloci
polimórficos

Heterocigosismedia

Conteo
directo

I~

Esperadosegún
Hardy Weinberg

HT

Híbridosdiploides
(Rio Agueda)

25,0

(0,8)

1,5

(0,1)

26,9 0,151

(0,063)

0,094

(0,034)

L. carol/terti/
(Río Águeda)

29,2

(1,1)

1,1

(0,1)

7,7 0,025

(0,015)

0,026

(0,,026)

Ch. polylepis
(Río Águeda)

25,7

(1,2)

1,3

(0,1)

11,5 0,010

(0,005)

0,031

(0,012)

1?. lemmingi/ (Río

Turones)

19,8

(0,1)

1,0
(0,0)

3,8 0,020
(0,020)

0,015
(0,015)

L.pyrenaicus
(Río Estena).

19,3
(0,6)

1,3
(0,1)

15,4 0,042
(0,022)

0,051
(0,022)

Leuciscussp.
(Río Estena)

15,8

(0,5)

1,5

(0,1)

38,5 0,233

(0,076)

0,172

(0,047)

1?. lernm/ng/i
(Río Estena)

16,2
(0,7)

1,5
(0,1)

26,9 0,067
(0,027)

0,090
(0,030)

A. hispan/ca
(RíoEstena)

4,9

(0,1)

1,4

(0,1)

38,5 0,138

(0,046)

0,137

(0,040)

1. palacios/
(Rio Jándula)

10,3

(0,4)

1,6

(0,1)

50,0 0,193

(0,056)

0,202

(0,042)

1?. le¡nzn/ng//
(Rio Robledillo)

12,0
(0,0)

1,3
(0,1)

26,9 0,067
(0,033)

0,089
(0,032)

La altaheterocigosisencontradaparaLeuciscussp.del río Águedapusode

manifiestoqueestetaxón, aúnno descrito,puedetratarsede un nuevocomplejo

híbrido, lo cual es tambiénapoyadopor el hecho de que sólo se encontróun

ejemplar macho en una muestra de 70 individuos capturados.Además, el

contenido de ADN que se detectóen algunos ejemplaresanalizadosfue del

mismo orden que el encontradopara individuos triploides del complejo 21

alburnoides.Debido a estassospechasy a la presenciade alelosmarcadoresque

Resultados
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lo excluíancomoimplicado en la hibridación sedecidió eliminar este taxón dele
• restodelestudio.

• Otrosresultadosde interésobtenidoscon el análisisaloenzimáticoindican
e
• que, engeneral,laspoblacionesde aquellasespeciesprocedentesde la cuencadel

Guadianay Guadalquivirparecentenermayoresniveles de diversidadgenética

• quelasprocedentasdela cuencadel Duero.Porejemplo,Rutiluslemmingiide los

• ríosEstenay Robledillopresentaronmayordiversidadgenéticaquela muestrade

estaespeciedel río Turones(cuencadelDuero).

Parauna mejor comparaciónde los alelos encontradosen las distintase
• especiesque sehan estudiadocon los presentesen las formas hibridas, sehan

• representadoconjuntamenteen la Tabla28.

• Utilizando tansololos 14 loci quehanaparecidoen homocigosispodemos
e

excluir variasespeciescomoposiblesprogenitorasde los híbridosdel complejo

• 21 alburnoides. Los alelos diagnósticos encontradospara algunas especies

• consideradasenestosloci aparecenen la tablaenletrasmayúsculas(Tabla28).
e
• Se han encontradomúltiples alelos diagnósticosde especiesrepartidos

entre varios loci y que excluyenclaramentea Ch. polylepis, R. lemmingii, A.

hispanica e Iberocypris palaciosii como posibles progenitoresde los 21

• alburnoidesdeambosríos.Porejemplo,los alelosencontradosparaCh.polylepis

duriensisen7 loci (Tabla28) no estánpresentesen los híbridosde 21 alburnoidese
• estudiados.Igualmente,la poblaciónde R. lemmingii del Dueropresentaalelos

• diagnósticosen 9 loci que no estánpresentesen los híbridos y de las que

• podríamos destacar CK*, LDH-1S LDH-2S PEPB* y SOD* que son

• monomórficospara el complejo 7’. alburnoides.Del mismo modo, se podrían

• enumerarlos alelos diagnósticosen las otraspoblacionesde estasdos especies
e (Tabla28).

e
e

e
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Resultados El complejo7’ alburnoides105e

• Anaecyprishispanica presentó8 alelos marcadoresdistribuidos en seis
e loci (sMDH-1t PEPB“‘, SOD“‘, CAH-2“<, IDHP-3 “<, y PGDH*) que no se

• encontraronen las poblacionesde híbridos. La especieIberocyprispalaciosii

• mostró7 alelos pertenecientesa 6 loci queno aparecieronen los híbridosentre
e

los que destacanel alelo diagnóstico SOD*d y los dos alelos fijados en
• heterocigosisencontradosen el locusLDHa-2*.
e
• Sin embargo,la especieL. carolitertil del río Águeda no puede sere
• excluida como especieparentalde los híbridosdel río Aguedasiguiendoeste
e
• criterio, confirmándoselo ya expuestoanteriormente.

e
• 2.5.- AnálisisaloenzimáticoendistintaspoblacionesdelcomplejoT.
e

albumoides
• Usando las poblaciones del complejo 21 alburnoides analizadaspara

determinarlas proporcionesde sexoy ploidía serealizó un estudioexhaustivoe
• centrado en los tres loci fijados en heterocigosispara los híbridos de 21

• alburnoidesdel río Águeda.

e
• En todaslas poblaciones,a excepciónde la del río Estena,seobservóla
e presenciade heterocigosisfijada en estostres loci en todos los individuos. Por

• ello se ha concluido quetodas las poblacionesde 21 alburnoidesexceptola del
e
• río Estenaestabancompuestospor dehíbridos.

• En la población del río Estena(que cronológicamentefue la última
e estudiada)se encontraronalgunos ejemplaresen los que aparecíanestos loci

• expresados en forma homocigótica por lo que se completó el estudio
e
• aloenzimáticoextendiéndoseal total de los 26 loci analizadosparala población
e del río Águeda.

e

e

e
e
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Resultados El complejo 7’ alburno/des106
e

Se ha preferido comentar los resultados completos obtenidos en lae
• poblacióndel río Estena,por surelevancia,de forma independiente.
e
e
e
• 2.5.1.-Lapoblacióndel río Estena
e

El análisis de aloenzimasrealizado en la población del complejo 21e
• alburnoidesdel río Estenapermitió clasificarde nuevolos loci en trescategorías
e
• en función de su polimorfismo e independientementede su grado de ploidía
e

(Tabla29):

1.- Loci monomórficosen todos los individuos del complejo. Once locie
• entrarían ahora en esta categoría ya que no presentanningún tipo de
e
• polimorfismo en los individuos de estapoblación.Este hecho indica un mayor

grado de polimorfismo en la población del río Estena que la previamentee
• analizadadel río Agueda.
e
• 2.- Loci polimórficos.Aparecieron11 loci dentrode estacategoría.Todos
e
• los loci, a excepciónde mAAT*, resultaronser polimórficos en los individuos
e

triploides mientras que sólo CAH-1* y ME~2* lo fueron en los individuos
• diploides.
e
• 3.- Loci en los que partede los individuos del complejo resultaronser
e
• heterocigotos.Estacategoríaestáconstituidaen estapoblaciónpor cuatro loci
e

(sAAT-1‘<‘, mMDH~2*, PGDH* y PGM*). Una subpoblaciónde individuos
• analizadosen la poblacióndel río Estenaresultaronser heterocigotosparaestos
e
• cuatroloci independientementede su sexoy de suploidia. De los 31 ejemplares

estudiados, 20 mostraron heterocigosidad fijada para estos cuatro locie
• diagnósticos,sin embargo,11 individuosfUeronhomocigotosparaestosmismos
e
• loci mostrandorespectivamentelos alelos sAA2’-] *b mMDH~2*b, PGDH*b y

• PGM*b.e
e
e
e
e
e
e
e



El complejo7’ aLburno/des107

De los análisis aloenzimáticos realizados sobre la muestra de 21

alburnoides del río Estena se desprende que en esta población aparecen

individuossexualesademásde los híbridos,a diferenciade lo que ocurrió en la

poblacióndel río Águedadondetodos los individuos analizadosresultaronser

híbridos.

Tabla29.Patronesgenotípicosencontradosenel complejo7’ alburnoidesenlapoblacióndelrío Estena.

RíoEstena(Guadiana)
Genotiposde individuoshíbridos Alelos en

E alburnoidesindividuos individuos
Locus Diploides Triploides no híbridos

1. Loci monomórficosenel complejo:
AK* aa
CK* aa
CAH~2* aa
GLOI* aa
IDHP-I * aa
LDH~I* aa
LDH~2* aa
sMDH-lt aa
ME~1* aa
PEPB* aa
SOD* aa

2. Loel polimórficos:
,nAAT~1* ab
CAH-J* aa,ab
EST* aa
FH* aa
GAPDH* aa
CPI~I* aa
GPI-2* aa
IDHP-2* aa
IDHP-3* aa
ME.2* aa,ab
MPI* aa
3. Loci fijados en heterocigosisen parte de la población:
sAAT~1* ab
sMDH-2* ab
PGDH* ab
PGM* ab

aaa
aaa
aaa
aaa
aaa
aaa
aaa
aaa
aaa
aaa
aaa

a
a

a,b
a
a
a
a
a
a
a
a

aaa
aaa,aab,aac

aaa,bbb,(ab)1
aaa,aab
aaa,aab
aaa,aab

aaa,aab,abb
aaa,aab
aaa,aab
abb,bbb
aaa,aab

(ab)’
aab,abb
aab,abb
aab,abb

a
a,c
a,b
a
a
a

a,b
a,b
a,b
a,b
a

b
b
b
b

Resultados
e

e

e

e

e

e
e
e

e
e

e

e

e
e

e
e
e

e
e

(1) genotiposenlosque la resoluciónde los ziniogramasno permitió inferir la dosisgénica.
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Resultados El complejo7’ alburno/des108e
e

Los cuatro loci fijados en heterocigosisen los híbridos del río Estena
• (sAA2’-] “<, mMDHa-2*, PGDH* y PGM*) tambiénresultarondegranutilidadpara
e
• determinar las especiesparentalesy, así, nos encontramos que los alelos
e

obtenidosparaL. pyrenaicusy paralos 21 alburnoidesno híbridosdelrío Águeda
• son consistentesconqueestasdos especiesseanlos parentalesde los híbridosde
e
• la cuenca del Guadiana.
e
• Se analizaron las desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg para los
e

loci polimórficosde estesubgrupode 11 individuossupuestamenteno híbridosy,
• aunque la muestra fue pequeña,las frecuenciasobservadasno se desviaron
e
• sustancialmentede los cruces esperadosal azar. Además, la heterocigosidad
e

observadapara este subgrupo(U0 = 0,084 ±0,032)no excedió a la esperada
• mostrándoseenunosnivelessimilares(H~ = 0092±0031).
e
• Se podría concluir, por tanto, que una porción del complejo 2’.
e
• alburnoidesdel río Estenaestácompuestapor individuos diploides que sehan
e
• originadomedianteunareproducciónsexual.

Los 21 alburnoides no híbridosy L. pyrenaicusde la población del ríoe
• Estenase definen,por tanto, como las especies parentales de los híbridos de 2’.
e
• alburnoidesde esta población.
e
• En estapoblación no se detectaronindividuos híbridos con tres alelos
e
• exprésándosea la vez como ocurrieraen la población del río Águeda. Sin
e

embargo,en buenapartede los loci polimórficos se detectarondistintasdosis
• génicas por variación en la proporción de alelos que componen su genotipo
e
• heterocigoto,por lo que parececonfirmarseque los individuos poliploidesno
e

surgieroncomoconsecuenciade un mecanismodeduplicacióngénica.
• Finalmente,en la Tabla30 seha queridoresumirlos resultadosobtenidos
e
• para las especiesanalizadascomo candidatasjunto con los genotiposde los
• individuoshíbridosde laspoblacionesdelÁgueday delEstena.
e
e
e
e
e
e
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e

3.- Modosde reproducción

e
• En principio seconsideraronlos tresmodosde reproducciónunisexualese
• encontradosen los vertebrados(partenogénesis,ginogénesise hibridogénesis)
e

comolos posiblesen el complejoT. alburnoides.
e

La partenogénesisy la ginogénesis son modos de reproducción
• estrictamenteclonales en los que se replican fielmente el genotipo maternoe
• (diploide o triploide). Sin embargo,lashembrasginogenéticasnecesitanesperma
e

de machosde una especie“hospedadora”de reproducciónsexualparaactivar la
e

embriogénesisde sus huevos que no han sufrido reducción en el número
• cromosómico.La electroforesisde proteínasno supondríauna herramientaútil
e
• para distinguirentreestosdos modosde reproduccióny, además,la variabilidad
e

genéticaentre distintas poblacionesresultaríamuy bajadebido a que la única
• fuente de variabilidad sería la aportadapor las mutaciones. Sin una parte
e
• experimentalde laboratorio en la que se analice a fondo los mecanismos
• citogenéticosno podríamosdiscriminar entreestosdos modosde reproduccióne
• clonal.
e
• En contraste,la hibridogénesises un modo de reproducciónhemiclonal
e

medianteel cual las hembrashíbridassegreganexclusivamentegenomamaterno
a sus ovocitos funcionales(Cimino, 1972; Schultz, 1969). Por ejemplo, sie

• caracterizamosel genotipode un hibrido comoAB, en el casode queutilizase la
e
• hibridogénesiscomo modo de reproducción,éste produciráhuevoshaploides
• conteniendosólo el genomamaternotipo A y el genomapaternodel tipo B seráe
• eliminado. El genomade tipo B posteriormenteserá reemplazadoen cada
e
• generacióntrasel crucecon machosde la especieB restituyéndosela condición
• híbrida en la descendencia.Si la pérdidadel genomade tipo B ocurre con
e
• anterioridada la ovogénesis,las proteínascodificadaspor el materialgenéticode
e
e
e
e
e
e
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e
tipo B no seexpresaráen los huevosde unahembrahibridogenética,y por tantoe

• no los apreciaríamosen los zimogramasde la electroforesis.Sin embargo,si el
e
• genomade tipo B sepierde durantemeiosis-I,los productosgenéticostipo B si
e

puedenexpresarsey medianteelectroforesisno seríamoscapacesde detectarla
• hibridogénesis.
e
• En los huevos de hembrashibridogenéticasde la rana Europea,Rana
e
• esculenta,se expresansólo aloenzimasmaternascomo consecuenciade una
e

exclusión premeiótica del genoma paterno (Graf & Polís-Pelaz, 1989). La
• exclusión premeiótica también acune en peces hibridogenéticosdel género
e
• Poeciliopsis (Cimino, 1972). Por el contrario, en la reproducción clonal
e

partenogenéticay ginogenéticaseobtienela expresióndiploide de los dos alelos
• parentales.
e
• Paraverificar estasprediccionesseanalizaronlos patronesaloenzimáticos
e
• de los ovocitos primarios madurosde 63 hembrashíbridas del complejo T.

e
alburnoides de río Águeda.De los tres loci con heterocigosidadfijada en las

• célulassomáticasel locussAAT-1* no seexpresóen los ovocitosporlo queno se
e
• pudoutilizarparacomprobarsobreel modode reproducciónempleado.
e
• Sin embargo,paralos loci PGDH* y PGM* sólo seencontróuno de los
e

dos alelosqueaparecíanfijados enheterocigosisy siempreel mismo.Además,en
• cada caso, se comprobó que los alelos diagnósticos correspondientesa L.
e
• carolitertii fueronlos queno seexpresaronen los ovocitos de los híbridosy por
e

tanto su genomadebeserel queseexcluyeen la ovogénesisantesde la meiosis-I.
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
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Macho Hembra 2n cocitos Macho Hembra in oocitos
ab abh bb ab ab b

Pig. 9. Patróndedosisgénicaparaovocitosprimariosde hembrashíbridas.

Estosresultadosindican sin dudaquelos híbridos del complejo T. alburnoides

utilizan la hibridogénesiscomo modo de reproducciónpara mantener sus

poblaciones y que las especiesdel género Leuciscus son las que están

funcionando como donadorasde espermapara fertilizar los huevos de las

hembrashíbridas.Estepuntoviene además,reforzadopor el hechode que seha

detectadouna variabilidad genética considerableentre las poblaciones de T.

alburnoideshíbridos analizadasque sólo puedenser debidasal aporte de un

material genéticorecombinantecomo es el proporcionadopor las especiesdel

géneroLeuciscus.

e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e

e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
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e
e

4.- Análisisdelcitocromob delADNmitocondrial
e
e
e
• 4.1.-Análisisde los haplotipos
e
• Dado quetiene unaherenciacitoplasmática,el ADN mitocondrialpuede
e
• usarseparaidentificar el ancestromaternode los linajeshíbridosqueno sufren
e

recombinación.
e

En las poblaciones de R. lemmingii y A. hispanica el análisis del
• polimorfismode los fragmentosde restriccióndel gendel citocromob dio como
e
• resultadola existenciade patronesde corteparala mayoríade las 19 enzimasde
e

restricciónque hemosutilizado en el presenteestudio, muy divergentescon
• respectoa los hallados en el resto de los taxonesconsiderados(Tabla 5). Un
e
• análisis preliminar de la secuenciade este gen confirma el alto grado de
e

diferenciacióndeestasdos especiesconrespectoa las demás,por lo quetratarde
• estimarla divergenciade la secuenciaapartir de los fragmentosde restricciónes
e
• innecesaria.
e
• Por estemotivo, y dado que los patronesde corte encontradosen estas
e

especiesdifierenmuchode los encontradosen los híbridosde T. alburnoides,se
• descartó definitivamente a ambas como posibles especiesmaternas en la
e
• hibridacióny no seincluyerontanto en el análisisde haplotiposcomoen análisis
e

filogenéticosposteriores.
Parael restode los taxonesanalizados,seencontrópolimorfismoen 10 dee

• las 19 enzimas de restricción estudiadas(Tabla 31), produciendodistintos
e
• patronesde cortesobreel fragmentoamplificadodel citocromob. Las 9 enzimas
e

restantes(Aval, BclI, BglII, HindIII, MluI, NdeI, PvuII, SacI y SacII) resultaronser
• monomórficas.

e
e
e
e
e
e
e
e
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e
Los patronesde digestiónproducidospor estasdiez enzimaspermitierone

• distinguirclaramenteseishaplotiposdistintos (Tabla31).
e
e

Tabla 31. Fragmentosde restricción diagnósticos entre las especiesconsideradascomo posibles
parentalesy los miembrosdel complejo T. alburnoides.Los fragmentosde restricciónse expresancomo
caracteresbinarios(0 = ausencia,1 = presencia).e

e
• AvaII BamHI BstEII BstNI EcoRl EcoRV MseI NcoI A/beL TaqI

• llaplotipo abcde fgh ijk lmnopkrs tuv wxyzA BCDEFG HE) KLM NOPQR5

e
• 1 01001 110 001 00010010 001 00001 011100 110 001 011010

• 01001 110 001 10111000 001 00001 011100 001 001 011010
e
• fl~ 11010 110 001 10111000 001 00001 011100 001 001 011010

• IV 11010 001 001 10010100 110 00001 110010 110 110 101001
e
e y 00110 001 110 01000001 110 10010 000001 001 001 000101

• VI 00110 001 110 01000001 110 11100 000001 001 001 000101

e
e
e
• El haplotipo 1 (hap-I) está presenteexclusivamenteen los individuos
e
• diploides,triploides y tetraploidesdel complejo21 alburnoidesdel río Águedano
e

presentándoseenningunaotraespeciede lasconsideradasenesteestudio.
e

Los haplotipos II y III (hap-II y -III) aparecieronen la población del
e

complejo 2’. alburnoidesdel río Estena.El grupo de 2’. alburnoidesno híbridos
• presentóúnicamenteel haplotipoJI, mientrasqueentrelos individuoshíbridosse
e

encontraronlos dos haplotipos.Amboshaplotiposestánmuy emparentadosentre
• sí diferenciándoseexclusivamenteenel patrónde corteproducidopor AvaII. Por
e
• el contrario, estos haplotipos acumularon más diferencias con respecto al

haplotipo 1, pudiendodiscriminarseclaramenteen los patronesderestriccióndee
• las enzimasAvají, BsNI y NcoI. En la poblaciónde L. pyrenaicusdel río Estena
e
• tambiénseencontróel haplotipoII. Un ejemplode patrónde cortesepuedever
e

enlaFigura10.
e
e
e
e
e
e
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Fig. 10. Patróndecorteparala enzimaBstNL

Las poblaciones de L. carolitertii y Ch. polylepis del río Águeda

presentaronhaplotipos distintos a los encontrados para el complejo 21

alburnoidesde esterío. Leuciscuscarolitertii presentóel haplotipoIV (hap-IV),

que difiere del haplotipo1 de 21 alburnoidespor los patronesde restricciónde

sieteenzimas.EstassonAvaII, BamHI,BstNI, EcoRI,MseI,NheIy TaqI.

Del mismo modo, Ch. polylepis duriensis resultó ser polimórfica

presentandodos haplotiposmuy próximos(hap-V y hap-VI) quedifirieron entre

si sólo en los patronesde corte de la enzimaEcoRV.Sin embargo,estosdos

haplotipos divergieron considerablementedel haplotipo 1 presentadopor el

complejo 21 alburnoides, encontrándoseen ambos casos patronesde corte

diferentesennuevede las díezenzimaspolimórficas(Tabla31).
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4.2.- Divergenciasnucleotídicas

El porcentajede divergenciaen la secuenciadel Citocromo b entreestos

haplotipos (Tabla 32) se estimó calculando la proporción de fragmentosde

restricción que comparten dos haplotipos para una secuenciadeterminada

siguiendoel métododeNei & Li (1979).

Tabla 32. Porcentajeen la secuenciade divergencia(d x 100) entre los haplotipos
obtenidosparael Citocromob en elcomplejo1? alburnoides.

Haplotipos 1 II III IV V

II 0,953
III 1,449 0,503 —

IV 3,292 3,682 3,145 —

y 7,454 7,334 5,664 4,314 —

VI 7,491 7,357 5,718 4,387 0,345

En primer lugar habríaquedestacarque la divergenciaencontradaen la

secuenciaentrelas poblacionesdelcomplejo21 alburnoidesde los ríos Águeday

Estenafue baja,comprendiendoentre0,953 y 1,449%.

Paradójicamente,los valores observadosde divergenciade la secuencia

resultaronserrelativamentemásbajosentrelas poblacionesde 2’. alburnoidesy

de L. pyrenaicus(0,503-0,953%)queentrelas dospoblacionesde 21 alburnoides.

Por el contrario, L. carolitertii presentóvalores de divergenciamayores con

respectoa 21 alburnoides encontrándoseque éstos vanaron entre 3,145% y

3,682%.

Los haplotiposde Ch. polylepisresultaronseraúnmásdivergentes(5,664-

7,491%) conrespectoa los encontradosparalas poblacionesde 21 alburnoides.

Estos resultadosindican que de Ch. polylepispertenecea un grupo más

distantecon respectoa 21 alburnoidesquelas especiesdel géneroLeuciscuspor

lo que estáde acuerdocon el tratamientodado por Howes (1991) para esta

e
e
e
e
e
e
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e
e

especiesituándoladentro del linaje “Abramin” mientrasque 21 alburnoides y
• Leuciscuspertenecenal grupo “Leuciscus”.
e
e
e
• 4.3.-AnálisisfilogenéticobasadoenADNmitocondrial
e

Paraestablecerlas relacionesfilogenéticasy evolutivasexistentesentrelose
e cinco haplotipos obtenidospara el citocromo b se utilizaron las matrices de
e

distanciasnucleotídicasy de estadosdel carácterconstruidasa partir de los
e

patronesdecorteproducidospor las enzimasde restriccion.
e Basándonosen la taxonomíay en los criterios molecularesmencionadose
e antes, se eligió Ch. polylepis como grupo externo para realizar un análisis
e
• filogenéticoconlos cinco haplotipos.
e
• A partir de la matriz de distancias nucleotídicas se construyó un

e dendrogramaparalos haplotipos(Figura 11) queresultótenerla mismatopologíae
• que el obtenido cuandose aplicó el método de máxima parsimoniasobre la
e
• matrizde estadosdelcarácter.
e
• Todos los individuos diploides, triploides y tetraploidesdel complejo 2’.
e
e alburnoides aparecieronagrupadosjunto a L. pyrenaicus presentandoesta
• agrupaciónuna consistenciaelevada(con un valor de bootstrapdel 99% en el
e
• análisis de parsimonia),mientrasqueL. carolitertii resultó ser el grupobasala
e

pesarde haberseconstatadosu condiciónde especieparentalde los híbridosdel
e río Águeda.
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
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Taxones

2’. alburnoides
híbrido2n, 311, 411

(Rio Agueda)

L. cf pyrenaicus
2’. alb. no-hibrido
2’. alb. híbrido2n, 3n

(RíoEstena)

ín 2’. alburnoideshibrido
(Río Estena)

IV L. carolitertil

(Rio Águeda)

Fig. 11. RelacionesfilogenéticasdelcomplejoT. alburnoidesusando ADNmitocondrial.

Laspoblacionesde L. carolitertii del río Águeday deL. pyrenaicusdel río

Estena se distinguieron perfectamentepara el ADN mitocondrial ya que

presentaronhaplotipos distintos para el citocromo b (hap-IV y hap-II,

respectivamente),pero el análisisfilogenético indica claramentequeel genoma

de la especiematernadebesermáspróximo al presentadopor L. pyrenaicusque

al queseencuentraenL. carolitertii.
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— y Ch. polylepis
(moÁgueda)

— VI Ch.polylepis

(Rio Águeda)



e
e
e
e

Discusión El complejo 7’ alburnoides119e
e
• DISCUSIÓNe
e
e
e
• 1.- Estructurapoblacional
e
• 1.1.-Sexos
e
• El análisis de la proporción de sexos entre las distintas poblaciones
e
• estudiadasdel complejo21 alburnoidespusodemanifiestoqueprácticamenteen
e

todasellas el sex ratio estánotablementedesplazadohacialas hembras.Esto es
e unacaracterísticatípica de unapoblaciónde organismosunisexuales,dondelas
e
e hembrassiempresuperanen númeroa los machos(Dawley 1989).Sin embargo,
e

en el complejo 21 alburnoides, si consideramostodas las poblaciones
• conjuntamente,se encuentraunapresencianotablede machos,que seestimóen
e
e términos globales en el 13,8%. Este valor es algo más alto que en otros
e

organismos unisexuales, aunque los machos son frecuentes en la rana
• hibridoÉenéticaRanaesculenta(Graf& Polís-Pelaz,1989).
e
e Sin embargo,el porcentajede machosvarió de una forma muy acusada
e
• entrelasdistintaspoblaciones.Los valoresmásbajossedieronenlas poblaciones
e

del río Tiétar, donde no se encontró ninguno, y del río Alburrel, donde
• aparecieroncon una frecuenciadel 6,3%, ambaspertenecientesa la cuencadel
e
• Tajo. Por el contrario, en la poblacióndel río Gévoraseencontraronlos valores
e
e másaltosapareciendolos machosenesterío conunafrecuenciadel 30,4%.
e
e Debido a quelos tamañosmuestralesde cadapoblaciónpuedenproducir
e un sesgoen las estimasde la proporciónde sexos,éstepuedeversecorregido
e
e cuandolos datossetratanglobalmente.Por tanto,consideramosquelos valores
e

de proporciónde machoscercanosal 14% puedenser los más próximos a la
• realidad.Ademásde estasconsideraciones,debemosadmitir queexistenciertas
e
• variaciones intrapoblacionalesen la proporción de sexos, dependiendopor

ejemplo,de la presenciao no de individuosno híbridosconreproducciónsexual.e
e
e
e
e
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e
e
e Como ejemplode lo expuestoanteriormentesepuedenseñalarlos datos

obtenidosen la poblacióndel río Águedadondela proporciónde sexospasódele
• 9,1%al 18%al incrementara 233 individuosel tamañomuestralanalizado.
e
• El porcentajede 21 alburnoidesmachosenel río Águeda(18%) resultóser
e
e muy superioral valorobtenidopor otrosautoresparaestemismorío, habiéndose

encontradopeviamentevalores del 3,2% (Peris et al. 1994). Otros valorese
• estimadosde la proporción de machossobre distintaspoblacionesde la cuenca
e
• delDuero(Collares-Perira,1983)tambiénresultaronsermuybajos(5,3%).
e
e El bajo número de ejemplaresmachos encontradoen otros trabajos
e
e contrastaconla proporciónencontradaen el presenteestudio,pudiendodebersea
e un efectodelmuestreo.Esto puedeocurrir por el uso de redesconunaslucesde
e
• malla grandeo por llamar más la atención del colector en el caso de pesca
e

eléctrica los ejemplaresde mayor tamaño. Al seleccionarlos individuos más
• grandes, que corresponderíana las hembras (Collares-Pereira,1883, 1984;
e
e Fernández-Delgado& Herrera, 1994), se pudo haber producido un sesgo
e
e importanteenla poblaciónhaciaéstas.

e
e Por el contrario, en el sur de la PenínsulaIbérica los análisisefectuados
e sobreunapoblacióndel río Mascatomiza(cuencadel Guadalquivir)dieron como
e
e resultadounaproporciónde machosdel 12% (Herrera,1991; Fernández-Delgado

& Herrera,1994) siendoéstasimilar a la encontradapor nosotrosen la población
e
• del río Rumblar, tambiénde la cuencadel Guadalquivir.Un 12% de machos
e
e tambiénaparecióen la poblacióndel río Estenade la cuencadelGuadiana.
e
• No se disponede otrasreferenciascon las quecompararlas proporciones

de sexospara nuestrosdatossobre las poblacionesde las cuencasdel Tajo y
e
e Guadiana.Los grupos de machosy hembrasestudiadospor Collares-Pereira
e
• (1984) no parecenser muestrasal azarde las poblacionesya que el trabajo
e

pretendeestudiarsu morfologíay dimorfismosexualparalo cual senecesitaun
• número similar demachosy dehembras.
e
e
e
e
e
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e
• 1.2.-Ploidía
e
• En cuanto a la ploidía, destacael hecho de la apariciónde individuos
e
• triploidesentodasla poblacionesestudiadas.Estedatoindica queel fenómenode

la hibridaciónno tieneun carácterlocal o regionaly seextiendepor todoel rango
e
• de distribución del complejo (Duero, Tajo, Guadianay Guadalquivir). La

extensiónde la poliploidia tambiénhasido contrastadasobre46 poblacionesdel
e

complejo 21 alburnoides en localidadesportuguesasde las cuencasdel Duero,
e
• Tajo, Sadoy Guadiana(Collares-Pereira,1983) y en la cuencadel Guadalquivir
e (Lobillo et aL 1989).
e
e
e El análisis de la ploidía en diferentespoblacionestambiénrecogióuna
• variación importante en la proporcion de individuos diploidesy triploides. Ae
• excepcióndel Ho Tiétar, las otraspoblacionesde la cuencadel Tajo presentaron
e
e unaproporciónmayorde individuosdiploidesquede triploides,mientras que en

• el Duero, Guadiana y Guadalquivir la tendencia fue a la inversa. La proporción
e
e de triplodesvaHó entreun máximoencontradoen la poblacióndel río Águeda

(77,8%)y un mínimoencontradoenel río Alburrel (12,5%).e
e
e Si tenemosen cuentatodaslas poblaciones,los datosglobalesindicanun

cierto equilibrio entre el total de individuosdiploidesy triploides (45,9%frenteale
• 54,1%,respectivamente),aunqueestasproporcionesno tienenmayorsignificado
e
• que el hecho mismo de constatarla presenciade individuos poliploides y por
• tantodehibridación.
e

Si comparamosnuestrosresultadosglobalescon los obtenidospor otros
e
• autoresencontramosdiferenciasen las proporciones,encontrándoseen nuestro
e
e caso un número menor de ejemplarestriploides. En estudiosprevios sobre
• distintas poblaciones del Duero, Tajo, Sado y Guadiana se encontrarone
e proporcionesdel 31,3% para los individuos diploides y del 68,7% para los
e
• triploides (Collares-Pereira,1983, 1985). Porotro lado, los resultadosobtenidos
e para unapoblacióndel complejo 21 alburnoidesen el Guadalquivirfueron del
e
e
e
e
e
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e
• 20% para los individuos diploides y del 80% para los triploides (Lobillo et al,
e
e 1989).
e
e En aquellas poblaciones en las que la proporción de individuos diploides

• resultó ser mayor, cabría esperar la existencia de una proporción de individuos no
e
• híbridosbisexualesy por tanto diploides. Sin embargo, los resultados obtenidos
e

en la población del río Águeda nos obliga a manejar con cuidado suposiciones de

• este tipo ya que en esta población todos los individuos diploides (entre los que se
e
• encontraban bastantes machos) resultaron ser híbridos al tener fijados en

heterocigosis cienos loci.e
e
e Los individuosmachosresultaronser predominantementediploidespero
• supresenciano debeserconsiderada,a tenor de los rpsultados, como indicativa
e
e de la existenciade individuosconreproducciónsexual.
e
e La existenciade individuosmachoshasidoexplicada en otras especies por
e

la incorporación en los ovocitos reducidos de las hembras híbridas de esperma de
e la especie paterna que transporte genes determinantes del sexo masculino
e
e (Goddardet aL, 1989) En el complejo 21 alburnoidesno seconoceel sistemapor

el que serige la determinacióndel sexo, aunquelos resultadossugierenque ele
e nivel de ploidia debe de jugar un papel importante. En el Tajo las hembras
e
e resultaron ser tanto diploides como triploides, aunque varió según las
e
e poblaciones.
e

Con respecto a las hembras, se encontró que éstas fueron casi siempre
e

triploides en las cuencas del Duero, Guadiana y Guadalquivir, aunque también se
e encontraron algunas diploides. Para la cuenca del Duero nuestros datos fueron
e

similares a los obtenidos por Collares-Pereira (1983), encontrándose que el 87%

• de las analizadas resultaron ser diploides.
e
• La proporción de juveniles analizadosfue considerablesuponiendoel
e
e 19,7% del total de los individuos estudiados por lo que tenemos una cierta
e
e
e
e
e
e
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e
• garantíadequeno sefavorecieronlas hembrasobteniéndoseindividuo~ de todas
e

las clases de edad. La determinación del sexo en estos individuos resultó ser muy
• dificil ya que los ejemplares de 21 alburnoidesmaduran sexualmente en su
e
e segundo año de vida (1±) (Fernández-Delgado & Herrera, 1994; Peris el aL,
e
e 1994). Por tanto, los juveniles recolectados,casi todos ellos en los mesesde
e noviembre y diciembre, debían ser de la clase de edad 0+.
e
• La mayoríade los juvenilesresultaronser diploides,por lo queno habría
e
• que descartar que varios de estos ejemplares fuesen machos en los que debido al
e

menor tamaño de la gónada y la fasede quiescenciaen la queseencuentraésta
• entre los meses de julio y febrero, se dificultase su identificación.
e

Si la extensión de la triploidía entre las distintas poblaciones estudiadas
e
e constituye un resultado de importancia dentro de los ciprínidos por las

e
e implicaciones evolutivas que ello conlíeva, no menos importante ha sido
e constatar la existencia de individuos tetraploides dentro del complejo 21

e
e alburnoides.
e
e El fenómenode la tetraploidíano es muy común en el complejo y sólo se
e

han detectado cinco individuos en el río Águeda. No han aparecido en ninguna

• otra de las poblaciones analizadas, ni siquiera en la del Ho Estena, por lo que
e
e puedenconsiderarsemuy rarossi los comparamoscon los diploidesy triploides.
e
e Aunque la tetraploidía ya había sido sugerida por Collares-Pereira (1995)
e

como probable,éstaha sido la primera ocasiónen la que se ha constatadola
• presencia de individuos con una dotación cromosómica de 4n en el complejo 21
e
e alburnoides medianteel conteode cromosomasy el análisis del contenidode
e

ADN.
e

Los individuos tetraploidesde 21 alburnoides puedenhabersurgido a
• partir de individuos triploides intermediosen los que se producirían ovocitose
e triploides al no sufrir éstos una reducción durante la meiosis. Sin embargo, la
e
e
e
e
e
e
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e
• tetraploidía no parece que sea un fenómeno común entre los organismos
e

unisexuales en los que abundan más los casos de triploidía. Entre los peces, se ha
• descrito la presencia de tetraploidía fundamentalmente en las familias
e
• Sabnonidae,Catostomidaey Cyprinidae, siendocaracterísticodentro de esta
e

última familia en las especies europeasCarassiusauratus, Cyprinus carpio y
• Aulopygehugeli (Berberovie et aL, 1973; Hafez et aL, 1978; Raicu et aL, 1981)y
e
• muy generalizado en el género Barbus(ver Collares-Pereira, 1989; Machordom,
e
e 1992).
e

También se han descrito formas tetraploides dentro de la especie ibérica
• Iberocypris palaciosi (Álvarez et aL, 1986). Dentro de los organismos
e
e unisexuales sólo se han descrito formas tetraploides en el genero Cobitis
e • (Vasil’ev & Vasil’eva, 1982; Vasil’ev et aL, 1989)y en anfibiossoncomuneslas
e
• formas híbridas tetraploides en el género Ambystoma(Bogan & Licht, 1986;
e
• LowcocketaL,1987).
e
e
e
e 1.2.1.-ContenidodeADN
e
• La citometríade flujo se ha revelado en el presente estudio como una
e

herramienta muy útil para la determinación de la ploidía. Con ella se obtienen

resultados muy satisfactorios y fiables, evitando el tedioso protocolo dele
e cariotipadoy la búsquedaen el microscopiodeun númeroapropiadode placas
e
e metafásicas. Presenta también la ventaja de que puede utilizarse sobre tejidos de

• individuos congelados pudiéndose procesar el material ya recolectado y sobre el

e que no se había efectuado el cariotipo.
e
• Los contenidos de ADN encontrados para diploides, triploides y
e
• tetraploides permitieron discriminar fácilmente entre ellos. Potencialmente, se
e

podráutilizar estatécnicaparaconocerla ploidia de los individuossin tenerque
e
e
e
e
e
e
e
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Discusión

e
e sacrificarlos con lo que se podrán abordar estudios reproductivos y ecológicos en
e
e cautividad.
e

El contenido de ADN también ha sido utilizado para determinar la

existencia de individuos mosaico, es decir, aquellos que presentan células
e
• somáticas con contenidos diploides y triploides de material genómico (Dawley &
e
• Goddard, 1988a; Goddardet al., 1989). En nuestro caso no han aparecido

individuos mosaico entre los estudiados.e
Debido a la especificidad de los valores del contenido de ADN, se ha

e
e podido utilizar éstecomoun caráctermarcadorentreespecies.De estaforma se
e
• puede identificar con relativa facilidad el contenido de ADNen los híbridos y

e determinar las especies supuestamente parentales, ya que los híbridos debene
• presentar un contenido de ADN intermedio al que presentan las especies
e
e parentales (Dawley & Goddard, 1988a). Sin embargo, las epecies de ciprínidos

que se han considerado como posibles parentales presentaron valores de ADNe
e cercanos entre sí y a los encontrados en los ejemplares híbridos diploides por lo
e
e que no se pudo usar con esta finalidad en el presente estudio.
e

El contenido de ADNencontrado enLeuciscussp. de la población del río

• Estena, que ha sido analizado como posible parental, mostró valores del mismoe
e orden de magnitud que los de los individuos híbridos triploides, por lo que
e
• probablemente se trate también de individuos triploides. Si asumimos que los
• ciprinidos ibéricos presentan normalmente un número cromosómico de 2n=5O
e
e cabría encontrar valores del contenido de ADNentre 2,7 pg y 3 pg como los
e

encontradospara los individuos diploides del complejo, para Leuciscus
• carolitertii o para Ch. poplylepis.Sin embargo,Leuciscussp.mostróvaloresmuy
e
e semejantes a los de 21 alburnoidestriploides.
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
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e
e 2.- El origen híbrido de 2’. alburnoides
e
e Uno de nuestros objetivos ha sido el tratar de determinar si las formas
e
e diploides y poliploides del complejo 21 alburnoidesconstituyen un nuevo caso
e dentro de los venebrados unisexuales.
e
e

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
e
• existencia de hibridación entre miembros del complejo 2’. alburnoidesy alguna

e otra especiepróxima (Collares-Pereira,1989; Herrera,1991; Peris et al., 1994;e
• Velasco, 1994; Fernández-Delgado & Herrera, 1994). Incluso, estos autores han
e
• admitido como probableun modo de reproducciónbasadoen la ginogénesis,
e

según la cual las hembras híbridas sólo necesitarían ser estimuladas por esperma
e de una especie próxima parental. Sin embargo, hasta ahora no se habían abordado
e
• estudios moleculares que corroborasen o desmintiesen esta hipótesis.
e
• Los datosgenéticoshan puestode manifiestola naturalezahíbridade la
e

mayoríade los individuos diploidesy de todos los individuos poliploides de los
• ríos Águeda y Estena.
e
• Los análisis aloenzimáticos llevados a cabo sobre la población del río
e
• Águeda revelaron que tanto los 21 alburnoidesdiploidescomolos poliploidesde
e

esta población son híbridos constituidos como consecuencia de la combinación
• de dos genomas distintos procedentes de dos especies con reproducción sexual.
e
e La heterocigosisencontradapara los organismosdiploides (fI~=0,150 +

e
e 0,063) excedió de forma clara a la esperada según el equilibrio de Hardy-

e Weinberg y esto se produjo como consecuencia de la heterocigosis fijada parae
e tres loci (sAAT-1“<, PGDH* y PGM*) en todos los individuosde la poblacióndel
e
• río Agueda.
e
• En una poblacion natural y en equilibrio la proporción de individuos
e

heterocigotos para dos alelos p y q viene dado por la formula de la ley de Hardy-
e
e
e
e
e
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Weingberg: p2 + 2pq + q2. Esta proporción alcanza su máximo cuendo p y q son

igualmente probables y entonces 2pq=50%, pero la aplicación de la formula

indica que irremediablemente encontraríamos una proporción también alta de

individuos homocigotos siendo p2=q2=25%.

Si nos hallamos en una situación como la encontrada para los individuos

del complejo 21 alburnoides en el río Águeda, en la que todos mostraron un

patron de bandas en heterocigosis en los tres loci mencionados, sólo 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 tfata de dos

loci monomórficos (bien ligados o independientes).

b) Que los zimogramas si muestran los alelos de un mismo locus, estando

éstos en heterocigosis, por lo que la población no se rige por la ley de

Hardy-Weinberg o lo que es lo mismo, no se originaron como

consecuencia de una reproducción sexual sino de una hibridación.

La primera explicación fue cuidadosamente valorada, pero dos aspectos

del estudio realizado permitieron rechazarla. En primer lugar, ningún otro

ciprínido de los analizados aquí presentó en este nivel de migración dos loci, ya

fuesen monomórficos o no, para los tres sistemas enzimáticos implicados,

encontrándose siempre un único locus.

En segundo lugar los patrones de bandas encontrados en los zimogramas

de los ovocitos de las hembras del complejo mostraron sólo una de las dos

bandas. Si se hubiese tratado de dos loci, en los ovocitos se habría expresado el

producto génico de ambos, independientemente de que los huevos fresen

haploides o no. Sin embargo, al encontrarse en los ovocitos sólo una banda en

cada uno de los tres loci, no cabe otra posibilidad más que se trate de dos alelos

de un mismo locus (Graf& Polís-Pelaz, 1989).
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• Un simple cálculo ratifica el que estamos ante un fenómeno de

hibridación. Si estimásemosla probabilidadde encontrarun individuo surgido a

• partir de reproducciónsexualy queseaheterocigotoparatresloci éstaseriade

• (1/2)~, o lo que es igual 0,125. Por tanto, la probabilidad de encontrar31

individuos machos, como los encontrados en el río Águeda, surgidos a partir de

• reproducción sexual y heterocigotos para tres loci es decididamente muy
e
• pequeña, (0,12 5)3k = 1028 (Vrijenhoek, comunicación personal).

• En definitiva, diferentes aproximaciones dan como resultado que la

población del complejo 2’. alburnoides del río Águeda se originó comoe
• consecuenciade un fenómenode hibridación. En primer lugar, las proporciones
e
• de sexos y ploidías, en segundo lugar la alta heterocigosis encontrada y por
e

último la ausenciade segregacionesmendelianascomo consecuenciade la
• alteración de los mecanismos de reproducción sexual. La hibridación actuaría

• como el fenómenocausal y conector de todas estas alteraciones observadas

(Dawley, 1989; Vrijenhoek, 1994).e
Como cabría esperar, el grado de similitud entre el genotipo de las dose

• especies que hibridaron es muy alto (Dawley, 1989; Moritz et aL, 1989). La
e
• existenciade tan sólotresloci fijadosen heterocigosis del total de 26 analizados
e

en la población del río Águeda indica que las especies parentales sólo mostraron
• tres loci diagnósticos entre ellos. A modo de comparación, entre las especies

• Poeciliopsis monacha y Poeciliopsis lucida, que forman híbridos

hibridogenéticos, existen 5 loci diagnósticos (Vrijenhoeket aL, 1978).

A pane de los loci fijados en heterocigosis, los híbridos del río Águeda

• mostraron polimorfismo en otros nueve loci pudiendo aportarse esta variabilidad

• por cualquiera de las dos especies parentale. En los catorce restantes no se

observó polimorfismo alguno por lo que probablemente serán muy parecidos parae
• las dos especies parentales.

e
e
e
e
e
e
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Además del origen híbrido de los individuos del complejo, resulta

igualmente llamativo el hecho de que no aparecieran individuos no híbridos

dentro de la población del río Águeda. Se ha sospechado el caracter híbrido de las

formas poliploides pero no se pensaba lo mismo de las diploides. Collares-Pereira

(1985, 1987) propuso distintas hipótesis sobre el origen de formas diploides y

triploides pero consideraba que una parte importante de los individuos diploides

tenían una reproducción sexual normal constituyendo la verdadera especie 21

alburnoides(Rutilus alburnoides,según su criterio). Estos individuos bisexuales

serían, además, quienes hibridasen con alguna especie emparentada para formar

los híbridos.

Nuestros resultados para la población del río Águeda no parecían

confirmar esta hipótesis ya que todos los individuos analizados con aloenzímas

resultaron ser híbridos. Sin embargo, una subpoblación de individuos bisexuales

podría existir en muy baja frecuencia, y no haber sido muestreada. También

podría darse el caso de que todo el complejo a nivel de la Península Ibérica

estuviese constituido por individuos híbridos y Tropidophoxinellusalburnoides

no sea una buena especie sino un híbrido interespecífico entre dos especies

emparentadas. Como se ha visto en la población del río Estena esto no es así,

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

Para tratar de explicar lo que puede ocurrir en la población del río 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 et al., 1977; Dawley, 1989;

Goddard & Dawley, 1990; Goddard & Schulz, 1993). Por tanto,

independientemente del modo de reproducción empleado, los híbridos del

complejo 21 alburnoides podrían existir sin la presencia de alguna de estas

especies parentales a excepción de la especie parental dadora de esperma en el

caso de que la reproducción sea hibridogenética (Schultz, 1969).
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e
• Partiendode este hecho, la presenciaexclusiva de híbridos en esta
e población puede ocurrir porque: a) los híbridos se forman en otra cuenca donde

• existien los dos parentales, colonizando posteriormente los híbridos la cuenca del
e
• río Águeda,b) los híbridos habrían desplazado por competencia a alguna de las

especies parentales restringiéndolas a zonas muy localizadas o extinguiéndolas de

• la cuenca.
e
• En ambos casos sería necesario que los híbridos contasen con una
e
• adaptabiliad y éxito ecológico mayor que las especies parentales. Este hecho ha

sido ampliamente contrastado para otros vertebrados unisexuales como ene
• Cnemidophoruso en Poecilipsis(Maslin, 1968; Cuellar, 1977;Vrijenhoek, 1979,
e
• 1984; Vrijenhoek& Lerman,1982; Vrijenhoek et aL, 1992), en los que sehan
e

encontrando poblaciones formadas exclusivamentepor híbridos que han
• conseguido colonizar nuevas áreas de dispersión o han conseguido adaptarse
e
• mejor a condiciones variables del ambiente. Ello hace que compitan en

superioridad con las especies parentales que terminan siendo desplazadas.e

e
2.1.-Dosisgenéticasypoliploides

e
En los individuos poliploides híbridos resultó de gran utilidad el poder

• interpretar los patrones de intensidad de bandas en los loci en heterocigosis yae
• que permitieron la determinación de la dosis genética. El conocer la dosis
e
• genética en un locus dado permite determinar las frecuencias alélicas y
• caracterizardeunaformamásprecisalaspoblacionesde individuospoliploides.
e
• Además, el conocimiento del genotipo completo en las formas poliploidese
• permitedeterminarla existenciade distintoscloneso hemiclones.La variabilidad

• genética estimada a panir de estos clones nos va a permitir abordar distintos

e
aspectos relacionados con la dinámica de las poblaciones (Vrijenhoek, 1989;

• Moritz et al., 1989) y la duración y persistencia de las mismas. También, será de
e
e
e
e
e
e
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• gran utilidad en estudiosecológicosen los quese confrontael éxito ecológico

entre distintos clones o se compararan con las especies parentales (Vrijenhoek,

• 1984, 1990; Weterington et aL, 1987).

• La diversidadclonal puedeaportar información básica sobre el origen de

• las formas híbridas, indicando si el fenómeno de la hibridación fue puntual o se

produjo como consecuenciade múltiples hibridaciones entre las especies

• parentales (Quattro et aL, 1991),y también se puede utilizar para averiguar cuál

• fue el origen de la poliploidía (Quattroet al., 1992b).

• La presenciade las formaspoliploides en los organismosunisexualeses

un fenómeno bastante extendido. Se ha estimado que alrrededor del 65% de las

• formas estudiadas hasta el momento presentan algún grado de poliploidía, siendo

• muchomás común entre ellas los organismos triploides (Vrijenhoek etaL, 1989).

• Las dos hipótesis más probable en cuanto a la formación de los individuos

• triploidespartende puntosradicalmentedistintos.La primerade estashipótesis,

• también conocida como del “origen espontáneo”, sugiere que el momento mismo

• de la poliploidización es anterior a la hibridación. Segúnestahipótesis, una

hembra perteneciente a un taxón bisexual normal produciría ovocitos diploides y

• después estos serían fecundados por esperma de otra especie originándose un

• individuo triploide quetambiénseráhíbrido(Cuellar, 1974,1977).

• La segundahipótesisproponeun “origen hibrido primario” segúnel cual

la alteración en la meiosis que produciría huevos no reducidos se produce en

• hembras híbridas. Ahora bien, asumiendo que partimos de un individuo híbrido,
e
• la adquisición de la triploidía podría producirse como consecuencia de dos

fenómenosdistintos:

• a) por la adición de un tercer genoma (Schultz, 1969) procedente de

• cualquiera de las especies parentales, que se uniría al ovocito en el que

• no se ha producidomeiosis y que por tanto es idéntico a cualquier

e
e
e
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célula somática con genotipo híbrido. Las combinaciones posibles

serían: AB+A=AAB, ó AB+B=ABB

b) por una duplicación genómica durante la meiosis (Cimino, 1972). En

este caso, la supresión de la división ecuatorial durante la anafase

meiótica traería como consecuencia la no reducción genética del

material cromosómico, previamente duplicado en la profase. Este

ovocito con dos dotaciones cromosómicas idénticas se fecundaría

después por cualquiera de las especies parentales originándose los

siguientes casos:

AA+A=AAA; AA+B=AAB ó BB+A=BBA; BB-f-B=BBB

Según este modelo, se encontrarían individuos triploides homocigotos y,

además, la heterocigosis que cabria esperar sería considerablemente baja (Avise

etal., 1992).

No se han detectado individuos triploides homocigotos en la población del

río Águeda, siendo altos los niveles de heterocigosis encontrados. En los datos

encontrados para las poblaciones del complejo 2’. alburnoides aparecieron

genotipos del tipo AAB y ABB para los loci ya comentados y en el caso de la

población del río Águeda se encontraron tres alelos expresandose al mismo

tiempo en el locus PGDH* de algunos individuos. Este hecho por si sólo parece

descartar la posibilidad de que se estén produciendo triploides según el modelo

de la duplicación genética.

Si nos encontramos ante un caso de hibridogénesis, las hembras hibridas

con genotipo AAB producirían ovocitos del tipo AA que al ser fecundados por

esperma del tipo B de la especie paterna, originarían un nuevo individuo AAB.

Los individuos triploides con genotipo ARR probablemente serán los

responsables de la aparición de las hembras diploides ya que al descartar el

material genético tipo II producirían ovocitos haploides A. Estos ovocitos se
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fecundaríancon espermade la especieparentalde tipo B originandoindividuos

diploides AB. Eventualmente, algunas de estas hembras, por el fenómeno de la

adición genómica, volverían a producir triploides del tipo ARR.Hay que tener en

cuenta que los genotipos del tipo AÁBson mucho más frecuentes que los del tipo

ABB, y ésta podría ser la causa.

Otra explicación para la aparición de genotipos del tipo ABB requeriría la

existencia de machos híbridos con esperma viable, pero esto no parece que ocurra

ya que tendríamos que encontrar también genotipos del tipo AA yAAA.

Estudios realizados por otros autores sobre organismos unisexuales,

sobretodo en el género Poeciliopsishan confirmado que la producción de los

híbridos triploides también debe ser explicado por el modelo de adición genómica

(Quattro et al., 1992b).

Por otro lado, la presencia de formas tetraploides en los híbridos parece

tener una gran imponancia desde el punto de vista evolutivo. Se ha postulado que

los individuos tetraploides contribuyen sirviendo como un paso intermedio en la

evolución de la duplicación genética y de esta forma conseguir de niveles de

ploidía mayores (Schultz, 1969, 1980). De esta forma, la adición de un cuarto

genoma en un individuo triploide podría causar un efecto de compensación en la

meiosis y originar un individuo en el que se instaurase un mecanismo de

reproducción sexual (Astaurov, 1969; Vasil’ev eta!., 1989).

Además, la existencia de gran abundancia de material genético facilita que

las dotaciones cromosómicas extras sean un campo de experimentacion idóneo

para ensayar nuevas posibilidades proporcionadas por las mutaciones, por lo que

teóricamente proporcionana una mayor radiación adaptativa (Ohno, 1970). Sin

embargo, otros autores no son de esta opinión y piensan que, a medio plazo, la

acumulación de mutaciones deletéreas, que no han podido purgarse por la

ausencia de recombinación, terminarán por hacer inviables estas formas hibridas

(Muller, 1964; Vrijenhoek, 1989; Moritz et al., 1989).
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3.- Búsquedadelas especiesparentales

3.1.-La especiepaterna

De las tres especiesde ciprínidos analizadasen la población del río

Águeda, dos de ellas, Ch. polylepisduriensisy R. lemmingii, fueron descartadas

con toda fiabilidad como especies implicadas en la hibridación. Las aloenzimas

mostraron patrones compatibles para los tres loci sAA2’-] ‘«, PGDH* y PGM* que

se han encontrado fijados en heterocigosis en los híbridos. Sin embargo los alelos

marcadores observados en varios loci (seis en Ch. polylepis y nueve en R.

lemmingii) indican no sólo que no son las especies parentales, sino que están

bastante alejadas taxonómicamente con respecto a los teóricos parentales que

originaron los híbridos del río Estena.

Por el contrario, el patrón de alelos encontrado en L. carolitertii resultóser

perfectamente compatible con el que teóricamente debería presentar una de las

especies parentales. Si el genotipo de dos especies que hibridan para constituir un

organismo unisexual debe ser lo suficientemente próximo para que no se

produzca una ruptura total del mecanismo de la meiosis o no existan

incompatibilidades a nivel del desarrollo embrionario (Moritz et aL, 1989) parece

lógico pensar que las especies implicadas en la hibridación 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 hibridación es L. carolitertii,

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

De la literatura referente a los organismos unisexuales se desprende que,

ocasionalmente, en algunos géneros surge un taxón que presenta un genoma

altamente inestable (quizá debido a un proceso incipiente de especiación) y que

puede hibridar con otro u otros taxones del mismo género.
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• La búsquedade la otra especieparentalen otros ríos diferentesdel río

Águeda estuvo basada en el hecho de que los híbridos pueden permanecer como

• poblaciones estables aún 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).e
e
e
e

3.1.1.-El géneroLeuciscusdela PenínsulaIbérica
e

El estudio aloenzimáticode un número considerablede poblaciones
• ibéricasde distintasespeciesdel géneroLeuciscushapuestode manifiestovarios
e
• hechos inportantes: En primer lugar que la variabilidad genética encontrada tanto
e
• a nivel intraespecífico como interespecífico para este género es menor a la que en
e

principio cabría esperar. Prácticamente no se encuentran loci diagnósticos que
• diferencien las poblaciones de L. carolitertii y de L. pyrenaicusy solamente
e

FH*b nos permitió discriminar la única población de L. cephalusmuestreada.
• Datos similares han sido encontrados por otros autores en poblaciones
e
• portuguesas deL. carolitertii yL. pyrenaicus(Coelhoeta!., 1995).
e
• A nivel intraespecífico,el polimorfismo detectadopara las poblaciones
e

tanto de L. carolitertii comode L. pyrenaicusfue bajo, destacandola población
• del río Boedo donde el polimorfismo encontrado fue del 7%. Sin embargo, estos
e
• datoscontrastanconlos encontradosparaotrasespeciesconlas quecompartesu
e

distribucióncomoesel casode Ch.polylepisduriensis(Coelho,1992).

En primera instancia,podría deducirseque la diferenciaciónentreestas

• especies puede haber sido reciente. Sin embargo, en el análisis poblacional se han
e
• encontradoalgunaslocalidades con alelos marcadores que podrían indicar la
e

existencia de una heterogeneidad considerable a nivel intraespecífico que
• estuviese enmascarando las verdaderas diferencias interespecíficas.e
e
e
e
e

e
e
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Finalmente,y conrespectoa la búsquedade las especiesparentales,seha

de concluir que no ha aparecidoentreningunade las poblacionesestudiadas

individuos quepresentasenuna combinaciónalélica complementariaa la de L.

carolitertil parapoderserconsideradocomola otraespecieparental.

3.1.2.-El géneroLeuciscusenEuropa

Comoya seha indicado,debidoa la complejidadtaxonómicaquepresenta

este género en Grecia, se realizó un análisis filogenético usandodistancias

genéticasy caracterescualitativosparaver cualessonlas especiesa considerar.

LosresultadosdelUPGMA (Figura 8)muestranqueel géneroLeucicusen

Greciaestácompuestopor tres grupos, dos de los cualesse correspondencon

especiesbien diferenciadas(L. keadicus y L. borysthenicus)y el tercero,

politípico y heterogéneo,compuestopor al menostres especiesdiferentes:L.

peloponnensis, distribuido por el Peloponesoy oeste de Grecia (ríos Alfios,

Miras, Evinos,Louros,Arachthosy Thiamisy los lagos Stymphalia y Trichonis),

L. “prespensis”. restringidoal Lago Prespay L. cephaluspresenteen el nortey

estedeGrecia.

Las poblacionesantesconsideradascomo L. cf svallize (Stephanidis,

1971; Tsingenopoulos& Karakousis, 1996) y L. c. albus (Economidis, 1991;

Economidis & Banarescu,1991) debenconsiderarsecomo pertenecientesa L.

peloponnensisdebido a la ausencia de alelos exclusivos y sus bajas distancias

genéticas frente a la población del Peloponeso de L. peloponnensisa 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 región de Dalmacia, y por otra, apoyan que L. c. albus se

encuentre sólo en el Lago Trasimeno en Italia (Bianco & Recchia, 1983).
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e
• Aunque la designación taxonómica de la población de Leuciscusdel Lago
e
• Prespa es compleja, consideramos que se debe considerar como una especie
• independiente dada la diferenciación genética que presenta frente a otras
e
• poblaciones deLeuciscusy por ello seha incluido en el análisisfilogenético.En
e

el árbol obtenido del UPUMAL. “prespensis” apareceunida junto a L.
• peloponnensisexistiendo una considerable distancia geográfica entre las
e
• poblacionesde ambasespecies,sin embargo,no aparecejunto a L. cephalusa
e

pesar de su proximidad geográfica.
e Paralelamente, L. cephalus en Grecia aparece diferenciada en dos grandes
e

gruposcorrespondiendoa las subespecies L. c. vardarensisy L. c. macedonicus,
e
• la primera con una distribución en el centro y norte de Greciay la segunda
e

distribuida por Macedonia.
e

Los resultados obtenidos mediante distancias genéticas y los basados en

• datos cualitativos no coincidieron plenamente ya que difieren en la posición en lae
• que sitúan a L. “prespensis“. El análisis filogenético basado en datos cualitativos
e

indicó que L. peloponnensisy L. cephalusson grupos hermanos respecto al resto
• de las especies de Leuciscus.Sin embargo, las distancias genéticas indicaron que
e
• la especie más próxima a L. peloponnensises L. “prespensis“.

e
• Cabedestacartambién que L. borysthenicusresultó ser la especiemás
e

distante desde el punto de vista filogenético de entre todas las analizadas, sin
e

embargo, el análisis de bootstrap mostró cierta inestabilidad en esta rama del
• árbol.
e
• La comparaciónde los alelos presentadospor las especiesgriegas del
e
• género Leuciscuscon los existentes en L. carolitertii y con los genotipos del
e

complejo 21 alburnoidesno dió comoresultadoel encontrarla especieparental.
• Ello esdebidoa queno se encontróla combinaciónde alelos teórica de la otra
e
• especie parental y se rechazaron una a una las especies aquí consideradas.
e
e
e
e
e
e
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• 3.1.3.-ElgéneroTropidophoxinellus

e
Se pueden distinguir dos aspectos especialmente relevantes del análisis de

• aloenzimas efectuado sobre las dos especies del género Tropidophoxinellus.En
e
• primer lugar hay que dejar claro que ninguna de ellas actuó como especie
e

parental en la hibridación ya que el patrón de alelos encontrado en ambas no es
• compatible con el teórico buscado.
e
• En segundo lugar, y pese a la semejanza morfológica entre estas dose
• especies y 21 alburnoides,hay que remarcar que 21 hellenicusy 21 spartiaticus
e

presentaron una diferenciación genética importante con respecto a las
e

poblaciones ibéricas del complejo. Por un lado, se detectó la presencia de vanos
6 loci diagnósticos (ocho y cinco loci, respectivamente) entre las especies griegas y
a

la ibérica. Por otro, la posesión de distintos alelos marcadores en estas especies
6 no presentes en el complejo y vice versa.
e
• La diferenciación genética a nivel de loci diagnósticos del complejo 2’.e
• alburnoidescon respecto a 21 hellenicusy 21 spartiaticusresultó ser comparable
e
• con la que se da entre aquel y géneros comoRutilusy Chondrostomapresentes
• en la Península Ibérica.e
• El escasonúmerode individuos no híbridosde 21 alburnoidesde que see
4 disponía no ha aconsejado abordar un análisis de la divergencia genotípica
ee basadoen distanciasgenéticas.Sin embargo,un estudio de este tipo, contando
6 con un númeromáselevadode individuos, seríaimprescindiblepara estimarlae
• diferenciación entre estas especies. De cualquier forma, todo parece indicar que
e
e la inclusión del taxón ibérico en el genero Tropidophoxinellus no tiene
• consistencia desde un punto de vista genético.e
• Paralelamente,la gran divergenciaencontradaentre las dos poblacionese
• estudiadas de 21 hellenicus y 21 spartiaticus resulta sorprendente para dos
e
ó especies de un mismo género. Sin embargo, este análisis debe hacerse extensible
6
e
e
e
e
a
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e
• a otras poblaciones de ambas especies para poder confirmar el grado de
e

diferenciación genética.
e

El poco éxito obtenido sobre las poblaciones griegas de Leuciscusy

• Tropidophoxinellusy la diferenciación tan importante con respecto a la poblacióne
• de L. carolitertil nos llevó a pensarque seguramenteel fenómeno de la
e

hibridación estaría restringido a la Península Ibérica y que debía hacerse un

• estudio más minucioso de las poblaciones de otros ciprínidos ibéricos y dele
• complejo2’. alburnoides.
e
e
e
• 3.1.4.-Otrasespeciesibéricas
e
• Cuandola búsquedade las especiesparentalesse dirigió sobre otros
e
• taxonesibéricos pertenecientesa otros géneros los resultados tampoco fueron

satisfactorios. Se obtuvieron resultados interesantes para algunos taxones cuando
e
• se analizaron los tres loci fijados en heterocigosis para los 21 alburnoides
e
• híbridos. Los alelos complementariosa los de Leuciscuscarolitertii para estos
e

tres loci se encontraron en varios individuos de las poblaciones del Guadiana y
• Guadalquivirde Rutilus lemmingii, mientras que para otros taxones (Anaecypris
e
• hispanica, Iberocyprispalaciosi, Ch. polylepis willkommii) se encontraron los
e

alelos complementariossólo en alguno de estostres loci. Por el contrario el
• análisis del resto de los 26 loci conlíevó el descarte de todos estos taxones
e
• examinadosporpresentarmultiples alelos diagnósticos (Tabla 23).
e
• Se ha constatado la presencia de formas intermedias atribuibles a híbridos

entre 21 alburnoides y A. hispanica en algunos ríos de la cuenca del Guadianae
• (Doadrio, comunicación personal) y también se ha capturado algún ejemplar en el
e
• transcurso de este trabajo con morfología intermedia entre21 alburnoidesy Ch.

polylepis en los ríos Almonte y Arrago. Además se ha especulado con lae
• posibilidadde que 1. palaciosi formase parte de un fenómeno de hibridación entre
e
e
e
e
e
e
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Ch. polylepisy 21 alburnoides.Por todo ello se estimó la posibilidad de que

alguna de estas especies pudiese estar implicada en la hibridación como especie

parental.

La población de Leuciscus sp. fue apartada del análisis ante la sospecha de

que se tratase de un nuevo complejo, muy relacionado con el estudiado aquí, que

pudiese distorsionar algunos de los resultados obtenidos. Presentan una

morfología muy próxima a la de L. pyrenaicus y en ellos se detectó únicamente

un individuo macho entre 70 ejemplares disecados. Además, se encontró un

contenido de ADN similar al de los híbridos triploides y una heterocigosis

observada muy superior a la esperada.

Paralelamente, en 1. palaciosi se ha observado un locus (LDH-2 *) en el

que los 11 individuos analizados fueron heterocigotos y se ha descrito la

presencia de poliploidía (Alvarez et al., 1986), por lo que se sospechó también su

implicación en algún complejo híbrido. Sin embargo, en el presente estudio no se

ha podido abordar su ploidía ya que de los 11 individuos estudiados sólo se

disponía 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 el

equilibrio de Hardy-Weinberg y el bajo número de individuos estudiados para el

locus LDH-2* hacen pensar que se puede tratar de una especie sexual normal o

que la mayoría de ellos lo sea.

3.2.-La especie materna

Trasanalizarindividuosdelcomplejoprocedentesde distintaspoblaciones

finalmente se identificó la especie materna. En algunos ejemplares en el río

Estenaaparecióel genotipohomocigotoparalos loci marcadorescompatiblecon

el de L. pyrenaicus para hibridar y generarlos organismos híbridos. Estos

resultados clarificaron definitivamente el proceso de hibridación interespecífica
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en la que L. carolitertii y L. pyrenaicusjuegan el papel de especie parental

paternaen susrangosde distribuciónrespectivos,mientrasqueestosejemplares

verdaderos de 21 alburnoidesdesempeñanel papelde la especie parental materna.

• Se confirma, por tanto, que existe una fracción dentro de la población del
e
• complejo que no tiene un origen híbrido y que previsiblementese reproduce

sexualmente. Los valores observados de heterocigosis confirman este aspecto y el

• análisis de su ploidía indicó quese tratan de ejemplares diploides. En cuanto al

• sexo, sehan encontradoindividuosmachosy hembras, pero la mayoría de ellos

resultaronserjuveniles.

e
En lo referentea los biotiposhíbridosencontradosen la poblacióndel río

• Estena, destaca la presencia de variabilidad genética respecto a la población del

• río Águeda.En la población del río Estenase detectóla presenciade nuevos

alelos no presentes en la población del Duero y cambios en las frecuencias

• álélicas en general.

• Destaca la presencia de un nuevo locus fijado en heterocigosis en los

• híbridosde la poblacióndelGuadianapresentándoseel alelo lento sMDH*b que

• aparece en una frecuencia muy baja en la población del río Águeda. Estas

• diferencias a nivel genético entre los híbridos de estas dos poblaciones pueden
e
• atender en parte a la existencia de dos especies parentales distintas (L. carolitertii
e
• yL. pyrenaicus).Sin embargo, aquellas diferencias proporcionadas por alelos que
• no se encuentranen las especiesdel géneroLeuciscusdeben ser atribuibles a

• variacionesinterpoblacionalesde la especiematerna.

• Las enormes dificultades encontradas para detectar estos individuos no
e híbridoshacensuponerquelos verdaderosindividuosde 21 alburnoidespuedan

• estar limitados a unas pocas poblaciones en toda la Peninsula como ocurre con lae
• especie materna del complejo Poeciliopsis monacha-lucida (Schenck &

Vrijenhoek, 1986). En esta especie,las poblacionesque aún persistende P.

• monacha están situadas en tramos altos de algunos ríos en los que no existe el

e
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• biotipo híbrido o su presencia es muy limitada. Algo similar podría estar

ocurriendoconlaspoblacionesde 21 alburnoides no híbridos.

En el río Estena sólo se pudieron detectar 11 individuos en el tramo más

• alto donde convive con los biotipos híbridos, pero es muy probable que en la
e
• mayoría de los ríos por donde se distribuye el complejo no se encuentren estas
e

formasno híbridas.

Otroaspectoaconsiderarseriael de la descripciónoriginariade la especie

e
ya que si el biotipo que más abunda en la naturaleza tiene un origen hibrido sería

• necesano comprobar si los sintipos conservados en el Museo de Historia Natural

de Viena (NMW 49749, 15 ejemplares y NMW49778, 12 ejemplares)

• corresponde a individuos híbridos o no.
e
• Por último, habría que resaltar la necesidadde abordar estudios
e
• exhaustivos sobre el complejo para estimar la biodiversidad de las formas no

híbridas y adoptar las medidas necesarias para su conservación. Si se confirmase

• la escasez de poblaciones de 21 alburnoides no híbridos, seguramente nose
• encontraríamosfrente a uno de los vertebrados más amenazados dentro de la

ictiofauna europea.

e
e
e
• 4.- La hibridogénesis
e
• Desafortunadamente, no es fácil realizar experimentos de fecundación
e

artificial en condiciones de laboratorio por lo que no se pudo analizar
• directamente el sistema de reproducción. Sin embargo, el análisis aloenzimáticoe
• de los ovocitos primarios maduros de individuos de la muestra del río Águeda
e

indicaron que se da un sistema de reproducción hibridogenética tanto en
• individuos diploides como poliploides. La expresión hemizigótica de las

• aloenzimas de estos ovocitos producidos por hembras hibridas sugirió que el
e

e
e

e
e
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genoma de la especie paternaL. carolitertii fue excluido previamentea la

meiosis.

La exclusiónpremeióticadel genomapaternoimpide la expresionde los

genes paternos en ovocitos maduros de otros sistemas hibridogenéticos como en

Rana esculenta(Graf andPolís-Pelaz,1989). Por otro lado, las investigaciones

citogenéticas llevadas a cavo en biotipos del género Poeciliopsis con

reproducción hibridogenética demostraron directamente la exclusión de uno de

los genomas parentales antes de la ovogénesis y meiosis-I (Cimino, 1972). Por

este motivo, en los zimogramas de los ovocitos sólo apareció una banda

correspondiente a uno de los alelos, y siempre el mismo, que correspondía al

aportado por la especie materna 21 alburnoides.

El sistema hibridogenético de 21 alburnoides descarta directamente el

genoma paterno de L. carolitertii y produce huevos con material genético de 21

alburnoideshaploides o diploides dependiendo de si la hembra fuese diploide o

triploide. Aunque la mayoría 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 Ranaesculenta (Berger, 1973: Bogan et al., 1985;Graf

& Polís-Pelaz, 1989; Goddard et al., 1989).

La reproducciónhibridogenéticaenhembrasde 21 alburnoidesrequiere la

disponibilidad de un hospedador paterno, genéticamente compatible, del género

Leuciscus.Con él se mantendráuna estrecha relación de dependencia por el

esperma para la fecundación de sus huevos. Por tanto, las poblaciones de 2’.

alburnoides híbridos deberán de estar ligadas irremediablemente a las de

Leuciscus.La coexistenciade las especiesdel género Leuciscuscon el complejo

2’. alburnoidesenel rangodedistribuciónde ésteúltimo apoyaría esta tésis.

La presencia de la especie materna (21 alburnoidesno híbridos) en las

poblaciones de híbridos es prescindible ya que, como se ha comentado, su
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• materialsetransmite en la hibridogénesis de forma hemiclonal sin recombinación

algunay sufriendosolamentelas alteracionesproducidaspor las mutaciones.Por

• tanto,si llegaseaentraren competenciaconel biotipo híbrido podría ser reducida

• ensunumerode efectivos o incluso desplazada del todo de esa población.

• Por el contrario, la relación que se establece entre el biotipo hibrido y la

• especie paterna es de dependencia ya que forzosamente necesita de su esperma

para fecundar en cada generación a sus huevos. Aunque llegase también a

• competir con ella por determinados recursos tróficos o por el espacio, su

incidencia negativa sobre la especie paterna terminaría por repercutirle ya que

• quedarían pocos machos disponibles para su reproducción. Si los híbridos no

• consiguen reproducirse, el reclutamiento de individuos 0+ sería nulo y

disminuiría de forma natural la porción de éstos, disminuyendo también la

• presión sobre la especie parental que tendrá la oportunidad de recuperar su

• tamaño poblacional.

• En el caso de organismos con fecundación interna como es el caso de

Poeciliosis este equilibrio debe ser muy estricto ya que las hembras híbridas sólo

• conseguirían reproducirse si existiesen muchos machos de la especie hospedadora

• y no todos ellos consiguiesen una hembra coespecífica. Sin embargo, en el caso

de que la reproducción sea externa, seguramente existirá una cantidad mayor de

• esperma disponible que puede fecundar indirectamente las puestas de las hembras

• híbridasde 21 alburnoides.De estaforma, tamañosmenoresen las poblaciones

de Leuciscuspodrían mantener mayores cantidades de individuos híbridos.

En la muestradel río Estena L. pyrenaicus resultó ser el hospedador

• parentalpor lo que se asume que esta especie estará desempeñando el papel de

• especie paterna en todo su rango de distribución. La especie L. carolitertii, que

e
presenta una distribución alopátrida con respecto a L. pyrenaicusejercerá el papel

• de hospedador paterno en aquellas poblaciones de híbridos de 21 alburnoidesque

• coincidan con su rango de distribución.

e
e
e
e



Discusión El complejoTi alburnoides 145

Las relaciones evolutivas de L. carolitertii y de L. pyrenaicusnecesitarían

ser estudiadas con más detalle. Un análisis aloenzimático previo de diversas

poblacionesde L. pyrenaicus procedentes de la cuenca del Guadiana sugieren que

en realidad estas poblaciones pertenecen a la especie L. carolitertii (Coelhoet aL,

1995). Nuestros datos aloenzimáticos son congruentes con esta interpretación.

Sin embargo, el ADN mitocondrial de la población de L. pyrenaicus del río

Estena resultó ser diferente al de L. carolitertii y no difirió de el encontrado en 21

alburnoides.Una explicación posible sería que la población de L. pyrenaicus del

río Estena estuviese constituida por formas reticulares. Además, la especiación de

los linajes a partir de un ADNmitocondrial ancestral puede ser la explicación

para esta aparente contradiccion.

La incorporación y expresión de los genes de los Leuciscusparentales

pueden beneficiar a los híbridos en dos sentidos. El primero, consiste en que la

expresión parental puede incrementar la similaridad de los híbridos a las hembras

de Leuciscus y por tanto incrementar la probabilidad de los cruces en los híbridos

(Lima et al., 1996). En segundo lugar, la expresión de los genes paternos puede

ayudar a los híbridos a adaptarse a condiciones locales para las que las especies

parentales están ya bien adaptadas. Por ejemplo, la variación paterna contribuye a

adaptaciones termales en Poeciliopsishibridogenéticos (Bulger & Schultz, 1982).

Las formas hibridogenéticas de Poeciliopsis pueden usar tres hospedadores

parentales diferentes, P. lucida, P. occidentalis y P. latidens dependiendodel

sistema fluvial (Schultz, 1977). Es probable que investigaciones más profundas

sobre los ejemplares del complejo 21 alburnoidesrevelen la existencia de otros

hospedadores parentales. De hecho, y como se ha comentado, se han encontrado

individuos con morfología intermedia entre el complejo 21 alburnoidesy otras

especies de ciprínidos, sin embargo, la diferente época de maduración sexual

entre estos taxones puede estar detrás de la escasez de estos cruces.
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Un númeroalto de machosde 21 alburnoidesno deberíanser considerado

como indicativo de una reproducciónsexual. Por ejemplo, todos los machos

estudiados en la población del río Águeda fueron identificados como híbridos.

Dichos machos podrían ser el 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 híbridos 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 & Polís-

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 A *B (donde * indica un genoma hemiclonal) resulta la

producción de progenie del tipo A *A “<, y por tanto, 21 alburnoides no híbridos

con reproducción sexual podrían generarse de este modo. Sin embargo, una

descendencia del tipo A*A * no ha sido encontrada en este estudio, y si existen,

deben tener un bajo éxito debido a la expresión de mutaciones deletéreas que se

irían acumulando en el genoma hemiclonal no recombinante. Una carga

mutacional considerable se ha demostrado en otros sistemas hibridogenéticos

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

S.- El análisis del ADNmitocondrial

Como ocurre en Poeciliosis, los híbridos unisexuales de 21 alburnoides

pueden caracterizarse por tener múltiples orígenes como consecuencia de

distintos fenómenos de hibridación. Los análisis 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 et aL, 1977, 1978).

Del mismo modo, los híbridos de 2’. alburnoides de los ríos Águeda y Estena
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• difieren respecto a los haplotipos encontrados, siendo el haplotipo 1 el presente en

el río Águeda mientras que los haplotipos II y III aparecen en el río Estena.

Los individuos no híbridos diploides de 21 alburnoidesque presentan el

• haplotipoII sehanencontradoen el río Estena,por tantoel linajehibridogenético

• portador del hap-II es probable que tenga un origen endémico, aun que esta

• hipótesis tiene que contrastarsecon marcadoresnuclearesadicionales.Por el

• contrario, para los híbridos que presentanel haplotipo-I (río Águeda) y el

• haplotipo-lil (río Estena)no se les encontróel linaje sexual correspondiente.

Estos haplotipos pueden constituir genotipos huérfanos (Turneret al., 1983) que

• en su día existieronen poblacioneslocalesdel ancestromaternopero queahora

• están extinguidos. Otra posibilidad sería que estos haplotipos todavía puedan

existir en linajes sexuales raros o que permanezcan sin muestrear. Sería necesario

• hacer un análisis exhaustivo de aloenzimas y de ADNmitocondrial en otros ríos

• donde se localicen formas similares a los 21 alburnoidesno híbridosla Península

Ibérica.

El análisisdel ADN mitocondrial revelóqueel verdadero21 alburnoides

• ancestralaportó el genoma mitocondrial a estos híbridos, sin embargo, esta

• especie materna putativa (no híbrida) no fue identificada en la muestra analizada

del río Águeda. Por el contrario, los 21 alburnoides híbridos del río Estena

• claramente involucran a L. pyrenaicuscomounade las especies parentales y a los

• ejemplaresno híbridoshalladosde 21 alburnoidescomola otraespecieparental.

• Una consecuencia de gran relevancia del presente estudio con ADN

mitocondrial es el reconocimiento de que la alfa-taxonomía del complejo 21

• alburnoides y el grupo Leuciscine necesitan una revisión profunda.

• La morfología y citología de este grupo altamente reticulado no ha

• identificado claramente barreras específicas o mayores niveles de relación

específica (Collares-Pereira, 1989; Howes, 1991). El análisis aloenzimático
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• proporcionaalgo de resolución en el presente estudio, pero el conjunto de estos

marcadoresno fuerondemasiadodivergentes.

Sin embargo,el análisisdelpolimorfismode los fragmentosde restricción

• del gen del Cytocromo b proporcionóunaresoluciónmásclara de las diferencias
e
• entre 2’. alburnoides,L. carolitertii y Ch. polylepis. Secuencias adicionales del
e ADNmitocondrial pueden resultar ser una herramienta poderosa para categorizar

• este grupo tan dificultoso. También serían muy útiles marcadores adicionales del

• ADNnuclear, dado que no son tan conservativos como las aloenzimas, para

identificar claramente los híbridos y sus progenitores.

e

e

e

e

e

e

e

e

e

e
e

e

e
e

e
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CONCLUSIONES

• Los resultados principales del presente estudio se pueden resumir en las

• siguientes conclusiones:
e
•
• 1.- Se ha comprobadoque la existenciade individuos triploides en todas las

• poblacionesanalizadasdel complejo 21 alburnoidesque fueron muestreadas en

diferentes cuencas hidrográficas representativas de toda su área de distribución.

e
• 2.- La proporción de sexos en el complejo 21 alburnoides ha resultado estar
e

descompensada a favor de las hembras en todas las poblaciones analizadas.

• 3.- El nivel de ploidía y la proporción de sexos en el complejo 21 alburnoidesfue

diferente entre las poblaciones estudiadas; habiéndose encontrado para el total de

• las mismas u 13,8% de machos frente a un 66,5%de hembrasy un 45,9% de
e
• individuosdiploidesfrentea un 54,1%de triploides.

• 4.- En la poblacióndel río Águedase ha constatadola presencia de individuos

• tetraploides dentro del complejo21 alburnoides.

e

• 5.- Se en¿ontró un contenido medio de ADN nuclear de 2,87 pg para los

individuos diploides del complejo 21 alburnoides.Este dato no pudo ser utilizado

como un carácter para diferenciar individuos híbridos y parentales ya que el valor
e
• sesolapaconel deotrasespeciesestudiadas.

e
• 6.- Los análisis aloenzimáticos para la población del río Águeda han revelado que

• todos los individuos del complejo 21 alburnoides,indistintamentede su nivel de

ploidía, son heterocigotos para tres loci. Además, presentan un exceso en lose
• valores de heterocigosis observada. Estos datos confirman que la población del
e
e
e
e
e
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complejo21 alburnoidesdel río Águedaconstituyenun nuevo caso dentro de los

vertebrados unisexuales con un origen híbrido interespecífico.

7.- Los estudios abordados en otras poblaciones diferentes a las del río Águeda

del complejo 21 alburnoides indicaron que en todas ellas aparece el mismo

fenómeno de hibridación.

8.- Los estudios aloenzimáticos del complejo 21 alburnoides del río Águeda

(cuenca del Duero) revelaron que L. carolitertii es una de las especies parentales.

En las poblaciones del complejo 2’. alburnoides de las cuencas del Tajo,

Guadiana y Guadalquivir, L. carolitertii es reemplazada como especie parental

por L. pyrenaicus,una especie muy próxima filogenéticamente de la anterior.

9.- Debidoaqueinicialmenteno seencontróla otraespecieparentalimplicadaen

la hibridación se realizó un estudio de las poblaciones del género Leuciscusde la

Península Ibérica, no apareciendo en ellas la otra especie parental. Además, los

resultados de este estudio indican que la taxonomía actual del género Leuciscus

en la Península Ibérica no es congruente con la estructura genética de las

poblaciones y por tanto debería ser revisada.

10.- Tampoco fue encontrada la otra especie parental cuando se amplió el estudio

a las poblaciones europeas del género Leuciscus. Igualmente, se comprobó que la

taxonomía de estas poblaciones no es congruente con la estructura genética de las

mismas.

11.- Se analizaron también las dos especies conocidas del género

Tropidophoxinellus descartándose ambas como la especie parental.



e
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e

12.- Un estudio más exhaustivo sobre distintas poblaciones del complejo 21
• alburnoides en la Península Ibérica dio como resultado encontrar la especie que
e
• hibrida con L. pyrenaicusenel río Estenaparaoriginar los híbridosdenominados

21 alburnoides.

e
e
• 13.- Se encontraron machos y hembras de la especie parental que fue diploide y

que presenta un área de distribución muy restringida dentro del río Estena.

• Aunque por lo reducido del área de distribución que ocupa la especie parental
e
• parece lógico pensar que los ejemplares utilizados para describir 21 alburnoides

sean híbridos, mucho más extendidos en la naturaleza, es necesario un estudio dee
• los sintipos depositados en el Museo de Viena.
e

• 14.- El estudiode aloenzimassobreovociosmadurosde hembrashíbridasde lae
• poblacióndel río Águedaindicó queel modode reproducciónempleadopor los

híbridos es la hibridogénesis.Mediante este método, el material genético de

• Leuciscus es descartado durante la meiosis produciéndose ovocitos que portan

• exclusivamenteel materialde los 1. alburnoidesno híbridos.
e
e
• 15.- Los estudiosdel polimorfismo de los fragmentosde restriccióndel ADNe
• mitocondrial indicaron que, en la hibridogénesis, las especies del género
e

Leuciscusactúan como especie paterna y los 21 alburnoides no híbridos como
• especie materna.

e
e 16.- La bajadensidadde 2’. alburnoides no híbridosencontradaen esteestudio,

• consistente sólo en una pequeña población en el río Estena, indican que sería
e
• necesario abordar un estudio exhaustivo sobre el estado de conservación de esta
e

especie.
e
e
e
e

e
e
e
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