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Capitulo 1. Introduccion general.



2 Introduccién general

1.1. Variacion cromosomica en el raton doméstico
1.1.1. Variacién cromosémica
1.1.1.1. Definicién y clasificacion

Por norma general, la morfologia y el nimero de cromosomas de los individuos de
una misma especie, asi como de las células de un mismo individuo, suele ser constante.
No obstante, ya sea de forma espontanea o inducida, pueden producirse variaciones
cromosOomicas que afecten tanto a la estructura (variaciones cromosdmicas estructurales)
como al nimero (variaciones cromosdémicas numéricas) de cromosomas. Las variaciones
cromosémicas estructurales se han clasificado histéricamente en cuatro tipos basicos:
deleciones, duplicaciones, inversiones y translocaciones (Lacadena 1996). Mientras que
las deleciones y las duplicaciones afectan al nimero de genes y por tanto al tamafio del
cromosoma, las inversiones y translocaciones representan cambios en la ordenacion del
material genético pero sin incremento ni disminucién de su cantidad. Asi, las deleciones
son alteraciones cromosOmicas en las que se da una pérdida de material genético; en
cambio, en las duplicaciones hay un aumento en el numero de genes debido a que un
fragmento del cromosoma se replica mas de una vez. Por otro lado, las inversiones son
cambios cromosémicos estructurales en los que un fragmento del cromosoma cambia de
orientacién dentro del cromosoma, y las translocaciones son cambios de posicion de
fragmentos del cromosoma.

Las variaciones numéricas son basicamente de tres tipos: poliploidias, haploidias y
aneuploidias. La poliploidia y la haploidia suponen cambios en el nimero de juegos
cromosémicos completos. De este modo la poliploidia aparece cuando se da un aumento
en el nimero de juegos cromosémicos, mientras que la haploidia representa la pérdida de
la mitad de la dotacion cromosémica, es decir, cuando las células de un organismo poseen
la misma dotacién cromosomica que los gametos del mismo. La aneuploidia por su lado
implica variacién en el numero de cromosomas pero sin llegar a afectar a juegos
cromosémicos enteros.

De todos los tipos de variaciones cromosémicas existentes, en el presente trabajo sélo
se tratardn las translocaciones, en especial un tipo particular de estas, el cual se explicara

en el apartado correspondiente (1.1.1.3.).
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1.1.1.2. Variaciones cromosomicas estructurales: la translocacion

La translocacién es un cambio estructural en el que algin segmento del cromosoma
cambia de posicion relativa dentro del complemento cromosémico, modificando por tanto
los grupos de ligamiento (Lacadena 1996). Teniendo en cuenta la nomenclatura propuesta
por Rieger et al. (1991) las translocaciones pueden clasificarse en:

- Translocaciones internas o intracromosomicas: son un tipo de translocacion en la
que el segmento que cambia de posicidn lo hace dentro del propio cromosoma. Este tipo
de translocaciones a su vez pueden dividirse en intraradiales o extraradiales, en funcidon
de si el cambio sucede dentro del mismo brazo cromosdémico o entre los dos brazos de un
mismo cromosoma, respectivamente. Este tipo de translocaciones pueden explicarse por
una rotura del cromosoma en tres puntos distintos.

- Translocaciones intercromosOdmicas: cambio de posicion de algun segmento que pasa
a situarse en otro cromosoma. Son basicamente de dos tipos: transposicion y translocacion
reciproca o intercambio. En la transposicion un segmento de un cromosoma pasa a otro
cromosoma. En la translocacion reciproca se da un intercambio mutuo de segmentos
entre dos cromosomas, que pueden ser homoélogos o no. Las translocaciones reciprocas o
intercambios pueden afectar a brazos cromosdmicos enteros o casi enteros si se producen
en sitios proximos a los centrémeros. Dentro de este tipo se encuentran las fusiones y

disociaciones céntricas (Robertson 1916) y las fusiones en tandem (White 1957).

I.1.1.3. Fusiones y disociaciones céntricas: translocaciones Robertsonianas

El tipo de translocacion que se encuentra mas frecuentemente en el reino animal es la
translocacién Robertsoniana, denominada asi en honor a su descubridor, W. R. B. Robertson
(Robertson 1916). Dentro de los procesos de translocacion Robertsoniana se incluyen
esencialmente dos mecanismos contrapuestos, la fusion céntrica y la disociacién o fisioén
céntrica (Figura 1-1). A su vez, el proceso de fusion céntrica puede darse por dos vias
principales: i) por un lado, mediante la union de dos cromosomas telocéntricos (con un
unico brazo cromosdémico) por sus respectivos centromeros, dando lugar a un Unico
cromosoma metacéntrico (con dos brazos); ii) por otro, por la unién de dos cromosomas
subtelocéntricos o acrocéntricos (un brazo significativamente mas largo que el otro) que

previamente han sufrido una ruptura en puntos préximos a los centrémeros (Figura 1-1).
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Si estos puntos de rotura se sitdlan

- respectivamente en el brazo largo
—:—’ 2 —,"E —:§ ,

M3 J}.NN‘ ; 3 = = = de uno de los cromosomas y en el
- - - e ; ; wm - brazo corto del otro se forman un
S =>=2=2>5af S=E= e
= = - = 2 TR cromosoma metacéntrico y un
= — ] = ’ — = f A

a - - = pequeilo cromosoma que sera

= = - = =
= eliminado. Ahora bien, si ambas
- fracturas sucediesen en sendos

Figura 1-1. Proceso de translocacion Robertsoniana. Las flechas 1y~ brazos largos probablemente la
2 muestran el proceso de fusion céntrica de dos cromosomas
acrocéntricos para formar un metacéntrico y dos pequefios fragmentos
acéntricos que se perderan. El paso 3 ejemplifica la union de dos los fragmentos con la mayor parte
telocéntricos para originar un metacéntrico . La flecha 4 muestra el

proceso de fision céntrica. de informacién genética (los

mutacion no seria viable, ya que

brazos largos) quedarian sin centromero, quedando los dos centrémeros unidos a los
fragmentos cortos. En cambio, si los dos puntos de rotura se sitian en los respectivos
brazos cortos se forman un cromosoma dicéntrico (con dos centrémeros) y un pequefio
fragmento acéntrico (sin centrémero) que serd eliminado, de modo que se dice que la
translocacion reciproca es asimétrica. En este caso, la estabilidad mitotica y meidtica del
cromosoma dicéntrico dependeran del grado de cooperacion de ambos centrémeros (John
y Freeman 1975), o bien de la inactivacion funcional de uno de los dos centrémeros, de
modo que el cromosoma dicéntrico se comporte en realidad como un monocéntrico
(Therman et al. 1986). Aunque los mecanismos que originan estas translocaciones pueden
variar de unas especies a otras (Britton-Davidian et al. 2005), se cree que los telomeros,
al ser imprescindibles para mantener la estabilidad y la integridad de los cromosomas
(Zakian 1997), desarrollan un importante papel en la formacion de las mismas (Slijepcevic
1998). Asi, por ejemplo, se ha observado que en las poblaciones naturales de ratén
doméstico el telomero del brazo corto es eliminado como consecuencia de una rotura del
cromosoma antes de la formacién de la fusion (Garagna et al. 1995; Nanda et al. 1995).
Ademas, también se ha visto que el acortamiento de los teldmeros en la linea germinal
provoca la pérdida del telomero y una elevada frecuencia de fusiones Robertsonianas en
las células somaticas (Blasco et al. 1997). En la disociacién céntrica sucede exactamente
el proceso inverso que en la fusion céntrica, es decir, un cromosoma metacéntrico se
escinde por el centrémero originando dos cromosomas telocéntricos (Figura 1-1).

Las fusiones céntricas pueden encontrarse en estado homocigoto o en estado

heterocigoto (Figura 1-2). Si dos cromosomas homoélogos estan fusionados
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respectivamente con otro par de cromosomas homologos se dice que la fusion se encuentra

en estado homocigoto (Figura 1-

a) b) ) 2¢), ahora bien, si de los dos pares
: E &  de cromosomas homoélogos un
] — R —
= £t L par de no homodlogos esta
= = = fusionado pero el otro no, se dice
= = = m E = = E E
=2 3 2 = D 3 = B que la fusion estd en estado
- = i3 E
- = - = :"‘ - = il- ™= heterocigoto (Figura 1-2b). A
- - = — - - - iy AN :
- E — - = &= estos individuos se les denomina
- =W B E E ! - e
o = O = - = .. heterocigotos simples, y si tienen
- - - - = - = = -
mas de un metacéntrico en estado
d) €) heterocigoto se les denomina
i — = a a PEsE
= E = . heterocigotos simples multiples
L = E = (Figura 1-2d). También puede
= o | e suceder que de un par de
CEF 8- - E= o
= = = 2 3 9 a2 — E homoélogos uno esté fusionado
- "i - - m= «= .a == conuncromosomay el otro con
= ] — B B
- . a — R — - = .. untercer cromosoma distinto. En
e == O = = = = e
g = — == = ™ = este caso hay dos metacéntricos
= — : i = 2 =3

distintos pero con uno de los
Figura 1-2. Distintos grados de heterocigosidad estructural segun el

namero y el tipo de cromosomas metacéntricos: a) homocigoto brazos cromosémicos en comun
acrocéntrico, b) heterocigoto simple, ¢) homocigoto metacéntrico, d)

heterocigoto simple multiple, €) heterocigoto complejo. (Figura 1-2¢); a este fenémeno se

le denomina homologia
monobraquial (Britton-Davidian et al. 2002), y el individuo portador se considera un
heterocigoto complejo. Se le denomina asi porqué durante la meiosis se van a formar
configuraciones muy elaboradas, tanto en forma de cadena como de anillo (Searle 1993).
En el caso particular de M. m. domesticus se han descrito cadenas de hasta 13 cromosomas
o anillos de 10 (Pialek et al. 2001).

Tal y como se ha visto, los procesos de translocacién Robertsoniana se clasifican dentro
de la categoria de cambios cromos6micos estructurales. A pesar de que pueden darse
pérdidas de secuencias de ADN durante el proceso de fusion céntrica, como las detectadas
en las regiones teloméricas y en el ADN satélite de los cromosomas metacéntricos de
Mus musculus domesticus (Garagna et al. 1995), los cambios mas evidentes en este tipo

de variaciones cromosomicas son a nivel de reorganizacion del material genético. Es
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cierto, sin embargo, que como consecuencia de la reorganizaciéon de los cromosomas, lo
que se conoce como numero diploide (simbolizado frecuentemente como 2n) puede
cambiar de unas especies a otras (Robertson 1916; White 1969) o incluso entre poblaciones
de una misma especie (Capanna et al. 1976; Bauchau 1990; Searle 1993). Pero en realidad
el nimero de brazos cromosémicos o nimero fundamental (Robertson 1916) se mantiene
constante. Es decir, aunque el nimero de cromosomas varie, este cambio es debido a una
reorganizacion del material genético, y no a un verdadero aumento o disminucion del
numero de cromosomas, que es lo que sucede en el caso de les aneuploidias. Robertson
(1916), después de estudiar distintas familias del orden de los ortépteros (Acrididae,
Locustidae y Grillidae), propuso la constancia del nimero fundamental en los grandes
grupos taxonomicos. Esta hipotesis ha sido llamada ley de Robertson (Lacadena 1996) y
se ha demostrado en los Lacertidae (Matthey 1949; Matthey 1951; Lacadena 1996), en
los Rodentia (Matthey 1951; Yosida et al. 1974; Capanna et al. 1976), en el género
Drosophila (White 1969), y en muchos otros grupos de animales, como moluscos,
bovidos, suidos, primates, etc. (Lacadena 1996).

Dentro de los mamiferos, dos de las especies en las que mas se ha estudiado el
polimorfismo cariotipico causado por procesos de translocacién Robertsoniana son la
musarafia bicolor o colicuadrada, Sorex araneus, y el raton doméstico, Mus musculus, en

concreto la subespecie M. m. domesticus (Searle 1993).
1.1.2. El raton doméstico: un modelo en el estudio de la variacién cromosémica
1.1.2.1. Taxonomia, evolucion y distribucion del género Mus

El género Mus (familia Muridae, subfamilia Murinae) abarca entre 30 y 40 especies de
pequefios roedores terrestres de habitos nocturnos cuya area de distribucién natural se
encuentra en Europa, Africa y Asia (Lundrigan et al. 2002). En la actualidad este género
se divide en cuatro grandes taxones a los que se les suele dar categoria de subgénero,
cada uno de los cuales presenta unos caracteres morfoldgicos, bioquimicos y
cromosOmicos diagnosticos: Mus, Pyromys, Nannomys y Coelomys (Musser y Carleton
1993; Lundrigan et al. 2002). El subgénero Mus es de lejos el mas ampliamente estudiado,
ya que contiene la especie comensal Mus musculus y otras especies utilizadas
habitualmente en los estudios de laboratorio (Lundrigan et al. 2002; Chevret et al. 2005).

Hasta hace poco este taxén constaba de nueve especies: M. musculus, M. spretus, M.
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macedonicus, M. spicilegus, M. cervicolor, M. cookii, M. caroli, M. dunni (también llamado
M. terricolor) y M. booduga (Musser y Carleton 1993); pero en los ultimos afios se han
afiadido M. fragilicauda, proveniente de Tailandia y de descripcion reciente (Auffray et
al. 2003), y M. famulus que previamente se incluia en el subgénero Coelomys (Chevret et
al. 2003). El género Mus, y en particular el subgénero homoénimo, han sido objeto de
numerosos estudios filogenéticos (para revision véase Berry y Scriven 2005; Tucker et
al. 2005), los resultados de los cuales han sido resumidos por Guénet y Bonhomme (2003)
en un arbol evolutivo sintético , en el que las coincidencias entre distintos datos han sido
interpretadas como agrupaciones monofiléticas y las discordancias como politomias
(Figura 1-3). Una de estas agrupaciones monofiléticas incluye el subgénero Mus, que
comprende un clado paleartico y dos clados asiéticos. El clado paleartico incluye a M.

Millones de afios musculus y M. spretus, asi
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Figura 1-3. Arbol evolutivo del género Mus. En él se puede apreciar que el
género emergio hace aproximadamente unos cinco millones de afios y que la
diversificacion del subgénero Mus se dio tres millones de afios atras (modificado  encuentran en las relaciones
de Guénet y Bonhomme 2003).

M. caroli. Las politomias se

entre las especies de este
segundo clado asiatico, en las relaciones entre las especies palearticas y entre las distintas
subespecies de M. musculus (Tucker et al. 2005). Debido a sus habitos vinculados al
medio antropico, el clado musculus es frecuentemente denominado “comensal” o raton
doméstico (sensu lato), en contraposicion con las llamadas “especies aborigenes™ (Berry
y Scriven 2005), que no dependen ni han dependido nunca de la presencia humana para
sobrevivir (Silver 1995).
Debido a la relativa homogeneidad morfolégica de los ratones del género Mus, la
sistematica del grupo ha resultado bastante confusa hasta tiempos recientes, pese a que la

existencia de distintas variedades geograficas fue reconocida bastantes afios atras.
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Precisamente, la gran diversidad geogréfica ha sido la causa principal de que se hayan
descrito mas de 133 morfotipos distintos dentro del clado paleartico. Debido a la falta de
consenso en las relaciones de parentesco entre los distintos morfotipos, su estatus
taxondémico ha cambiado dependiendo de los autores y de la época. Asi, mientras que
algunos autores definian como razas o variedades locales ciertos morfotipos, otros los
definian como subespecies o incluso como especies (Boursot et al. 1993). Si bien en la
actualidad hay consenso en que los taxones de ratones “aborigenes” son especificamente
diferentes de los comensales (Guénet y Bonhomme 2003), el estatus taxonomico de los
grupos comensales sigue siendo motivo de desacuerdo. Asi, mientras algunos autores los
consideran como subespecies de M. musculus, otros se refieren a ellos como especies
distintas (Berry y Scriven 2005). Mientras que los defensores del estatus subespecifico
esgrimen que los taxones no estan completamente aislados genéticamente y que por tanto
existe introgresion (Thaler et al. 1981; Bonhomme y Guénet 1989), aquellos que los
consideran especies verdaderas argumentan que a pesar de hibridar se mantienen
diferenciadas, que la zona de hibridacién es estrecha y la introgresion limitada (Berry y
Scriven 2005). En una revision publicada recientemente sobre el género Mus como modelo
en estudios evolutivos, Berry y Scriven (2005) concluyen que el debate es primordialmente
semantico, que los procesos de especiacion dentro del taxén son dinamicos y por tanto
complicados de encasillar, y que probablemente la mejor manera de describir la situacién
es considerando el complejo musculus como un circulo de razas' o como una especie
politipica que se extenderia desde las altas montafias del noroeste de la India y Afganistan
hacia el oeste y entraria en contacto secundario en Europa (Bonhomme et al. 1994; Din et
al. 1996; Guénet y Bonhomme 2003).

En la actualidad hay un consenso general en que el origen evolutivo de esta especie
politipica se sitiia en el norte del subcontinente Indio, donde las poblaciones son muy
diversas y presentan gran parte de la variabilidad genética existente en la especie
(Bonhomme y Guénet 1989; Din et al. 1996; Boursot et al. 1996; Prager et al. 1998;
Awasthi et al. 1998; Guénet y Bonhomme 2003; Giindiiz et al. 2005). Precisamente esta
gran variabilidad es uno de los factores que ha contribuido a que el estatus taxonémico
de estas poblaciones centrales esté aiin por determinar, y que consecuentemente se hayan

propuesto distintas hipoétesis (Boursot et al. 1993; Sage et al. 1993; Yonekawa et al. 1994).

' Traduccion literal del término alemdn rassenkreis, el cual ha sido traducido al inglés como ring species (especie en
anillo). Este término se aplica a especies con areas de distribucion geografica amplias y continuas en forma de anillo, en
las que dos formas reproductivamente aisladas presentan un flujo genético mediante una cadena de poblaciones
intermedias que se hibridan entre si (Irwin et al. 2001). Dos ejemplos clasicos de especies en anillo son el de las gaviotas
del género Larus y las salamandras del género Ensantina.
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En un principio, a partir de la descripcion genética de unos pocos ejemplares capturados
en Kabul, se considerd que estas poblaciones centrales situadas entre Afganistan e Iran
pertenecian a una nueva subespecie, la cual fue denominada M. m. bactrianus (Bonhomme
et al. 1984). Sin embargo, en la actualidad se considera que hasta que no se conozca con
mayor detalle la diversidad genética existente en la zona, los animales originarios de la
misma no se pueden asignar a ningin taxén en particular (Awasthi et al. 1998).

Desde las poblaciones originarias el raton doméstico (sensu lato) se extendié por todo
el planeta acompaiiando a los humanos y originando distintos linajes (Figura 1-4). Los
mas representativos de los cuales son precisamente las tres subespecies de distribucion
mas amplia y periférica: M. m. domesticus, comun en el oeste de Europa, en Africay en
Oriente Proximo y transportada por los humanos a América, Australia (Auffray et al.
1990) y el continente Antartico (VanVuuren y Chown 2007); M. m. musculus, cuya area
de distribucién se extiende desde Europa del Este hasta Japén, pasando por Rusia y el
norte de China; y M. m. castaneus, que se encuentra desde Sri Lanka al Sureste Asiatico,

incluyendo el archipiélago Indo-Malayo (Guénet y Bonhomme 2003).
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Figura 1-4. Distribucion geografica de las distintas especies del género Mus con las respectivas rutas de colonizacion
desde las zonas de origen. Los ratones de los continentes Australiano y Americano fueron importados por los humanos
durante la colonizacion (modificado de Guénet y Bonhomme 2003).
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Ninguna de estas subespecies esta completamente aislada genéticamente, por lo que
en las regiones de contacto existen evidencias de intercambio de genes, que pueden Ir
desde la introgresién limitada a la hibridacion total. Los casos mejor documentados de
este intercambio genético son los que ocurren entre M. m. musculus y M. m. domesticus,
a lo largo de una estrecha zona de hibridacion en Europa, y entre M. m. musculus 'y M. m.
castaneus en China y Japon. Precisamente en la isla nipona las dos subespecies han
hibridado ampliamente, dando lugar a una poblacién nica a la que se le suele denominar
M. m. molossinus (Yonekawa et al. 1988). Cabe destacar sin embargo, que la diversidad
del grupo no est4, ni mucho menos, enteramente esclarecida, por lo que en la actualidad
siguen describiéndose nuevos linajes dentro de M. musculus (sensu lato). Este es el caso
de las poblaciones estudiadas tanto en la Peninsula Arabiga (Prager et al. 1998) como en
Madagascar (Duplantier et al. 2002), las cuales han sido adscritas a un nuevo linaje
mitocondrial al que se le ha dado categoria subespecifica y se le ha denominado M. m.

gentilulus.

1.1.2.2. Variacion cromosomica en M. m. domesticus

A pesar de la elevada diversidad existente en el subgénero Mus, lo cierto es que este
grupo es, por norma general, muy conservador en lo que a su cariotipo se refiere. Asi, la
mayoria de especies que lo componen, incluida M. musculus, presentan un complemento
cromosomico estandar de 40 cromosomas acrocéntricos (Figura 1-5) con un patrén de
bandas G practicamente idéntico en todas ellas (Boursot et al. 1993). Sin embargo, existen
dos importantes excepciones por lo que a homogeneidad cariotipica se refiere, una de
ellas es M. terricolor, en la que se han documentado fusiones e inversiones cromosémicas
(Bardhan y Sharma 2000), y la otra es precisamente una de las subespecies del ratén
doméstico, M. m. domesticus. En esta subespecie se ha detectado un elevado polimorfismo
cariotipico, el cual es debido principalmente a la acumulacién de uno a nueve pares de
cromosomas metacéntricos producidos por procesos de fusién céntrica, lo que produce
una reduccion gradual del nimero diploide desde 2n = 40 hasta 2n = 22 (Boursot et al.
1993; Nachman y Searle 1995; Britton-Davidian et al. 2005). Aunque se ha documentado
la presencia de metacéntricos en otros miembros del complejo musculus (Chakrabarti y
Chakrabarti 1977; Moriwaki et al. 1984; Zima y Macholan 1989), la mayor parte de la

variacion cromosomica detectada en el grupo pertenece a M. m. domesticus.
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Aunque hasta hace pocos afios se creia
que el cromosoma 19, por su pequefio
tamafio, no contribuia a la formacion de
metacéntricos (Nachman y Searle 1995;
Hauffe y Pidlek 1997), estudios recientes
han documentado la p'résencia de este
autosoma en tres fusiones diferentes, la
Rb(2.19)? y la Rb(11.19) en Madeira
(Britton-Davidian et al. 2000), y la
Rb(4.19) en Bélgica (Auffray et al. 2001).
} Asi, en M. m. domesticus todos los

g cromosomas, a excepcion de los sexuales,
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participan de los procesos de
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o .. translocacion Robertsoniana (Pidlek etal.
Figura 1-5. Cariotipo estandar de M. m. domesticus tefiido

mediante la técnica de bandas G El complementodiploidede 2005). Dado que los 19 autosomas estin
las poblaciones est4ndar es de 40 cromosomas acrocéntricos, | ..

19 pares de autosomas y el par de cromosomas sexuales. Los involucrados en la formacién de
autosomas se ordenan de mayor a menory se numeran del 1 al
19, siendoel 1 el cromosoma de mayor tamafio y el 19 el mas

pequefio. Cada cromosoma tiene su propio patron de bandas, esperado de fusiones posibles es de 171.
lo que permite su identificacion (extraido de Silver 1995).

metacéntricos, €l nimero maximo

Hasta el momento, de estos 171
metacéntricos posibles se han descrito 103, o lo que es lo mismo el 60,2 % de las
combinaciones existentes (Pialek et al. 2005). No obstante, cabe destacar que no todos
los autosomas participan equitativamente de esta diversidad cromosdmica, ya que los
autosomas mas pequefios tienden a fusionarse con menor frecuencia (Gazave et al. 2003).
Asi, por ejemplo el cromosoma 19 s6lo se ha encontrado en tres de las 18 posibles
combinaciones, mientras que otros cromosomas como son el 4, el 10 o el 11 se han
encontrado en 14 de los 18 posibles metacéntricos que pueden formar (Pialek et al. 2005).

Habitualmente, los metacéntricos no aparecen ni en individuos ni en poblaciones
aisladas, sino que suelen ir acompafiados por otros metacéntricos, ocupando un area
geografica comun y separados de otras regiones de polimorfismo cromosémico por
poblaciones con cariotipo estindar de 40 cromosomas acrocéntricos, que son las mas
comunes (Boursot et al. 1993). Las poblaciones caracterizadas por una agrupacioén de

metacéntricos localizadas en dreas geograficas restringidas han recibido distintos nombres,

2 Esta nomenclatura se utiliza para designar los distintos metacéntricos. Cada par de mimeros separados por un punto
indica un metacéntrico distinto y hace referencia al par de acrocéntricos ancestrales que se fusionaron para dar el
metacéntrico actual. Asi, el metacéntrico Rb(2.19) se ha originado por fusi6én de los acrocéntricos 2y 19.
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pero debido a la inmensa diversidad de situaciones ha sido dificil englobar todos los
casos bajo una nomenclatura unica. Asi por ejemplo, en estudios primerizos se hablé de
“sistema Robertsoniano” para hacer referencia a grupos de poblaciones metacéntricas
con un origen evolutivo aparentemente comun, siendo los criterios de agrupacion los
metacéntricos compartidos y la proximidad geografica (Capanna et al. 1974).
Posteriormente, en la literatura se ha hablado cominmente de “raza cromosémica’?
(Boursot et al. 1993; Searle 1993; Nachman y Searle 1995), pero muchas de las poblaciones
metacéntricas de ratén doméstico descritas no se ajustan a la rigurosa definicion propuesta
por Hausser y colaboradores (1994). Partiendo de esta problematica, recientemente se ha
sugerido el término genérico de “poblacién metacéntrica” para hacer referencia a
agrupaciones geograficas de ratones que se caracterizan por poseer €l mismo conjunto
de cromosomas metacéntricos fijados o précticamenie fijados (Pialek et al. 2005). Sin
embargo, no parece que ninguna de las opciones sea definitiva ni satisfactoria en todos
los casos y en ciertas ocasiones puede llegar a ser confusa. Tomando como ejemplo el
caso de la zona de estudio, en un principio fue considerada como un sistema robertsoniano
formado por una unica raza (Nachman y Searle 1995) y los hibridos entre esta y las
poblaciones estandar (Giindiiz et al. 2001). Sin embargo, hasta el momento ninguna de
las poblaciones estudiadas en la zona se ajusta a la definicion de raza cromosémica, lo
que ha llevado a ciertos autores a sugerir la existencia de tres poblaciones metacéntricas
distintas (Pialek et al. 2005). Estos cambios de nomenclatura pueden resultar confusos y
pueden sugerir incrementos o decrementos en la diversidad cariotipica que no se
corresponden con la descripcion de nueva variacion. Asi por ejemplo, en el trabajo de
Pidlek et al. (2005) se describen un total de 97 poblaciones metacéntricas mientras que
en la revision anterior mas reciente (Nachman y Searle 1995) se describen un total de 40
razas cromosomicas, menos de la mitad. Pero este cambio corresponde en gran medida al
cambio de nomenclatura (menos restrictiva), y no tan sélo a la descripcién de nuevas
agrupaciones de metacéntricos en los afios de diferencia entre ambas revisiones.

Sea cual sea la nomenclatura, lo cierto es que desde que se describiera la primera fusion,
38 afios atrds (Gropp et al. 1969), la diversidad cariotipica conocida ha aumentado
espectacularmente, aunque en los Gltimos afios lo ha hecho a un ritmo mas lento (Figura
1-6; Pidlek et al. 2005). En la actualidad se identifican un total de once sistemas

Robertsonianos, aunque no todos estan completamente aislados geograficamente:

* Una raza cromosémica Robertsoniana se ha definido como un grupo de poblaciones geograficamente contiguas o
recientemente separadas que comparten por ascendencia el mismo conjunto de cromosomas metacéntricos y acrocéntricos
en estado homocigoto (Hausser et al. 1994).



Variacion cromosomica en el raton doméstico 13

Escocia, Dinamarca, Croacia, Espafia, centro y sur de Italia, Peloponesio, Grecia, Madeira,
norte de Europa y norte de Suiza, norte de los Alpes, y sur de los Alpes. Ademas de estos
sistemas existen también algunas poblaciones metacéntricas relativamente aisladas (por

100 »  ejemplo, en Tunez) que no pertenecen

11 aninguno de ellos (Pialek et al. 2005).

w0l 1'® La mayor parte de esta diversidad

1" cariotipica se distribuye
“or 1"  principalmente por Europa (Figura 1-
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Alpes y la regiéon Mediterranea
(Nachman y Searle 1995; Pialek et al.

2005), aunque también se han
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metacéntricas en Madeira (Britton-
Figura 1-6. Numero (escala derecha; triangulos) y frecuencia v ge , .
acumulada (escala izquierda; cuadrados) de poblaciones Davidian et al. 2000), Tunez (Said et
metacéntricas descritas desde 196-9. !_.a curvaen form? d.e “s al. 1986), Turquia (Giindiiz et al. 2000)
muestra que el “boom” en la descripcién de nuevas variaciones
cromosémicas acaecié en la década de los 80 y desde entonces y en la Isla Marion, en la Convergencia
ha disminuido progressivamente (Pialek et al 2005).

Antartica (Robinson 1978).
Aunque las distintas razas pueden compartir ciertos cromosomas metacéntricos, la
mayoria presentan fusiones que no se encuentran en ningun otro lugar (Nachman y Searle

1995). A menudo, estas razas entran en contacto unas con otras o bien con la raza estandar

y se reproducen formando
zonas hibridas, las cuales son
bastante abundantes. Algunas
de estas zonas han sido fuente
de numerosos estudios, en
especial las que se
encuentran eh el norte de
Italia (Hauffe y Searle 1993;
Hauffe y Searle 1998), en el
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1991), en Alemania (Adolph y Klein 1983), en Tunez (Said et al. 1986) y en Madeira
(Britton-Davidian et al. 2000) entre otras.

Una zona hibrida se ha definido como una region geografica relativamente estrecha
en la que poblaciones diferenciadas genéticamente entran en contacto, se aparean y
producen descendencia mixta (Barton y Hewitt 1985). Por extension una zona hibrida
cromosomica se define como una region geografica en la que poblaciones diferenciadas
cariotipicamente entran en contacto, se aparean y producen descendencia con un cariotipo
mixto (Searle et al. 1993). Ahora bien, la diferenciacion entre las poblaciones parentales
puede haber aparecido en simpatria (se habla entonces de contacto primario), o bien en
alopatria (contacte secundario; Barton y Hewitt 1985). A pesar de que conocer ¢l origen
de una zona hibrida es una tarea dificil (Barton y Hewitt 1985), las zonas de hibridacién
cromosémica se catalogan mayoritariamente como contactos primaros, ya que en general
se considera que les razas cromosémicas de M. m. domesticus se han originado in situ
(Britton-Davidian et al. 1989; Nachman et al. 1994) por una acumulacién sucesiva de
fusiones céntricas (Capanna 1982). Este hecho deja abierta la posibilidad que existan
zonas en las que a pesar de haber aparecido cromosomas metacéntricos ain no se haya
formado ninguna raza cromosomica. En estos casos hablar de zona hibrida no seria muy
adecuado, ya que faltaria una de las poblaciones parentales, y por definicién una zona
hibrida necesita de la presencia de dos poblaciones diferenciadas. Por esta razén se ha
propuesto utilizar el término de zona de polimorfismo Robertsoniano (Sans-Fuentes et
al. 2005) para designar aquellas regiones donde a pesar de encontrarse cromosomas
metacéntricos faltan evidencias para poder hablar de zona hibrida. De este modo, en
aquellas regiones geograficas donde se observa un conjunto propio de metacéntricos pero
no se ha descrito ninguna raza cromosémica distinta a la estandar se considera mas
apropiado hablar de poblacién metacéntrica; y en las zonas de transicion entre esta

poblacién y la raza estandar de zonas de polimorfismo Robertsoniano.
1.1.2.3. Mecanismos generadores de variacion cromosémica en M. m. domesticus

Es sabido que las tasas de evolucién cromosOomica varian enormemente entre los
distintos grupos de mamiferos y también que son particularmente elevadas en el grupo
de los muridos (Bush et al. 1977; Searle 1993). De hecho, avances recientes en las técnicas
de mapeo comparativo de los genomas han confirmado estas tasas diferenciales y han

indicado que el linaje que ha dado lugar al ratén doméstico ha acumulado gran cantidad
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de cambios cromosdmicos, més del doble que el linaje humano por ejemplo (Burt et al.
1999). Sin embargo, el elevado polimorfismo cariotipico descrito en M. m. domesticus
contrasta con el observado en la subespecie hermana, M. m. musculus, en la que
practicamente no se han detectado cambios cromosémicos (Nachman y Searle 1995). De
hecho, el inico caso descrito hasta el momento en M. m. musculus es el de tres individuos,
uno homocigoto y dos heterocigotos, portadores de la fusion 5.12 que fueron capturados
en Skalni Mlyn, en la Republica Checa (Zima y Macholan 1989). Este gran contraste
entre ambas subespecies en las tasas de evolucidon cromosdémica ha llevado a considerar
el hecho que deban existir ciertas diferencias estructurales entre ellas que intervengan en
los mecanismos de translocacidon. Aunque actualmente no se conocen con certeza cuales
son estas diferencias, algunos estudios han postulado que las variaciones detectadas entre
M. m. musculus y M. m. domesticus en la organizacién del ADN satélite centromérico
podrian explicar tan notables discrepancias en la frecuencia de fusiones Robertsonianas
entre ambos taxones (Redi et al. 1990).

Para poder entender la naturaleza de la variacién cromosdmica actual en M. m.
domesticus debe distinguirse claramente lo que son los mecanismos generadores de
nuevos cambios cromosoémicos, los cuales se comentaran a continuacién, de los procesos
evolutivos que favorecen la fijacion de las nuevas variantes en las poblaciones naturales,
que se veran en el siguiente apartado. Hasta el momento tres han sido los mecanismos
basicos que se considera que hayan podido introducir nuevos metacéntricos en las
poblaciones de ratén: la fusion Robertsoniana, la translocacion reciproca de brazos
cromosOmicos enteros, también conocida como WART?*, y la “formacién zonal de razas™>
(Searle 1993; Hauffe y Pialek 1997; Piélek et al. 2005). Mientras que los dos primeros
procesos son generadores de nuevos metacéntricos, el tercero permite que metacéntricos
formados por alguno de los dos procesos anteriores se establezcan en una poblacion en la
que no estaban gracias a la hibridacién (Pialek et al. 2005). Un proceso adicional que
podria aumentar la complejidad de la variacién cromosémica en las poblaciones
metacéntricas es la fisién céntrica, pero su papel parece ser minimo (véase mas abajo).

La formacién de fusiones Robertsonianas implica o bien la pérdida del telomero, o
bien la inactivacion del mismo (Slijepcevic 1998). En el caso de M. m. domesticus se ha
observado que el proceso de fusién se da tras una pérdida completa de los telomeros de
los brazos cortos (proximales) de ambos acrocéntricos ocasionada por sendas roturas en

secuencias de ADN satélite menor (Garagna et al. 1995; Nanda et al. 1995). En los

“ De la expresion inglesa whole-arm reciprocal translocation.
% Conocido en la literatura anglosajona como zonal raciation.
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metacéntricos asi formados cada uno de los acrocéntricos contribuye de forma simétrica
al ADN satélite menor de la nueva regién centromérica unica con un aporte de entre 10 y
30 kb (Garagna et al. 2001), de modo que el nuevo centrémero contiene un bloque de
ADN satélite menor de 60 kb, en frente de las 365 kb de los acrocéntricos (Garagna et al.
2002). Lo que implica que se produce la pérdida de los telémeros proximales y de la
mayor parte de las secuencias satélite menores de ambos cromosomas (Nanda et al. 1995).
Estos datos revelan cual es la direccion de la evolucion cromosdémica en el ratén doméstico,
del estado acrocéntrico al metacéntrico; ya que una vez dos cromosomas se han fusionado,
la rotura del metacéntrico (fisién) en los dos acrocéntricos originales es poco probable
debido a la dificultad de recuperar las secuencias teloméricas y de ADN satélite menor
perdidas (Garagna et al. 1995), siendo ambas estructuras consideradas esenciales para la
integridad y la segregacion del cromosoma (Britton-Davidian et al. 2005). Sin embargo,
en aquellas especies que las secuencias teloméricas persisten en las regiones centroméricas
de las fusiones Robertsonianas el proceso de fisién es mas probable, lo que a su vez
sugiere que los mecanismos de formacion de metacéntricsos varian de unas especies a
otras (Kasai et al. 2000; Castiglia et al. 2002; Ruiz-Herrera et al. 2002). En este sentido
cabe destacar que nunca se han observado fisiones espontaneas en cepas de laboratorio
de ratén doméstico (Corti et al. 1986), aunque si se ha sugerido que puedan haberse dado
en casos concretos en poblaciones salvajes (Hauffe y Searle 1993).

A diferencia de la fision céntrica, un proceso que si parece intervenir en la variabilidad
cariotipica de M. m. domesticus es la translocacion reciproca de brazos cromosdémicos
enteros. En la WART el intercambio de brazos cromosémicos se da tanto entre dos
metacéntricos como entre un metacéntrico y un acrocéntrico, generando por tanto nuevos
metacéntricos (Capanna y Redi 1995; Hauffe y Pialek 1997; Castiglia y Capanna 1999).
Aunque la aparicion espontanea de este tipo de mutacién se ha observado en mas de una
ocasion en cruces realizados en el laboratorio con animales capturados en el medio natural
(Catalan et al. 2000; Auffray et al. 2001), no se conoce exactamente cual es su importancia
en el polimorfismo cariotipico de poblaciones naturales. Si bien es cierto que se han
documentado animales capturados en poblaciones salvajes cuyos metacéntricos
probablemente se hayan originado por este mecanismo de translocacion (Capanna y Redi
1995; Castiglia y Capanna 1999). Ademas, trabajos recientes sobre filogenia de razas
cromosdmicas que habitan regiones con un elevado polimorfismo muestran que los
modelos que incluyen las WART como posible mecanismo de evolucién cariotipica son

mas parsimoniosos que los que s6lo se basan en la fusion y la fisién céntrica; lo que
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sugiere que estas translocaciones pueden haber tenido un papel importante en la
diversificacion cariotipica de estas poblaciones (Hauffe y Pialek 1997; Britton-Davidian
et al. 2005).

La formacién de nuevas combinaciones de metacéntricos mediante procesos de
hibridacion en el raton doméstico fue propuesta por primera vez por Capanna (1982).
Desde entonces ha quedado claro que la hibridacién entre poblaciones diferenciadas
cariotipicamente es bastante comun en el raton doméstico, y que potencialmente existe
la posibilidad de que se generen nuevas combinaciones de metacéntricos en las zonas
hibridas resultantes, proceso que se conoce como formacion zonal de razas (Searle 1991;
Hauffe y Pialek 1997; Piadlek et al. 2005). Aparentemente algunas de las formas
homocigotas que se encuentran en las zonas de contacto entre razas se han generado de
este modo (Pidlek et al. 2001; Hauffe et al. 2004).

1.1.2.4. Procesos evolutivos que dirigen la fijacion de las nuevas reorganizaciones

Los mecanismos a los que se ha acudido para explicar la expansion y la posterior
fijacion de las nuevas fusiones Robertsonianas que aparecen en las demes® de ratén han
sido habitualmente insatisfactorios (Nachman y Searle 1995). Suponiendo que los
heterocigotos Robertsonianos tienen una eficacia biologica menor es dificil imaginar
mecanismos que se sobrepongan a esta desventaja y provoquen la fijacion del estado
homocigoto metacéntrico. La situacién para los metacéntricos que aparecen mediante
una WART es incluso peor, ya que el heterocigoto que se forma presenta configuraciones
complejas, y en principio la disminucién de eficacia biolégica es incluso mayor que en
los heterocigotos simples. Cuatro son los factores que podrian influir en la probabilidad
de fijacién de las nuevas variantes cromosOmicas: la deriva génica, la endogamia, la
ventaja selectiva de los individuos homocigotos para el cambio cromosémico de nueva
aparicion y la deriva meiética (Nachman y Searle 1995; Pialek et al. 2005). Generalmente,
los modelos tedricos postulan que a pesar de la disminucién de eficacia los cambios
cromosOomicos pueden llegar a fijarse bajo ciertas condiciones restrictivas (Barton y
Rouhani 1991). Aunque de los cuatro factores propuestos, tedricamente la deriva meidtica
ha sido considerado el mas potente en incrementar la fijacion de los nuevos cambios
(Hedrick 1981), lo cierto es que las evidencias empiricas distan de ser concluyentes

respecto a la importancia de este factor (pararevision véase Pidlek et al. 2005). Sin embargo,

¢ Nombre que reciben las unidades sociales relativamente cerradas de M. musculus formadas por agrupaciones de
individuos que se reproducen entre ellos (Reimer y Petras 1967).
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es probable que unas elevadas tasas de mutacién y la accién de la deriva genética en
poblaciones pequeiias y aisladas sean suficiente para explicar la fijacion de metacéntricos

en poblaciones en las que no se originen heterocigotos complejos (Pialek et al. 2005).

1.1.2.5. Origen evolutivo de la variacion cromosémica en M. m. domesticus

Después de observar la gran cantidad de variacién cromosdmica existente, como esta
organizada y cuales son los mecanismos moleculares que la originan y que ihtewienen
en su fijacion, a continuacion se plantea la cuestion de la posible relacion evolutiva que
puede existir entre las distintas zonas de polimorfismo. Asi, pese a que M. m. domesticus
presenta una distribuciéon cosmopolita, la mayoria de las variaciones cromosémicas
descritas hasta el momento se encuentran en Europa Occidental, donde este animal llego
entre 5000 y 3000 afios atrds proveniente de Oriente Medio (Auffray et al. 1990; Cucchi
etal. 2005); aunque también se han descrito poblaciones metacéntricas en regiones alejadas
donde llegarian mas recientemente (Robinson 1978; Said et al. 1986; Britton-Davidian
et al. 2000). Este escenario plantea la pregunta de si toda esta variacion tiene un origen
comiin o bien si es el resultado de multiples eventos independientes de fusién céntrica.
Por un lado, el hecho de que sistemas alejados presenten fusiones citolégicamente
indistinguibles hace pensar en un origen comﬁn, lo que plantea la duda de cuales han sido
los procesos de aislamiento y diferenciacion entre los distintos sistemas Robertsonianos;
por el otro, si toda la variacion existente ha aparecido de forma independiente esto implica
una tasa de fijacion de fusiones Robertsonianas para M. m. domesticus de, como minimo,
dos ordenes de magnitud superior a la de otros mamiferos (Nachman y Searle 1995).

Hasta el momento, se han postulado numerosas hipdtesis acerca de las relaciones
filogenéticas entre poblaciones metacéntricas. Un modelo bastante conocido que relaciona
la variacién cromosémica dentro de una misma region geografica postula que la fijacion
de una o mas fusiones dentro de un area puede originar una poblaciéon metacéntrica
primitiva que posteriorménte al expandirse origina poblaciones metacéntricas que van
acumulando nuevas fusiones en distintas partes del rango de distribucion, dando lugar a
poblaciones cariotipicamente diferenciadas (Capanna 1980). Sorprendentemente este
modelo no ha sido verificado hasta el momento. La relacion entre poblaciones
metacéntricas de dreas geograficas distantes ha sido un tema mas conflictivo y a la vez
estudiado con mayor detalle (Tichy y Vucak 1987; Britton-Davidian et al. 1989; Bauchau
1990; Nachman et al. 1994). Basicamente se han propuesto dos hipétesis alternativas: (i)

los sistemas Robertsonianos geograficamente aislados se han originado in situ de forma
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independientemente unos de otros (Corti et al. 1986); (ii) considerando que las fusiones
son eventos Unicos, por lo que la probabilidad de que por azar ocurra la misma fusion es
muy baja, y basandose en el intenso trafico que habria promovido la migracion de los
ratones via maritima en asociacién con los humanos, especialmente en la costa
Mediterranea, se ha argumentado que las fusiones se habrian originado en un nimero
limitado de areas desde las que se habrian extendido al resto de zonas en las que estan
presentes hoy en dia (Tichy y Vucak 1987)

Mediante el estudio de la diversidad genética en 28 poblaciones distintas de ratén se
ha sugerido que en general las poblaciones metacéntricas no comparten una composicioén
genética que las diferencie de las poblaciones estandar, y que las poblaciones metacéntricas
de una determinada region son genéticamente mas similares a las poblaciones estdndar
circundantes que a poblaciones metacéntricas de otras regiones; lo que sugiere que las
poblaciones metacéntricas geograficamente separadas han evolucionado in situ y tienen
origenes independientes (Britton-Davidian et al. 1989). Asi, estos mismos autores sugieren
la existencia de cuatro grupos independientes de variaciéon cromosdmica: poblaciones
alemanas, italianas, espafiolas y escocesas. Los estudios realizados mediante técnicas de
analisis de ADN mitocondrial también apuntan en esta direccion y sugieren que las
poblaciones metacéntricas de distintas areas geograficas tienen origenes independientes;
ya que al contrario de lo que se esperaria si tuviesen un origen comun, no forman grupos
monofiléticos, si no que tienden a agruparse con las poblaciones estandar circundantes
(Nachman et al. 1994). En un estudio realizado mas recientemente sobre el origen de una
fusion ampliamente distribuida, la 5.15, se ha demostrado que esta se ha originado
independientemente en Esparia y en Italia. No obstante, en el centro y el norte de Italia el
origen es comun (Riginos y Nachman 1999). Por lo tanto, en M. m. domesticus ambas
hipétesis alternativas son plausibles, y probablemente ambos procesos hayan actuado

conjuntamente modelando la distribucién actual de la variacién cromosémica.

1.1.3. Interés de la variacion cromosdémica: especiacion cromosémica

En la actualidad existen numerosos modelos de especiacion, los cuales se clasifican
principalmente en funciéon de la importancia que tiene el aislamiento geografico en la
reduccion de flujo genético entre las especies incipientes. Asi bajo el criterio de la
separacion geografica cuatro son los principales modelos de especiacion: alopatrida,
peripatrida, parapatrida y simpétrida (Figura 1-8). Mientras los dos primeros abogan por

un aislamiento geografico completo los dos ultimos postulan que otros factores (p. €j.
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ecolégicos o cromosomicos) pueden constituir barreras de aislamiento sin que sea
imprescindible una separacidn fisica que reduzca el flujo genético entre las poblaciones

que se van a diferenciar.
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desacuerdo en el seno de la comunidad cientifica. Dentro de estos modelos de especiacion,
uno de los mas controvertidos ha sido el de especiacion cromosoémica. Desde hace afios
se ha observado que la mayoria de grupos de plantas y animales, incluso las especies mas
préximas taxonémicamente presenten diferencias en el cariotipo (King 1993). Esto junto
con el hecho que los grupos con tasas mas altas de cambios cromosOmicos son también
los grupos con tasas de especiacion mas elevadas (Leviny Wilson 1976; Bush et al. 1977),
y que los individuos heterocigotos para estos cambios pueden sufrir una reduccion de la
fertilidad (White 1978a), ha llevado a sugerir que los cambios cromosémicos pueden
jugar un cierto papel en los procesos de especiacion (White 1969). Precisamente, estos
procesos de especiacion que se suponen debidos a cambios cromosdmicos que funcionan
como barreras al flujo genético entre poblaciones con distintos cariotipos son los llamados

procesos de especiacion cromosomica.

1.1.3.1. Modelos clésicos de especiacién cromosémica

Entre las décadas de los 60 y 70, cuando el campo de la citologia comparada de

mamiferos se encontraba en pleno auge, algunos investigadores impulsaron la hipétesis
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que las reorganizaciones cromosdmicas estructurales -tales como inversiones, fusiones
o fisiones- estaban directamente conectadas con la formacidén de especies (Patton 2004).
Uno de los principales impulsores de esta idea fue el especialista en citogenética de
ortopteros Michael J. D. White, quién con su libro “Modes of speciation” (White 1978a)
situd a la citogenética comparativa en el centro del debate de los modelos de especiacion
(King 1993; Coyne y Orr 2004). A raiz del incremento del interés en este campo en pocos
afios aparecieron numerosos modelos de especiacion cromosdmica, muchos de los cuales
estan aun por verificar. Estos modelos, a los que agrupamos bajo la denominacién de
modelos clasicos, pese a que difieren en algunos detalles tienen en comin una
caracteristica esencial, todos parten del supuesto que la barrera de aislamiento reproductivo
entre poblaciones cariotipicamente distintas es la disminucion de fertilidad que sufren
los hibridos heterocigotos para los cambios cromosémicos (Rieseberg 2001). A pesar de
que la esterilidad parcial de los heterocigotos parece un hecho plausible, ya que existen
evidencias que las inversiones, las translocaciones y las fusiones en tandem en estado
heterocigoto producen gametos con deficiencias (White 1978a), estos modelos no han
tenido una aceptacion general debido a que presentan una serie de deficiencias, tanto
teoricas como empiricas (Coyne y Orr 1998). El problema teérico principal y mas
ampliamente conocido es el de la paradoja de la infertilidad hibrida. La paradoja es la
siguiente: si la disminucién de fertilidad que produce un cambio cromosémico en los
heterocigotos es importante, es poco probable que este cambio cromosdmico se establezca
en la poblacidn, excepto en poblaciones pequeiias con un alto nivel de endogamia (Hedrick
1981). Si por el contrario, la disminucién de fertilidad es lo bastante débil como para
permitir la fijacion del cambio cromosémico, esto querra decir que como barrera al flujo
genético esta reorganizacion serd poco eficiente y por tanto poco probable que participe
en procesos de diferenciacién. Ademas, estos problemas asociados a la fijacion de cambios
cromosOémicos que producen poca disminucién de fertilidad se ven incrementados en
simpatria, donde existe un flujo genético. Por esta razén no es de extrafiar que la mayoria
de modelos clasicos de especiaciéon cromosdémica asuman cierto grado de aislamiento
geografico (Rieseberg 2001). A estas dificultades de tipo tedrico se debe aifiadir el hecho
demostrado experimentalmente que muchos de los cambios cromos6émicos tienen un
efecto poco pronunciado sobre la fertilidad (Sites y Moritz 1987).

Como resultado de este complicado panorama al que se enfrenta la variacidon
cromosémica como motor del proceso evolutivo, en los Gltimos 50 afios se han publicado

multitud de modelos de especiacion basados en la infertilidad hibrida que intentan recrear
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las condiciones necesarias para que poblaciones que divergen en su cariotipo puedan
llegar a diferenciarse. Algunos de los més destacados modelos de especiacién cromosémica
se resumen a continuacion:

Modelo en cadena o cascada: asume que el aislamiento reproductivo aparece como
resultado de la acumulaciéon de cambios cromosdmicos que individualmente tienen un
efecto poco pronunciado sobre la fertilidad (White 1978a).

Modelo de transiliencia o revolucidén cromosOmica: sugiere que una reorganizacion
cromosdmica que provoque una fuerte disminucién de fertilidad se puede fijar gracias a
la deriva genéticay a la endbgamia en poblaciones aisladas (Templeton 1981).

Modelo de fusién monobraquial: propone que en poblaciones aisladas aparecen de
forma independiente diferentes fusiones, algunas de las cuales comparten uno de los brazos
cromosO6micos. Mientras que en las poblaciones originales estas fusiones en heterocigosis
no producirian ninguna disminucidén de fertilidad, o bien una disminucién muy baja, en
los hibridos entre las distintas poblaciones provocarian pérdidas importantes de fertilidad
debido a la formacién de complejas configuraciones meioticas (Baker y Bickham 1986).

Modelo recombinacional: describe un proceso en el que la hibridacién entre dos
poblaciones cromosémicamente divergentes lleva a la rotura del cromosoma y a la
discriminacién de las reorganizaciones preexistentes que diferencian las especies
parentales. De este modo, si la divergencia cariotipica del nuevo recombinante respecto
a ambas especies parentales es suficiente y se produce aislamiento reproductivo, el nuevo
genotipo recombinante podria llegar a establecerse (Grant 1981).

Modelo de especiacion cuantica: sugiere que las reorganizaciones cromosomicas
pueden fijarse rapidamente en una poblacién fundadora periférica mediante la deriva
genéticay la endogamia, dando lugar a un aislamiento reproductivo. Este modelo es similar
al modelo de transiliencia cromos6mica excepto en el hecho que la nueva organizacion
de genes resultante del cambio cariotipico se supone adaptativa (Grant 1981).

Modelo estasipatrico: asume que una reorganizacién cromosémica con un efecto muy
negativo sobre la fertilidad puede aparecer y fijarse en una poblacién de pequefio tamafio
que se encuentre dentro del area de distribucion de la especie progenitora gracias a la
deriva meidtica (White 1978a).

Modelo saltacional: este modelo propone que en poblaciones fundadoras periféricas
la endogamia puede provocar una rotura del cromosoma. Sin embargo, como en la mayoria
de los modelos restantes, las reorganizaciones cromosdmicas que posteriormente

funcionaran de barreras de aislamiento, se fijan en poblaciones pequefias y consanguineas
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gracias a la deriva (Lewis 1966).

1.1.3.2. Modelos actuales de especiacion cromosomica

A pesar de los indicios que parecen existir sobre la posible implicacién de los cambios
cromosomicos en la diferenciacion entre especies, la teoria de especiaciéon cromosdmica
ha tenido muchos detractores por el hecho que los modelos clasicos no han sabido librarse
definitivamente del lastre que supone la paradoja de la infertilidad hibrida. De hecho, el
punto de vista mas ampliamente aceptado es que la acumulacidon de cambios
cromosomicos es meramente incidental y paralela al proceso de especiacion. Sin embargo,
en los ultimos afios han aparecido una serie de modelos de especiacion cromosdémica que
han revitalizado esta teoria (Noor et al. 2001; Rieseberg 2001; Ortiz-Barrientos et al.
2002; Navarro y Barton 2003a). Estos modelos argumentan que las reorganizaciones
cromosdOmicas actuarian como barreras genéticas fuertes porque reducen la
recombinacién en los hibridos e incrementan los efectos de los genes de aislamiento
ligados, mas que porque produzcan una pérdida de fertilidad en los hibridos heterocigotos.
Asi pues, la disminucién de recombinacion en las regiones cromosémicas afectadas por
las reorganizaciones funciona como barrera, evitando el flujo de los genes que se
encuentran en estas regiones. L.a expansion de genes favorables que se encuentren en las
regiones cromosdmicas bajo la influencia de una reorganizacion se ve asi limitada,
incrementando el tiempo de fijacién. Esto permite que alelos diferentes tengan tiempo
suficiente para fijarse en distintas zonas geograficas dentro del area de distribucion de la
especie. Si estos alelos que se fijan en regiones geograficas diferentes son incompatibles
entre ellos, a pesar de que sus distribuciones entren posteriormente en contacto es de
esperar que no se encuentren juntos en un mismo individuo (o que se encuentren con una
frecuencia menor a la esperada), reforzando asi el aislamiento reproductivo (Navarro y
Barton 2003b).

Estos modelos se ven sustentados por tres lineas principales de evidencias
experimentales. En primer lugar, en muchos casos se ha visto que las zonas del cromosoma
que se encuentran bajo el efecto de reorganizaciones estructurales sufren una disminucion
de la recombinacion (Hale 1986; Davisson y Akeson 1993). En segundo lugar, mientras
que ciertos genes cuantitativos asociados con el aislamiento tienen un pequefio efecto
sobre las tasas de introgresion de ciertos marcadores genéticos, las reorganizaciones

cromosOmicas tienden a provocar la supresién de la introgresion de grandes bloques de
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Figura 1-9. Graficos que muestran la desviacion en el niimero de marcadores de introgresioén en tres zonas
hibridas entre Helianthus annuus'y H. petiolaris. En el gje de las x la numeracion superior indica los marcadores
moleculares mapeados y la numeracion inferior la distancia entre los distintos grupos de ligamento. Los
bloques cromosdmicos seleccionados independientemente se indican conun +! o un -1, dependiendo de la
direccién de seleccion. Véase que en las regiones colineares (grafico de la izquierda) incluso los marcadores
moleculares proximos introgresan a tasas muy distintas, pero en cambio en las regiones con reorganizaciones
(grafico de la derecha) un bloque de introgresion muy amplio se comporta como una sola unidad debido a las
bajas tasas de recombinacién. Verde oscuro, significativo; verde claro, no significativo; amarillo, punto de
rotura de la translocacion (modificado de Rieseberg 2001).

ligamiento (Figura 1-9; Rieseberg 2001). Y por altimo, los cromosomas con
reorganizaciones estructurales presentan tasas de evolucion proteica mucho mas elevadas

que los cromosomas sin reorganizaciones (Figura 1-10; Navarro y Barton 2003b). No
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Figura 1-10. Distribucion de los valores de las tasas de evolucion proteica (K, /K,) entre los humanos y el
chimpancé en cromosomas colineares y reorganizados. L.a tasa de evolucion proteica se calcula como la razon
entre la substitucion nucleotidica no sinénima por sitio no sinonimo (K, ) relativa a la tasa de mutacion neutra
subyacente, dada por la tasa de substitucion sinénima por sitio sinénimo (K). Los cambios aminoacidicos son
habitualmente deletéreos debido a la accion de la seleccion purificadora, porloque K, << K,y portanto K, /K
presentara valores habitualmente menores que 1. Sin embargo, si la seleccion positiva es suficientemente fuerte
k., puede aumentar e incluso exceder a K. Asi tasas de K, /K superiores a 1 sugieren una seleccion positiva. En
los cromosomas reorganizados (grafico de la derecha) [a frecuencia de valores de K, /K, mayores que 1 es
significativamente superior que en los cromosomas colineares (grafico de la izquierda), en los que no ha habido
reorganizacion cromosémica (modificado de Navarro y Barton 2003b).
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solo esto, si no que dentro de los cromosomas con reorganizaciones se ha detectado la
tendencia a que los genes situados en las regiones modificadas presenten tasas de
evolucion proteica mas altas que los genes que se encuentran fuera de estas regiones

(Navarro y Barton 2003b).

1.2. Caracteres morfologicos y su aplicacion en estudios evolutivos

1.2.1, Introduccion

La morfologia se define en términos generales como la rama de la biologia que estudia
la forma de los organismos y las transformaciones que ésta experimenta. Dentro de la
biologia muchas disciplinas necesitan abordar la variacion morfoldgica de manera
cuantitativa y rigurosa, ya sea con el objetivo de probar teorias o bien con fines mas
practicos. Ademas, caracterizar de manera cuantitativa y rigurosa la variacion fenotipica
tiene multiples ventajas. De este modo, la descripcién cuantitativa es mas objetiva que la
cualitativa, lo que hace los resultados més facilmente reproducibles y verificables.
Adicionalmente, los métodos cuantitativos presentan un mayor poder a la hora de detectar
diferencias sutiles en comparacion con la simple inspeccion cualitativa de los datos. Estas
pequeiias diferencias pueden ser relevantes desde un punto de vista bioldgico, por lo que
disponer de métodos que detecten y describan esta variacidon es sumamente importante.
Aunque la mayoria de los estudios biolégicos que han empleado tradicionalmente la
morfologia se han llevado a cabo en los campos de la sistematica, la biologia evolutiva 'y
la antropologia fisica, las aplicaciones de esta disciplina son cada vez més amplias y el
numero de estudios que se sirven de ella ha crecido considerablemente en campos tan
diversos como pueden ser la ecologia, la genética o la biologia del desarrollo.

Aunque el estudio de la variaciéon fenotipica, especialmente de la morfologia
comparada, se erigié como piedra angular en los trabajos de biologia evolutiva desde que
se estableciera la teoria darwinista, tras el descubrimiento de la base molecular de la
variacion heredable los estudios morfolégicos empezaron a considerarse anticuados e
irrelevantes ante el proposito de arrojar nuevos datos y teorias en esta area de
conocimiento. Adicionalmente, la no coincidencia entre datos morfolégicos y moleculares
en ciertos estudios filogenéticos ha contribuido y sigue contribuyendo a crear un clima
de debate que ha enfrentado a menudo a especialistas de ambas disciplinas. Debate en el
que los defensores de los estudios moleculares han reclamado con maés fuerza y ahinco la

hegemonia de estos sobre los morfolégicos (Benton 1999). De modo que las
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reivindicaciones han ido desde la simple preferencia por los datos moleculares a la
conviccion que los estudios morfoldgicos deben rechazarse sin mds si entran en conflicto
con los datos moleculares (Goodman 1989). Por el contrario, aunque es dificil encontrar
estudios morfoldgicos que realicen sentencias tan categoricas sobre el valor de los
caracteres moleculares (Benton 1999), a menudo se ha defendido la utilidad de los datos
morfoldgicos en el estudio de la evoluciéon como respuesta a tan duras criticas (Doyle
1998; Smith 1998).

En la actualidad la experienciay las pruebas existentes no apoyan en absoluto el rechazo
de las evidencias morfolégiéas en el estudio de la evolucion. Los caracteres morfoldgicos
son distintos y no necesariamente dependientes de los moleculares, pueden estudiarse en
organismos extintos, estan sujetos a seleccion natural y pueden definir puntos de
divergencia en los arboles filogenéticos, gran cantidad de ellos pueden registrarse rapida,
facil y econdmicamente mediante la simple observacion directa de especimenes vivos o
muertos, existen pocos limites en los niveles de detalle en los que pueden obtenerse y
ademas pueden mostrar variacion tanto poblacional como interespecifica (Benton 1999).
Los datos morfolégicos distan, obviamente, de ser perfectos. Las disputas sobre la
interpretacion y la codificacion de los caracteres, y la falta de congruencia entre ciertos
estudios asi lo demuestran. Pero tampoco son perfectos los datos moleculares, y los
problemas que estos presentan son frecuentemente comparables a los que deben hacer
frente los morfélogos (Goodman et al. 1987; McKenna 1987; Benton 1999).

Una de las razones por las que los caracteres morfoldgicos han sido menospreciados
como marcadores genéticos es porqué al tratarse de variables fenotipicas su expresiéon
depende del ambiente. Considerando el modelo infinitesimal de Fisher la variacién
fenotipica consta de dos componentes, la variacion genética y la variacion ambiental
(Falconer y Mackay 1996):

V=V +V,

donde V_ es la variacién fenotipica, v, la variacion debida al efecto genéticoy V_ la
variacion debida al efecto ambiental. De este modo, la variacidén observable en un caracter
fenotipico cualquiera puede ser debida a factores no heredables (lo que se conoce
genéricamente como ambiente). Sin embargo, si se tiene en cuenta que las evidencias
acumuladas hasta el momento demuestran que la variaciéon morfologica depende en menor
o mayor medida de la variacion genética (Rogers et al. 1999), y considerando la ecuacién
anterior, es obvio que la variacién fenotipica debe ser proporcional a la variacién genética.

De hecho, una vez establecida la relacion entre fenotipo, genotipo y ambiente, la pregunta
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- que debe formularse es si los cambios ambientales actiian siempre en la misma direccién,
de tal modo que las diferencias genéticas iniciales que puedan existir entre dos poblaciones
se vean significativamente sesgadas en la direccion del cambio ambiental (Gonzalez-
José 2003). Si se asume que la varianza ambiental es aleatoria respecto a las unidades de
estudio, entonces una heredabilidad baja simplemente querrd decir que existe un
considerable nivel de “ruido” en el analisis (Buikstra et al. 1990; Cheverud 1996a;
Cheverud 1996b; Relethford 2002; Gonzélez-José et al. 2004). Hay que tener en cuenta,
también, que la mayor parte de caracteres morfométricos son de naturaleza poligénica,
es decir, que estan codificados por numerosos genes, de modo que las presiones selectivas
que actuan sobre un determinado carécter se distribuyen entre un grupo numeroso de
loci, lo que provoca que los efectos de estas fuerzas en un locus concreto sean generalmente
menos importantes que la propia deriva genética (Pertoldi et al. 2006). Precisamente, la
naturaleza poligénica de los rasgos morfologicos implica que en el estudio multivariable
de los mismos se estén considerando a la vez el efecto de multitud de genes, lo que confiere
a estos estudios un tratamiento amplio de la variacion genética. Adicionalmente, la
expresion de los caracteres morfologicos depende presuntamente de genes reguladores
(Fitch y Atchley 1987), los cuales probablemente intervengan de forma activa en la
divergencia entre poblaciones (Atchley y Hall 1991).

En el presente capitulo se pretende realizar un breve repaso a los aspectos mas relevantes
(al menos para el desarrollo del trabajo que nos ocupa) de la naturaleza genética y
ontogénica de los distintos tipos de caracteres morfoldgicos y estructuras estudiadas en
esta tesis, asi como a su utilidad como herramientas en el estudio de la evolucion. Todo
ello, con la intencidn principal de establecer un marco tedrico que represente los cimientos
sobre los que se sustentara la discusion de los resultados. No es objetivo de este capitulo,
sin embargo, detallar los caracteres concretos que se han empleado ni entrar en aspectos
metodolégicos sobre el registro, la depuracion y el anélisis de los mismos. Estos aspectos
seran expuestos en los capitulos correspondientes (vease indice). Los dos tipos de
caracteres morfolégicos que se han empleado son: rasgos no métricos del craneo y de la

mandibula, y medidas mandibulares.
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1.2.2. Caracteres no métricos

1.2.2.1. Definicion y tipos de caracteres no métricos

En el contexto del estudio morfoldgico de vertebrados el término “cardcter no métrico”
se utiliza para hacer referencia a distintos tipos de variables discontinuas que aparecen
en el esqueleto y cuya incidencia se supone independiente del crecimiento y no inducida
por influencias externas directas (Ansorge 2001). Este tipo de caracteres también han
sido llamados epigenéticos (Berry 1963; Hauser y De Stefano 1989; Markov 2003),
discretos (Cheverud y Buikstra 1978; Leamy et al. 1998; Manzi et al. 2000; Hanihara y
Ishida 2001¢; Hanihara et al. 2003), discontinuos (Brasili et al. 1999; Gualdi-Russo et al.
1999; Hanihara y Ishida 2001c; Hanihara et al. 2003; Hallgrimsson et al. 2005) o casi
continuos (Griineberg 1952; Griffin 1993), meristicos (Lajus 2001) y también variables
esqueléticas (o dentales) menores (Suchentrunk y Flux 1996). Si bien el término de caracter
epigenético se debe al origen ontogénico de estas variables, las cuales aparecen como
resultado de la interaccion entre el esqueleto y los tejidos adyacentes (muscular, nervioso,
sanguineo, etc.), el resto de denominaciones hacen referencia a la naturaleza categoérica
del caracter, o mas concretamente de la forma de establecer el estado del caracter. A pesar
de que las variables discontinuas se han estudiado ampliamente en esqueletos de distintos
grupos de mamiferos (Berry 1969; Markowski 1993; Suchentrunk 1993; Mikkelsen y
Lund 1994; Suchentrunk et al. 1994; Suchentrunk y Flux 1996), especialmente en roedores
(Berry 1963; Berry y Searle 1963; Corbet et al. 1970; Berry y Jakobson 1975; Patton et
al. 1975; Berry et al. 1978; Hartman 1980; Andersen y Wiig 1982; Sikorski 1982b;
Krystufek 1990; McLellan y Finnegan 1990; Ventura y Sans-Fuentes 1997; Krystufek y
Macholan 1998; Leamy et al. 1998; Markov 2003) y en humanos (Berry y Berry 1967,
Hauser y De Stefano 1989; Dodo y Ishida 1990; Prowse y Lovell 1996; McMillan y
Boone 1999; Donlon 2000; Manzi et al. 2000; Guatelli-Steinberg et al. 2001; Hanihara y
Ishida 2001c; Hanihara et al. 2003; Sutter y Mertz 2004), también se han utilizado para
evaluar la variacion morfolégica en otros taxones animales. Este es el caso de los insectos,
en los que numerosas estructuras, como las quetas o la venas alares se consideran
apropiadas para este tipo de analisis (Ansorge 2001).

El craneo ha sido y sigue siendo la parte del esqueleto mas profusamente utilizada en
el estudio de los caracteres no métricos. Por el contrario, el esqueleto postcraneal ha sido

relegado a un papel secundario y solamente algunos estudios han tratado la variacion de
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este tipo de caracteres en vértebras, cinturas y esqueleto apendicular (Berry 1963; Berry
1964; Finnegan 1974; Finnegan 1978; Donlon 2000). Probablemente, esta desigualdad
entre ambas partes del esqueleto sea debida principalmente a la abundancia de variables
discontinuas que contiene ¢l craneo y a la elevada cantidad de informacion que de ellas
puede extraerse, pero es posible que también haya influido el hecho que en las colecciones
de los museos las series craneales se guardan madas habitualmente que los esqueletos
completos.

Cabe destacar que existen distintos tipos de caracteres no métricos. Segin algunos
autores la mayoria de ellos pueden clasificarse en tres categorias principales: foramenes,
variables hiperostdticas y variables hipostoticas (Ossenberg 1970; Dodo 1974; Hauser y
De Stefano 1989). Aunque se han descrito otras clases de rasgos no métricos, como por
ejemplo las variaciones suturales supernumerarias’ (Hanihara y Ishida 2001a), todas ellas
pueden incluirse en alguna de las tres categorias anteriores —a la de variables hipostoticas
en el caso de las variaciones suturales supernumerarias (Ossenberg 1970; Manzi et al.
2000).

Los foramenes son pequefios orificios naturales que perforan el hueso y a través de los
cuales circulan vasos sanguineos y nervios (Figura 1-11). De todas las variables
esqueléticas menores estas han sido
las mas frecuentemente utilizadas
(Ansorge 2001). Habitualmente los
foramenes se anotan como
caracteres dicotomicos de ausencia/
presencia o simple/multiple. Sin
embargo a veces se busca la
presencia de un foramen accesorio
menor y otras veces se cuenta el
numero concreto de fordmenes no
especificos existentes dentro de una
pequeiia area definida del hueso.

Ocasionalmente, también puede

considerarse la posicion relativa de

Figura 1-11. Vistas dorsal y ventral del craneo de M. m.
domesticus en las que se indican algunos caracteres no métricos. 1)
hueso en el que se encuentra. fontanela frontal (caracter hipostotico), 2) foramen oval, 3) ala
palatina (carécter hiperost6tico) y 4) foramen palatino mayor.

un determinado foramen dentro del

—=m

" Del inglés supernumerary sutural variations (Hanihara y Ishida 2001a).
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Debido a la abundancia y a la importancia de los foramenes se han realizado algunos
estudios en los que tan solo se tiene en cuenta la variacion en este tipo de caracteres no
métricos (Andersen y Wiig 1982).

Aunque los foramenes son de lejos los caracteres no métricos mas ampliamente
utilizados, la mayoria de estudios completan la lista de variables con otras categorias de
rasgos cualitativos, como son por ejemplo las variables hiperostoticas. Tal y como su
nombre indica estos rasgos aparecen por un exceso de osificacion. Este crecimiento
adicional del hueso puede producir distintas estructuras, como por ejemplo pequefios
puentes 6seos dentro de foramenes mayores o pequefios procesos dseos adicionales; y en
algunos casos transformar estructuras 6seas preexistentes, formandose por ejemplo canales
a partir de surcos. A pesar de que la variacidn hiperostotica ocurre con una frecuencia
relativamente baja se aplica habitualmente debido a que los caracteres se reconocen con
relativa facilidad.

La variacion hipostotica, al contrario que la hiperostoética, se caracteriza por la falta o
la disminucion del grado de osificacion (Figura 1-11). Dependiendo de la severidad de
esta reduccion de tejido 6seo pueden aparecer distintos tipos de rasgos. Asi la variacion
hipostodtica puede expresarse a modo de fenestraciones, como la que sucede en el vomer
(Gao y Gaskin 1996); aberturas, como las que se dan en el proceso coronoide de la
mandibula o en el alveolo dentario de las raices molares (Pankakoski y Hanski 1989); e
incluso la ausencia total de ciertos huesos, como el interparietal (Hartl et al. 1993), o de
algunos procesos 6seos, como por ejemplo el pterigoideo (Berry 1963).

A pesar de que en los dientes (los cuales forman parte del esqueleto) también se pueden
identificar numerosos caracteres no métricos, estos no se clasifican en ninguna de las
categorias anteriores, por lo que son considerados un grupo a parte. La presencia de
cuspides y raices adicionales o reducidas, surcos, crestas y pliegues de esmalte son algunas
de las estructuras dentarias que pueden ser consideradas como rasgos epigenéticos y
estudiadas utilizando la misma metodologia que la empleada para fordmenes u otros
caracteres esqueléticos discontinuos (Suchentrunk et al. 1992; Suchentrunk 1993; Griffin
1993; Suchentrunk et al. 1994; Suchentrunk y Flux 1996).

Es importante poner de relieve que la definicién y clasificaciéon de los distintos
caracteres discretos no siempre €s una tarea obvia. Por esta razoén en numerosas ocasiones
surgen problemas de nomenclatura derivados de la ambigiiedad y relativa subjetividad a
la hora de definir cada uno de los caracteres. Sirva de ejemplo el caso de la aparicion del

puente 6seo que divide el foramen oval en dos forAmenes menores. Mientras que algunos
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autores interpretan la aparicion de este puente como un caricter hiperostético y lo
denominan foramen oval dividido (Ansorge 2001), otros autores lo consideran como la
aparicion de un foramen accesorio y lo denominan foramen oval doble o multiple (Berry
1963; Andersen y Wiig 1982). Este ejemplo ilustra claramente dos problemas frecuentes
en el estudio de los rasgos epigenéticos. En primer lugar, que aunque existen unas
categorias mas o menos claras de caracteres no métricos la distincioén entre una y otra no
siempre es precisa. Y en segundo lugar, e implicando aspectos practicos mas importantes,
la terminologia puede resultar confusa ya que en ciertas ocasiones caracteres homologos
son definidos de distinto modo por distintos autores, o por el contrario caracteres no
homoélogos (o cuya homologia no ha sido comprobada) reciben el mismo nombre por el

simple hecho de estar situados en la misma regién dsea.
1.2.2.2. Breve historia del estudio de los caracteres no métricos

Si bien el conocimiento de la existencia de los caracteres no métricos se remonta incluso
algunos siglos atrds, no fue hasta finales del siglo XIX, principios del XX, que estos
rasgos empezaron a ser reconocidos y citados como caracteres descriptivos desde una
perspectiva poblacional (véanse citas en Griffin 1993; Ansorge 2001). A mediados del
siglo pasado, algunos afios después de la aparicién de aquellos primeros trabajos, se
iniciaron profundas labores de investigacion destinadas a determinar la naturaleza de los
procesos de génesis y heredabilidad de los caracteres no métricos, las cuales se prolongaron
hasta finales de la década de los 80 (Griineberg 1952; Searle 1954a; Searle 1954b; Searle
1954c; Berry y Berry 1967; Howe y Parsons 1967; Hilborn 1974; Self y Leamy 1978;
Cheverud y Buikstra 1979; Cheverud y Buikstra 1981; Cheverud y Buikstra 1982;
Richtsmeier y Mcgrath 1986). Este grupo de estudios establecié una base sélida para el
uso generalizado de las variables cualitativas como fuente de polimorfismo epigenético
atil para evaluar la diversidad y las diferencias existentes tanto dentro como entre
poblaciones o especies. Promovida por el estudio realizado por Berry (1963) sobre
polimorfismo epigenético en poblaciones de ratén doméstico, la investigacion en el campo
de los caracteres no métricos progreso rapidamente y se extendié abarcando un nutrido
grupo de especies de mamiferos. Resultado de esta expansion se pﬁblicé una bibliografia
sobre “variacion no métrica en mamiferos salvajes”, que incluyd mas de un centenar de
articulos (Bauchau 1988). Desde entonces, el estudio de la variaciéon en caracteres no

métricos no ha parado de ampliar el espectro de sus aplicaciones practicas. Més alla de la
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diferenciacién entre poblaciones, los caracteres epigenéticos han permitido descubrir
asilamiento reproductivo y cuellos de botella filogenéticos (Kozakiewicz 1993), eventos
historicos de colonizacidn (Spitzenberger et al. 1999) y relaciones intraespecificas
filogenéticas o geograficas complejas (Hartl et al. 1993; Ventura y Sans-Fuentes 1997).
En los ultimos afios, el rapido desarrollo de los andlisis sobre asimetria fluctuante ha
provocado que los caracteres no métricos bilaterales también hayan sido utilizados para
detectar la existencia de inestabilidad del desarrollo en determinadas poblaciones (Leary
et al. 1985; Lazarova 1999; Lajus 2001). Sin embargo, ciertas limitaciones practicas y
tedricas han restringido el uso de estos caracteres como estimadores de los niveles de
asimetria (Swain 1987; Novak et al. 1993).

Aunque injustamente menospreciados y generalmente menos utilizados que otros tipos
de rasgos morfoldgicos en los estudios de variabilidad poblacional, lo cierto es que los
caracteres no métricos siguen aportando en la actualidad informacién valiosa,
especialmente en el campo de la antropologia biolégica (Prowse y Lovell 1996; Brasili
et al. 1999; Gualdi-Russo et al. 1999; McMillan y Boone 1999; Hanihara y Ishida 2001a;
Hanihara y Ishida 2001b; Hanihara y Ishida 2001c; Hanihara y Ishida 2001d; Hanihara
et al. 2003; Sutter y Mertz 2004; Shigematsu et al. 2004). Este hecho ha llevado a algunos
autores a reivindicar la importancia de estos rasgos como herramientas morfolégicas

(Ansorge 2001).
1.2.2.3. Base genética de los caracteres no métricos

Aunque la existencia de una base genética en los caracteres no métricos ha sido
dilucidada en muchos casos a partir de evidencias indirectas, como pueden ser las
diferencias detectadas en la frecuencia de ocurrencia de determinados rasgos entre
poblaciones con distintas constituciones genéticas, o la concordancia existente entre
matrices de distancia basadas en estos rasgos y en otros de herencia Mendeliana simple
como son los grupos sanguineos (Szathmary y Ossenberg 1978), algunos estudios han
tratado de forma directa la naturaleza genética de estos caracteres en distintos grupos de
vertebrados.

Uno de los primeros estudios en tratar la base genética de la variacion morfologica
esquelética fue realizado a mediados del siglo pasado cruzando distintas cepas de
laboratorio de ratéon doméstico (Griineberg 1952). En €l se llegd a la conclusién que la

variacion morfoldgica existente en el esqueleto, aunque sensible a influencias ambientales,
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- eraheredada de forma multifactorial (Griineberg 1952). Concretamente, para los caracteres
no métricos se propuso un modelo de tipo poligénico conocido como modelo de casi-
continuidad?® (Griineberg 1952), el cual postula que la expresion de cada caracter es debida
a la existencia de multiples genes con efecto aditivo modulados por la existencia de un
umbral en el desarrollo que conduce a la manifestacion de alternativas fenotipicas
discontinuas en lugar de producir un caracter distribuido de manera continua (Gonzalez-
José 2003). Es decir, que la expresion de un determinado caracter depende del nimero de
alelos con efecto positivo para ese caracter y del valor umbral a partir del cual se expresa
(Figura 1-12). Si el nimero de alelos positivos supera el valor umbral se dard el caracter
en cuestion, si por el contrario el nimero de alelos positivos no alcanza dicho valor el
caracter no aparecera. De este modo, dependiendo de la composicion genética de la
poblacidn, es decir de sus frecuencias alélicas, la frecuencia de ocurrencia de un caracter
concreto serd mayor o menor. Superpuesta a esta distribucidon genética se encuentra la
influencia del ambiente en el que se desarrolla el caracter, por lo que la posicion de dicho
umbral, y por tanto la presencia o ausencia del caracter, puede variar dependiendo de las
condiciones ambientales. Asi, un individuo situado genéticamente por debajo del umbral

en un ambiente, puede encontrarse justo por encima de este mismo umbral en un ambiente
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Figura 1-12. Grafico que ilustra la distribucion genotipica subyacente al modelo
poligénico de casi continuidad para la expresion de los caracteres no métricos. En la
expresion del caracter ejemplificado intervendrian tres genes (X, y, z), siendo X, Y, Z alelos
favorables para la expresién del caracter mientras que x, y, z serian desfavorables para el
mismo. La numeracion superior indica el niimero de alelos favorables y la inferiorel de
desfavorables. La linea vertical es el umbral que determina que los individuoscon 506
alelos favorables presentarén el carécter.

¢ Traducci6n literal del término inglés quasi-continuity (Griineberg 1952).
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distinto (Hauser y De Stefano 1989). La importancia de este modelo radica en las
implicaciones que tiene en el estudio de los caracteres epigenéticos, ya que los caracteres
no son discontinuos, si no que en realidad tienen una continuidad subyacente sobre la
cual el umbral impone una discontinuidad en la expresién visible. En consecuencia, las
técnicas de toma de datos pueden reflejar no tan solo ausencia o presencia, si no también
distintos grados de expresion del caracter (Griffin 1993).

Elaborados estudios desarrollados en cepas endogamicas de ratén y en humanos han
demostrado la existencia de un complejo trasfondo multigénico en las variables
esqueléticas menores (Grﬁnéberg 1963; Berry 1968), el cual ha sido corroborado ademas
por las elevadas heredabilidades que estos caracteres han mostrado en ciertos trabajos
(Hilborn 1974; Berry 1978; Cheverud y Buikstra 1981). Asi, por ejemplo, en un examen
de heradibilidades relativas realizado en poblaciones de Macaca mulatta se observd que,
en general, los caracteres no métricos tendieron a mostrar valores de heredabilidad
considerablemente mas altos (0,528) que las variables métricas analizadas (0,317), y que
dentro de los primeros los de tipo hiperostdtico e hipostético presentaron en término
medio valores mas elevados (0,798) que los forAmenes (0,352; Cheverud y Buikstra 1982).
Aunque estos valores se obtuvieron a partir de un nimero de caracteres sustancialmente
distinto en cada categoria, se consideran indicativos de la amplia base genética que pueden
tener los caracteres no métricos. Adicionalmente, cabe mencionar que ciertos estudios
han observado una estrecha correlacion entre la variacion métrica y la no métrica (con
coeficientes que oscilan entre 0,80 y 0,95), lo que ha sido interpretado como un indicio
de que ambos tipos de variables comparten rutas ontogénicas comunes (Richtsmeier et
al. 1984).

No obstante, a pesar de las altas y significativas heredabilidades que los caracteres no
métricos han presentado en algunos casos, en otros la base genética detectada no ha sido
tan amplia, quedando patente el elevado impacto que el ambiente puede tener en la
expresion de dichos caracteres (Grewal 1962; Berry y Searle 1963; Berry 1968; Self y
Leamy 1978). Asi, por ejemplo, en un estudio basado en cepas de laboratorio de ratéon
doméstico se observd que los factores no genéticos (maternos y postnatales) explicaron
por término medio el 80% de la varianza en el 75% de los caracteres no métricos de la
columna vertebral (Searle 1954a). Entre estos factores no genéticos que pueden afectar a
la expresién de las variables discretas tienen especial relevancia aquellos relacionados
con la fisiologia materna (Howe y Parsons 1967), en particular con la dieta y las carencias

nutritivas de la madre. Estas alteraciones fisioldgicas afectan al tamafio de la camada asi
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como al tamaiio de las crias; ejerciendo este ultimo factor una gran influencia en la
expresion de los caracteres no métricos (Deol y Truslove 1957). Asi, en ratones de
laboratorio alimentados con dietas extremas se ha visto que la dieta materna puede tener
una influencia clara en la incidencia de ciertas variables no métricas (Searle 1954c; Deol
y Truslove 1957), aunque esta influencia puede ser menos importante en poblaciones
naturales (Thorpe 1981). Sin embargo, en estudios posteriores estos efectos maternos
han mostrado ser cuantitativamente poco importantes. Asi, en un trabajo realizado con
cepas de laboratorio de ratoén sobre la herencia en 11 caracteres no métricos del craneo y
la mandibula, el efecto medio de la madre sobre la variabilidad de los caracteres se estimé
en un 8%, oscilando entre el 0% del foramen oval doble y el 16 % del formanen maxilar
II (Self y Leamy 1978).

La heterogeneidad de los resultados obtenidos en el estudio de la base genética de los
caracteres no métricos ha llevado a algunos autores a sugerir la existencia de una relacion
entre el tipo funcional de caracter y su heredabilidad (Richtsmeier y Mcgrath 1986). Como
explicacion a esta relacion se ha propuesto la hipétesis de la matriz funcional®, que parte
del principio de que a medida que aumenta el nimero de fuentes ontogénicas de variacion
de un determinado caracter, la heredabilidad del mismo disminuye (Richtsmeier y

Mcgrath 1986).
1.2.2.4. Variacién no métrica y distancias poblacionales

La similitud morfolégica entre dos o méas poblaciones puede estimarse a partir del
célculo de distancias poblacionales basado en un tratamiento estadistico de las variables
seleccionadas. En el proceso de seleccion de estas variables se asume que las mismas
estan bajo control genético y se ven minimamente afectadas por las condiciones
ambientales o nutricionales (Corruccini 1974). Ademas, se parte del supuesto que la
muestra debe ser representativa de la poblacién y tener un tamafio adecuado (Rosing
1982; Rosing 1984). Las medidas de distancia morfoldgica entre poblaciones obtenidas
cumpliendo estas condiciones son utiles para inferir aspectos diversos de la biologia y la
~ demografia de los grupos estudiados, como pueden ser los patrones de residencia, de
difusién y migracion, y los cambios microevolutivos a lo largo del tiempo (Ubelaker

1974).

? Traduccién de functional matrix hypothesis (Richtsmeier y Mcgrath 1986).
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Tradicionalmente, los investigadores han utilizado las variables métricas, y en particular
los indices craneales, para estimar las distancias entre poblaciones (Howells 1966; Jantz
1972; Howells 1973; Jantz 1973; Cybulski 1975; Sikorski 1982a). Sin embargo, desde el
momento en que la naturaleza genética de la variacion no métrica fue puesta de relieve
(Searle 1954a), corroborando por tanto la especificidad poblacional de estos rasgos, los
estudios de distancias poblacionales han usado estas variables con mayor frecuencia
(Berry y Berry 1972; Berry 1974; Dodo 1974; Corruccini 1974; Saunders 1978; Finnegan
1978; Sikorski 1982b; Dodo y Ishida 1990; Hartl et al. 1993; Ventura y Sans-Fuentes
1997; Hanihara y Ishida 2001a; Hanihara y Ishida 2001b; Hanihara y Ishida 2001c;
Hanihara y Ishida 2001d; Hanihara et al. 2003; Sutter y Mertz 2004; Shigematsu et al.
2004). Especialmente desde que a finales de la década de los 60 se propusiera que los
caracteres no métricos ofrecian estimas de similitud poblacional incluso mas fiables que
las propias variables métricas (Berry y Berry 1967).

De este modo, los caracteres no métricos han sido ampliamente aceptados como
marcadores genéticos (Bauchau 1988; Ansorge 2001) y mientras tanto el andlisis de sus
frecuencias se ha erigido como una técnica s6lida con abundantes ventajas en el estudio
de la variacion interpoblacional (Markowski 1995; Lazarova 1999), entre las que destaca
con toda probabilidad la relativa sencillez de su metodologia. Asi, la incidencia de los
caracteres no métricos puede ser registrada sin necesidad de disponer de grandes
infraestructuras, siendo ademas los craneos objetos habituales de estudio por su relativa
abundancia en colecciones de museo. Otras ventajas en el estudio de los caracteres no
métricos derivan de su propia naturaleza, ya que éstos son en buena medida independientes
del sexo, la edad o el estado de desarrollo ontogénico, y ademds a penas estan
correlacionados entre ellos (Sjovold 1977; Lazarova 1999). También se ha asumido que
estos caracteres estdn expuestos a una minima presion selectiva, por lo que se les ha
considerado neutros (Pankakoski y Hanski 1989). Parece 16gico suponer que pequeiias
variaciones en los caracteres esqueléticos no métricos seran de menor importancia para
la supervivencia de un organismo que los cambios concernientes a otro tipo de caracteres,
como por ejemplo los pertenecientes al sistema reproductivo o al digestivo, aunque debe
tenerse en cuenta que esta hipétesis no se ha confirmado nunca en animales salvajes
(Berry y Jakobson 1975).

Aunque hasta ahora el trasfondo genético real de muchos de los caracteres no métricos
que se emplean habitualmente no ha sido esclarecido, para la mayoria de ellos se asume

que estan controlados genéticamente. No obstante, el hecho de que ciertos estudios hayan
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mostrado heredabilidades relativamente bajas en algunos de ellos (Self y Leamy 1978;
Richtsmeier y Mcgrath 1986) ha provocado una alto grado de concienciacién sobre la
importante influencia que pueden ejercer ciertos factores no genéticos (Berry 1978).
Partiendo de la base que es practicamente imposible demostrar que en la formacion de
caracteres fenotipicos estén inicamente implicados factores genéticos, debe aceptarse la
existencia potencial de influencias ambientales que podrian dar lugar a diferencias entre
sexos, clases de edad, o correlacion entre caracteres. Por esta razon, aquellos rasgos que
muestren una variacion dependiente de factores ambientales deben ser eliminados del
analisis (Ansorge 2001). Es mas, en el examen simultaneo de un cierto nimero de
caracteres los determinantes genéticos deben resaltar sobre las influencias ambientales
(Sjovold 1977). Por consiguiente, la utilizaciéon de un nimero elevado de rasgos es un
prerrequisito indispensable para que el estudio de la variacién no métrica sea un método

util para evaluar la posible diferenciacion genética entre poblaciones.

1.2.3. Caracteres métricos: la mandibula como modelo para el estudio del desarrolloy la

evolucion de estructuras morfolégicas complejas
1.2.3.1. Introduccién

Se define como estructura morfoldgica “compleja” a aquella en la que su forma final
resulta de la integracion de distintas partes componentes, cada una de las cuales puede
tener origenes embriologicos diferentes, desarrollarse a una tasa propia y estar bajo control
de factores causales distintos (Atchley y Hall 1991). El disponer de modelos que permitan
integrar la biologia del desarrollo, la genética y la evolucion de las estructuras morfoldgicas
es necesario para facilitar la comprensioén de los entresijos que se producen durante los
cambios ontogénicos y evolutivos de las mismas. Y lo que es aiin mas interesante desde
el punto de vista evolutivo, como los cambios heredables del proceso ontogénico afectan
al proceso de especiacion. Puesto que en los sistemas bioldgicos los cambios a largo
plazo son debidos a la accién de fuerzas evolutivas que actian sobre alteraciones
heredables en los procesos ontogénicos subyacentes, entender como evolucionan las
estructuras morfolégicas requiere conocer como se forman y como se puede generar cierta
variabilidad en las mismas durante el proceso ontogénico (Atchley y Hall 1991). La
mandibula de los mamiferos, en concreto la de ratén doméstico, ha sido considerada un

paradigma en el estudio de las estructura morfolégicas complejas porqué a pesar de su
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aparente homogeneidad estructural estd formada por diversas regiones morfogenéticas
(Atchley y Hall 1991). Ademas ha sido objeto de extensivos analisis anatémicos,
embrioldgicos y genéticos, a la vez que herramienta fundamental para paleontdlogos,
antropologos y sistematicos (véanse citas en Atchley y Hall 1991), lo que hace de ella
una estructura ideal para el estudio de la variacion morfoldgica y dota al investigador de
un marco comparativo con abundante informacion.

A continuacion se detallan algunos de los aspectos mas relevantes de la anatomia, el
desarrollo, los factores de variabilidad y la base genética de la mandibula siguiendo la
pauta establecida por Atchley y Hall (1991), quienes sentaron las bases para el uso de
este hueso como modelo en el estudio ontogénico y evolutivo de las estructuras

morfologicas complejas.

1.2.3.2. Regiones morfogenéticas y musculatura mandibular

La mandibula de los mamiferos se compone de dos mitades simétricas, una derecha y
otra izquierda, unidas entre si por la sinfisis mandibular. Cada una de estas mitades,
denominada hemimandibula, est4d formada por un hueso Gnico: el dentario, llamado asi
por el hecho de albergar los dientes. Dentro de los vertebrados actuales solamente los
mamiferos poseen una mandibula formada por un tinico elemento 6seo bilateral, ya que
el resto de grupos han retenido numerosos huesos postdentarios que intervienen en la
articulacion con el craneo (Sidor 2003). A pesar de la aparente homogeneidad estructural
que presenta el dentario, lo cierto es que este hueso es una entidad esquelética de elevada
complejidad, divisible funcional y ontogénicamente en distintas regiones. Asi pues,
atendiendo principalmente a criterios embriolégicos el dentario de M. musculus se divide
en cuatro regiones morfogenéticas basicas que son: el cuerpo mandibular y los procesos,
condilar, coronoide y angular (Atchley y Hall 1991). A su vez, en el cuerpo mandibular
pueden distinguirse el ramus horizontal y dos componentes alveolares, el incisivo y el
molar, que son partes del ramus asociadas a la denticion. De este modo, se considera que
la mandibula est4 formada por seis unidades morfogenéticas semiindependientes menores:
ramus horizontal, regién alveolar incisiva, region alveolar molar, proceso coronoide,
proceso condilar y proceso angular (Figura 1-13). El ramus da soporte al resto de unidades
morfogenéticas y funciona por tanto como elemento cohesor. Las dos regiones alveolares
se encargan de alojar los dientes, que en los roedores estin altamente especializados y

tienden a una reduccién en el numero de piezas, desapareciendo los caninos y quedando
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en su lugar un espacio libre llamado diastema que separa el incisivo de un nimero variable
de molares y premolares (Carleton 1984). Los procesos se encargan principalmente de la
articulacion de la mandibula con el craneo, que en mamiferos se da tipicamente entre el
dentario y el escamoso (Simpson 1960), asi como de la insercién muscular. Existe una
séptima unidad morfogenética situada en la cara lingual de la mandibula (por lo que no

se aprecia en la Figura 1-13), la sinfisis mandibular, que une ambas hemimandibulas

anteriormente.
Proceso Coronoide
Alveolar Molar
Proceso Condilar
Alveolar Incisiva Ramus Proceso Angular

Figura 1-13. Vista labial de la hemimandibula izquierda de rat6n mostrando las seis unidades

morfogenéticas basicas: los tres procesos, las dos regiones alveolares y el cuerpo mandibular
(modificado de Atchley y Hall 1991).

Si bien la mandibula esta compuesta por estas siete unidades morfogéneticas menores,
se considera que en conjunto la region anterior estd dominada por el componente incisivo
o dentario, mientras que la regiéon posterior lo estd por la unién de los miusculos
masticatorios (Atchley y Hall 1991). Por esta razon, bajo la perspectiva de la integracion
morfologica, algunos autores separan la mandibula de los mamiferos en dos modulos
funcionales principales (Figura 1-14): la
region alveolar o dentaria y la regiéon muscular
o del ramus ascendente (Leamy 1993;
Klingenberg et al. 2003; Klingenberg et al.

2004). Cabe destacar, sin embargo, que

aunque varios trabajos han tratado el tema de

. , Figura 1-14. La mandibula suele subdividirse en dos
la modularidad de la mandibula de M. subunidades funcionales o médulos: el ramus

musculus (como modelo dentro de los ascendente, que sirve para la insercion de la musculatura
y laarticulacién con el craneo, y laregién alveolar, que
mamiferos) y a pesar de que la divisiéon en dos  alberga los dientes
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modulos es algo ampliamente aceptado, no existe unanimidad en cuanto a los resultados.
Asi, mientras los datos obtenidos en ciertos estudios apoyan la hip6tesis de los dos médulos
(Leamy 1993; Cheverud et al. 1997; Mezey et al. 2000), otros no permiten confirmar su
existencia (Klingenberg y Leamy 2001; Klingenberg et al. 2001).

La complejidad de la mandibula no radica solamente en la cantidad de unidades
morfogenéticas que la conforman, también depende de la diversidad de tejidos y de
interacciones entre ellos que dan origen a las distintas regiones (estos aspectos son tratados
con mayor detalle en los apartados 1.2.3.3. y 1.2.3.4.). Por ejemplo, tanto en la sinfisis
como en los tres procesos existe, ademas de tejido dseo, cartilago secundario especializado,
cuya funcién depende de la unidad en la que se encuentre. Asi, mientras que el cartilago
secundario de los procesos mandibulares se encarga de envolver el hueso y servir como
superficie de articulacion, el de la sinfisis interviene en la unién de los dos dentarios
(Atchley y Hall 1991). Otro tejido que juega un papel crucial en el desarrollo y crecimiento
mandibular es el tejido muscular de origen mesodérmico que se asocia al dentario (Noden
1987). Intimamente unidos a la mandibula se encuentra un nutrido grupo de musculos
responsables de los movimientos de esta estructura, los cuales conforman en su conjunto
la musculatura masticatoria o mandibular. Estos musculos se insertan principalmente en
la mitad posterior del dentario, ya sea en la cara labial o en la cara lingual (Figura 1-15),
especialmente en los tres procesos (Atchley y Hall 1991).

La musculatura mandibular de los roedores ha sido ampliamente estudiada desde que
a finales del siglo XIX fuese considerada un caracter fundamental para establecer
relaciones de parentesco dentro del orden (Brandt 1855). Sin embargo, trabajos mas
recientes cuestionan la validez taxondomica de los grupos establecidos mediante los
patrones de insercion del musculo masetero (Hartenberger 1985; Carroll 1988; Nedbal
et al. 1996; Adkins et al. 2001; Huchon et al. 2002), ya que se ha observado que dichos
patrones pueden haber aparecido mas de una vez durante la evolucién de los roedores y
que la transicion de una condicién a otra podria ser frecuente (Hartenberger 1985; Carroll
1988). A pesar de ello, la musculatura mandibular de los roedores sigue siendo fuente de
numerosos estudios (Kesner 1980; Thorington y Darrow 1996; Satoh 1997; Satoh y Iwaku
2004) debido a la importancia que se le atribuye a la mecénica de esta estructura dsea en
el éxito adaptativo del grupo (Carroll 1988). La musculatura masticatoria de M. musculus
sigue el patrén miomorfo tipico, en el que la porcidon del masetero que se origina en el
rostro pasa a través de un estrecho foramen infraorbitario, cruzando toda la cuenca ocular,

para insertarse en la base del proceso coronoide (Brandt 1855). Los musculos que se
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insertan en la mandibula de los muridos son: el masetero, el temporal, el pterigoideo
interno, el pterigoideo externo, los musculos suprahioideos y los musculos extrinsecos
de la lengua (Hiiemae 1971; Kesner 1980; Satoh 1997; Satoh y Iwaku 2004). Debido a la
falta de informacion concreta referente a la musculatura mandibular del ratén doméstico
e incluso del género Mus (o a la imposibilidad de localizar dicha informacién), la divisioén
y nomenclatura de la musculatura mandibular que se utilizan a continuacién son las
empleadas por Satoh (1997) en su estudio sobre morfologia mandibular en dos especies
de muridos. En concreto, se ha utilizado la descripcién para Apodemus speciosus,
perteneciente a la subfamilia murinae, a la cual también pertenece el género Mus (Martin
et al. 2000), adaptandola al esquema publicado por Atchley et al. (1985b) para el ratén

doméstico (Figura 1-15). De todos los musculos mandibulares, el masetero es el que

N Insercitnenla superficie labial
Y, Insercién en la superficie lingual

presenta una mayor
complejidad ya que se
PE  subdivide en cuatro
partes: el masetero
superficial, el profundo,
el anterior profundo y

G 5 MS la parte infraorbitaria

Figura 1-15. Inserciones musculares en las caras labial y lingual de lamandibula  de] anterior profundo
de ratén. D: digéstrico; GH: genihioideo y geniogloso; MH: milohioideo; MP:

masetero profundo; MPA: masetero profiindo anterior; MPAIO: rama infraorbitaria (Satoh 1997). El
del masetero profundo anterior; MS: masetero superficial; PE: pterigoideo externo; ;

PI: pterigoideo interno; TA: temporal anterior; TP: temporal posterior. masetero superficial se

origina en una
tuberosidad situada en la parte lateral de la placa zigomatica a la que se une mediante un
pequefio tendon, y se inserta mayoritariamente en la parte ventral del proceso angular
(Kesner 1980; Satoh 1997; Satoh y Iwaku 2004), aunque algunas fibras se insertan en la
cara lingual de la parte superior de este mismo proceso (Atchley y Hall 1991; Satoh
1997). El masetero profundo se origina a lo largo de la cara ventral del arco zigomatico y
se inserta en la cara labial del proceso angular y del ramus mandibular (Satoh 1997).
Aunque el masetero profundo anterior es continuo al masetero profundo ambos pueden
distinguirse por el tipo de insercion. El masetero profundo anterior se origina en el borde
superior de la placa zigomatica y se inserta en la parte anterior de la cresta masetérica
mediante un grueso tendon (Satoh 1997). La parte infraorbitaria del masetero profundo
se origina en la concavidad existente en la parte anterior del foramen infraorbitario, pasa

através de él y se inserta en la aponeurosis situada en la base del proceso coronoide, justo
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encima de el area de insercion del masetero profundo anterior (Satoh 1997). El musculo
temporal se origina en el escamoso y en las areas adyacentes del parietal y frontal, y se
fija en el proceso coronoide (Satoh 1997; Satoh y Iwaku 2004). Consta de dos partes: la
anterior, que se inserta en la cara lingual del proceso coronoide, y la posterior que lo hace
en la parte superior de la cara labial del mismo proceso y en la fosa masetérica, por encima
de la raiz del incisivo inferior (Satoh 1997). El pterigoideo interno se origina en la cara
labial del proceso pterigoideo medial y en la cara lingual del proceso pterigoideo lateral,
y se insiere en la cara medial del proceso angular (Satoh 1997). El musculo pterigoideo
externo se origina en la cara labial del proceso pterigoideo lateral. Este musculo
relativamente pequeifio se fija en la cara lingual del proceso condilar, cerca de la superficie
articular (Satoh 1997). Ademas de los cuatro masculos que acabamos de ver, se unen a la
mandibula dos series musculares méas: la de los musculos suprahioideos, que esta
compuesta por el digastrico, el mandibular transverso, el milohioideo, el estilohioideo y
el geniohioideo; y la de los musculos extrinsecos de la lengua, formada por el geniogloso,

el hiogloso y el estilogloso (Satoh y Iwaku 2004).
1.2.3.3. Embriologiay desarrollo mandibular

La mandibula, junto con otros tejidos esqueléticos, musculares y conectivos de laregion
craneofacial del embrion, tiene su origen en el tubo neural, concretamente en las células
de la cresta neural (Atchley y Hall 1991; Atchley 1993). La cresta neural estd formada
por una poblacién de células pluripotentes de origen epitelial que derivan de las crestas
laterales de la placa neural y que aparecen durante los primeros estadios embriologicos
(Chai et al. 2000). Durante el desarrollo craneofacial estas células epiteliales sufren una
serie de transformaciones y dan lugar al mesénquima embrionario que sera el precursor
de los tejidos esqueléticos, musculares y conectivos de la mandibula (Hall y Horstadius
1988; Chai et al. 2000). Durante este proceso de transformacion las células se hacen mas
largas, sufren una reubicacién de sus organulos que se sitiian en la parte basal, pierden
contactos intercelulares apicales y establecen procesos a través de la lamina basal, de
modo que pasan a tener un aspecto desorganizado y fibroblastico (Atchley y Hall 1991).
Una vez transcurrido este proceso de cambio las células mesenquimaticas migran en
sentido ventrolateral desde la parte dorsal de los pliegues neurales hacia el primer arco
branquial o arco mandibular (Figura 1-16). Durante la migracién, las células se dividen,
de modo que cuando alcanzan su destinacién el nimero de células es mayor que en el

momento de partir (Hall y Horstadius 1988). Cuando las células mesenquimaticas alcanzan
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finalmente su destino se forman unos
cumulos llamados condensaciones
celulares (Figura 1-17), que representan
el punto de partida para la expresion de
moléculas especializadas encargadas de
definir, o como minimo permitir, la

diferenciacion de los distintos tipos

celulares o tejidos (Hall 2003). De aqui

Figura 1-16. Imagen de miscroscopia electronicade barrido  qU€ 1as condensaciones celulares hayan
que ilustra la migracion de las células de la cresta neural que
previamente han pasado por un proceso de transformacion a
células mesenquimaticas (cuadro superior izquierdo). Extraido  desarrollo esquelético y de otros tejidos
de la pagina web http://www.med.unc.edu/embryo_images/

sido consideradas la piedra angular del

mesenquimaticos (Hall y Miyake 2000),
asi como las verdaderas unidades morfogenéticas (Atchley y Hall 1991; Hall 2003). Para
que estas condensaciones aparezcan deben darse una serie de interacciones entre el
mesénquima y el epitelio, y ademas debe haber finalizado la migracion (Atchley y Hall
1991).

En la mandibula se distinguen cuatro
condensaciones de células mesenquimaticas o
poblaciones celulares separadas: una odontogénica,
una condrogénica y dos osteogénicas (Figura 1-18).
La condensacion odontogénica, que se situa en la

region del alveolo dentario (por lo que también se

llama alveolar), va a originar dos subpoblaciones _ et he
Figura 1-17.Condensacion celular que
originard el hueso hioideo en un embrion

de ratdén (Hall 2003).

celulares distintas. Una de ellas se diferenciara en
osteoblastos que generaran el hueso alveolar en el que
se fijan los dientes, y la otra en odontoblastos, encargados de producir la dentina. La
condensacion celular condrogénica producira el cartilago de Meckel (Atchley y Hall
1991). En los mamiferos el cartilago de Meckel desaparece parcialmente, pero parte del
mismo da lugar a estructuras mandibulares o derivadas como son el menton, los osiculos
del oido medio y algunos ligamentos (Atchley y Hall 1991). Debido a que durante el
proceso de osificacion de la mandibula el hueso envuelve de manera gradual la mayor
parte del cartilago de Meckel (Tomo et al. 1997; Ramaesh y Bard 2003) parece obvio
pensar que este cartilago regula la morfogénesis mandibular; sin embargo, cabe indicar

que no existen evidencias directas que apoyen esta hipotesis (Ramaesh y Bard 2003).
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Desarrollo mandibular

Unidades ontogénicas

Numero inicial de células

Tiempo de iniciacién de la migracion

Migracibn +=—————  Tasa de divisién celular

l Fraccion de células en division
. Tasa de muerte celular
Condensaciones
mesenquimaticas — —=
l Nuamero inicial de c¢élulas indiferenciadas

Tiempo de iniciacion de la condensacion
#—————— Tasa de division celular

Diferenciacion
celular

Fraccion de células en division

Tasa de muerte celular

Alveolar Procesos
Cartilago mandibulares =
de Meckel Cambios de forma
Ramus
\ Cambios de tamafio

Figura 1-18. Esquema del proceso de desarrollo embrionario de la mandibula en el que se muestran

las distintas fases, las condensaciones celulares y las regiones mandibulares que originara cada una de

ellas. Adicionalmente se indican las unidades ontogénicas, el momento en el que actian y los cambios

que pueden originar (adaptado de Atchley y Hall 1991).
Aun asi, si que hay ciertos indicios empiricos indirectos que apuntan en esta direccion.
Por ejemplo, en el estudio realizado por Yanagisawa y colaboradores (1998) con ratones
mutantes que carecian de cartilago de Meckel se observé que en estos animales se
desarrollan mandibulas altamente hipoplasicas, y en el estudio de proliferacién celular

de Ramaesh y Bard (2003) los patrones de incorporacion de BrdU'° llevaron a estos

autores a sugerir que el cartilago de Meckel secreta una sefial que dirige el crecimiento

" BrdU es la abreviatura de la 5-bromo-2’-desoxiuridina, base analoga a la timidina que se incorpora durante la fase de
sintesis de DNA. Esta molécula se usa para detectar proliferacion celular en tejidos vivos.
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mandibular.

Una de las dos condensaciones osteogénicas que se distinguen en la mandibula en
formacién va a originar el hueso del ramus. Aunque sus células son fundamentalmente
osteoblasticas también pueden diferenciarse en condroblastos cuando es necesario reparar
alguna fractura (Atchley y Hall 1991). La condensacién osteogénica restante se va a
diferenciar en osteoblastos y condroblastos secundarios que van a generar los procesos
coronoide, condilar y angular. Los osteoblastos produciran hueso membranoso y
endocondral, mientras que los condroblastos van a formar el cartilago secundario que
cubre el hueso de cada uno de los procesos.

El desarrollo mandibular es un proceso complejo que presenta distintos sistemas o
puntos de control que van a ser claves a la hora de determinar el tamaifio y la forma del
dentario del individuo adulto (Atchley y Hall 1991; Atchley 1993). Estos puntos de control
han sido denominados unidades del desarrollo o unidades ontogénicas!!, las cuales se
definen como aquellos fenémenos de regulacion o entidades estructurales basicas
necesarias para ensamblar una estructura morfoldgica compleja y cuya alteracién puede
provocar un cambio en la forma de dicha estructura, es decir una evoluciéon morfoldgica
(Atchley y Hall 1991). La definicién de estas unidades del desarrollo se realiz6é con el
objetivo de resaltar su importancia en el crecimiento y en la morfogénesis de las estructuras
esqueléticas, y para establecer un modelo‘de desarrollo esquelético que permita evaluar
las alteraciones respecto la norma y por tanto el cambio evolutivo (Atchley y Hall 1991;
Atchley 1993). Durante la migracién celular tienen lugar algunos de estos importantes
puntos de control (Figura 1-18), los cuales van a influir enormemente en el tamaiio de las
condensaciones celulares y por tanto en el desarrollo y crecimiento de los tejidos derivados
de las células de la cresta neural (Hall y Horstadius 1988). Estos punfos incluyen: (1) el
numero de células de la cresta neural que inician la migracioén, (2) su tasa de migracion,
(3) la proporcién de células emigrantes que se dividen, (4) el periodo minimo de tiempo
entre divisiones sucesivas, y (5) el nimero de células que mueren por el camino (Atchley
y Hall 1991). La impoftancia del tamafio de las condensaciones celulares y por tanto de
los distintos puntos de control queda ilustrada por distintas evidencias experimentales,
como por ejemplo por el hecho que la osteogénesis no se inicia si el tamafio de la
condensacion es demasiado pequefio (Cottrill et al. 1987), o que condensaciones
anormalmente grandes pueden originar huesos extremadamente largos (Atchley y Hall

1991). Ademads de los puntos de control que se dan durante la migraciéon de las células

" Del inglés developmental units, utilizado por (Atchley y Hall 1991; Atchley 1993).
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mesenquimaticas también existen procesos equivalentes una vez se han formado las
condensaciones celulares (Atchley y Hall 1991; Atchley 1993); por lo que se espera que
dichos procesos desarrollen importantes efectos de regulacién en puntos mas tardios del
desarrollo mandibular (Figura 1-18). De este modo se han descrito cinco unidades de
desarrollo dentro de cada condensacion celular: (1) el nimero de células indiferenciadas
que hay en cada condensacién, (2) el tiempo relativo de inicio de la condensacion, (3) la
tasa de division celular, (4) la fraccion del total de la poblacidn celular que esté activa a
nivel mitdtico, y (5) la tasa de muerte celular. La alteracion de estas unidades que
caracterizan cada una de las condensaciones celulares puede generar cambios potenciales
en los tejidos derivados de las mismas. Si dicha alteracion se da antes de la diferenciacion
de las células mesenquimaticas puede que se produzcan cambios en el tamafio mandibular,
mientras que si la alteracion sucede en procesos equivalentes una vez las células de las
condensaciones ya se han diferenciado en distintos tipos celulares los cambios van a ser
de forma (Atchley 1993).

A pesar de que durante las primeras etapas del desarrollo el proceso de morfogénesis
mandibular presenta basicamente un control de tipo intrinseco determinado principalmente
por parametros relacionados con las condensaciones celulares, en etapas posteriores
existen interacciones epigenéticas secundarias que también influyen directamente en el
desarrollo y crecimiento de la mandibula. Estos factores extrinsecos incluyen
fundamentalmente procesos de interaccion entre hueso y tejidos no esqueléticos (como
por ejemplo muscular, nervioso, sanguineo, o conjuntivo), como sucede durante la
invasion de las condensaciones esqueléticas por parte de los vasos sanguineos o en la
unién de los musculos y los ligamentos al dentario (Atchley y Hall 1991). En particular,
la musculatura mandibular influye profundamente en la morfologia del dentario. Asi por
ejemplo, se ha observado que la detencion de la miogénesis en los musculos pterigoideos
que se produce en mutantes con disgénesis muscular provoca que no se forme el proceso
condilar (Herring y Lakars 1981), mientras que la hipertrofia de estos mismos musculos
provoca que se desarrolle un proceso condilar mas grande de lo normal (Atchley y Hall
1991). Asi pues, las estructuras morfolégicas complejas se originan a partir de un conjunto
de partes integrantes, el ensamblaje de las cuales depende de la coordinacién de actividades
que suceden a distintos niveles jerarquicos de organizacién temporal y espacial. En
consecuencia, los cambios de la morfologia mandibular pueden aparecer como resultado
de la alteracion de los patrones y los tempos de integracion de las partes integrantes de

esta coreografia ontogénica'? (Atchley 1993).

12 Del inglés developmental coreography, concepto utilizado por primera vez por Atchley et al. (1990).
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1.2.3.4. Divergencia en la forma mandibular: origen y factores de variabilidad

El tamafio y la forma de la mandibula varian enormemente entre los grandes grupos de
mamiferos (Moore 1981), hecho que se ha interpretado cldsicamente como una adaptaciéon
a distintas dietas y funciones. Sin embargo, la variacion mandibular no se da inicamente
entre los grandes grupos de mamiferos, si no que, aunque en menor medida, se observa
también dentro de los propios grupos. Precisamente por el hecho de haber sido
considerada un modelo para el estudio de la ontogenia y la evolucién de las estructuras
morfoldégicas complejas (Atchley y Hall 1991) la mandibula se ha utilizado en numerosas
ocasiones para determinar relaciones de parentesco entre especies proximas (Burity et
al. 1999; Badyaev y Foresman 2000; Cardini 2003; Cardini 2004; Cardini y Slice 2004;
Rosas y Bastir 2004; Monteiro y Dos Reis 2005; Caumul y Polly 2005) o incluso entre
poblaciones de una misma especie (Loy y Corti 1996). Particularmente numerosos son
los estudios realizados en M. musculus, donde la morfologia mandibular se ha utilizado
para evidenciar variacion intraespecifica entre distintas cepas de laboratorio, razas
cromosOmicas o regiones geograficas (Festing 1972; Thorpe et al. 1982; Atchley et al.
1985a; Atchley et al. 1985b; Bailey 1986; Atchley et al. 1988; Corti y Thorpe 1989;
Cheverud et al. 1991; Scriven y Bauchau 1992; Corti y Rohlf 2001).

Hasta ahora se han comentado distintos aspectos basicos sobre la morfologia y el
desarrollo mandibular, se ha visto el grado de complejidad de la mandibula, las unidades
fundamentales involucradas en su desarrollo, como puede aparecer la variacion durante
la ontogenia y algunos casos de divergencia en la forma de esta estructura 6sea. Llegado
este punto es necesario considerar el conjunto de factores que influyendo en los procesos
ontogénicos pueden provocar cambios en la forma de la mandibula. Para entender el
origeny los factores de control de la variabilidad, y como esta variabilidad est4 involucrada
en los cambios evolutivos, deben tenerse en cuenta tres caracteristicas basicas del proceso
ontogénico. En primer lugar, el desarrollo embrionario es regulador y esta bajo control
genético, por lo que la evolucién del desarrollo (y la correspondiente evolucién
morfolbgica) es el resultado de cambios heredables en los patrones de regulaciéon. Segundo,
el desarrollo es un proceso de naturaleza epigenética que habitualmente incluye
interacciones en cascada entre factores reguladores que actiian directa e indirectamente.
Y en tercer lugar, el desarrollo es un proceso secuencial y de organizacién jerarquica

(Atchley y Hall 1991). Habiendo expuesto esto, es importante subrayar que el desarrollo
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embrionario en los mamiferos esta bajo el control de dos genomas distintos (el materno y
el de la progenie) y que completa sus actividades bajo la influencia de tres “ambientes”
distintos (uterino, lactancia, y post-destete). Considerando estas premisas Atchley y Hall
(1991) propusieron un modelo genético cuantitativo para el desarrollo mandibular del
raton doméstico con cuatro categorias principales de factores causales de control: factores
genéticos intrinsecos, factores genéticos extrinsecos o epigenéticos, factores genéticos
maternos (diferenciados en dos etapas, uterina y de lactancia) y factores ambientales no

maternos (Figura 1-19). Cada una de estas categorias se describe brevemente a

continuacion.
-
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Figura 1-19. Modelo de genética cuantitativa del desarrollo mandibular que muestra los componentes genéticos,
maternos uterinos, matemos postnatales y ambientales. (adaptado de Atchley y Hall 1991).

1.2.3.4.1. Factores genéticos intrinsecos

Los factores genéticos de naturaleza intrinseca incluyen principalmente aquellos genes
que se expresan localmente y que codifican para proteinas estructurales que forman el
esqueleto mandibular o bien para enzimas con actividades cataliticas especificas que
gobiernan el desarrollo y la expresion selectiva de las células osteogénicas (Atchley y
Hall 1991). El control genético intrinseco del desarrollo embrionario de mamiferos
empieza en etapas muy tempranas del proceso. En el ratén por ejemplo, el genoma del
feto en desarrollo se activa durante la segmentacion, concretamente después de la primera
divisién mitdtica, en la fase de dos células embrionarias (Moore 1975; Sawicki et al.
1981). De hecho, se supone que la mayor parte de la regulacion del crecimiento 6seo

debe darse mediante factores que se generan en el propio feto, ya que se ha observado
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que gran cantidad de estos factores de crecimiento no pasan a través de la placenta (Marks
y Popoff 1988).

Los cambios de forma implican cambios en la produccion de estructuras. Sin embargo,
existen numerosas razones por las que cabe esperar una menor variabilidad en los genes
que controlan aspectos puramente estructurales que en los que controlan aspectos de
regulacion de procesos. Asi, debido a las restricciones que se dan a nivel celular en la
variabilidad estructural, es mas probable que la divergencia evolutiva que se da en
fenotipos complejos, como puede ser la forma de un determinado hueso, sea mas bien el
resultado de cambios en los patrones y tiempos de activacion y represion génica durante

el desarrollo que no el resultado de cambios realmente estructurales (Atchley y Hall 1991).

1.2.3.4.2. Factores epigenéticos

Aunque el término epigenético ha sido largamente utilizado en aspectos referentes al
control del desarrollo, lo cierto es que no existe una definicién ampliamente consensuada
del mismo; més bien todo lo contrario, se podria decir que existen tantas definiciones
como autores han abordado el concepto (Jablonkay Lamb 2002; Haig 2004). El concepto
actual de epigénetico fue concebido originalmente por C. H. Waddington (Waddington
1939; Waddington 1940), quien restringid su uso para hacer referencia a las interacciones
causales entre los genes y sus productos durante el desarrollo embrionario (Waddington
1975). En la presente tesis se consideran los factores epigenéticos en el sentido adoptado
por Atchley y Hall (1991), quienes definen el control epigenético como la influencia que
tienen los genes reguladores de una célula o grupo de células sobre otra célula o grupo de
células. Los factores epigenéticos son por tanto factores hereditarios que pueden actuar
local o globalmente. Aquellos que actiian localmente pueden originarse por inducciones
embrionarias de las células o tejidos adyacentes a la célula diana, o por la accién de
organos en desarrollo préximos. Los que actian globalmente (e. g. hormonas) aparecen
en un lugar alejado de la célula diana y pueden afectar a multitud de poblaciones celulares
en desarrollo (Atchley y Hall 1991).

Como se acaba de comentar, los factores epigenéticos aparecen externamente a la célula
en desarrollo y actian de forma extrinseca. Precisamente por el hecho de ser factores
externos han sido clasificados habitualmente como factores ambientales (Moss 1968), lo
que ha conducido a una importante confusion del papel que tienen ambos tipos de factores
en los procesos ontogénicos y evolutivos. Esta confusion surge de la falta de distincion

entre el origen biolégico de un efecto epigenético y la naturaleza externa de su modo de
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actuacion. El hecho de entender que los factores epigenéticos, aunque externos a la
estructura en desarrollo, poseen una base genética que no tienen los factores ambientales

conlleva importantes consecuencias evolutivas (Atchley y Hall 1991).
1.2.3.4.3. Efectos genéticos maternos

En los mamiferos los procesos de desarrollo embrionario, fetal y postnatal implican
un conjunto complejo de interacciones entre el genoma del individuo en desarrollo y el
genoma de la madre. Estas interacciones se conocen como efectos maternos y su magnitud
y direccion pueden tener consecuencias significativas en el transcurso de la ontogenia.
Los efectos maternos han sido definidos més concretamente como la influencia que ejerce
la madre sobre el fenotipo de la progenie y que no se debe al efecto directo de los genes
que le ha transmitido a la misma (Kirkpatrick y Lande 1989). Se han definido dos periodos
principales de influencia materna: durante la gestacion o prenatal, cuyo componente
principal es la influencia uterina (e. g. metabolismo materno, tamafio del titero y riego
sanguineo del mismo, eficacia de la placenta en la transferencia de gases y nutrientes,
etc.) y después del parto o postnatal, en el que actiia principalmente la influencia de la
lactancia (e. g. cantidad y calidad de la leche, comportamiento materno, etc.). Todos estos
factores condicionan la expresion del material genético de la progenie, por lo que se
considera que actiian epigenéticamente. Sin embargo, debido a que los efectos maternos
provienen de un genoma que no es el propio del individuo en desarrollo se consideran
separadamente de los factores epigenéticos intrinsecos del individuo (Atchley y Hall
1991). Precisamente por su naturaleza epigenética, los factores maternos, igual como
sucede con los factores epigenéticos propios del individuo (ver apartado anterior), también
han sido considerados como factores ambientales (Willham 1963). Uno de estos factores
genéticos maternos més obvios es el tamafio de camada. En poblaciones naturales el
tamafio de camada puede considerarse un factor genético materno ya que contiene una
componente genética significativa (Falconer 1965). Asi por ejemplo, en un estudio
realizado con ratones se observoé que el tamafio de camada siempre tenia un efecto negativo
en el tamafio de varias dimensiones mandibulares tomadas en individuos adultos, de modo
que los animales de camadas mas numerosas presentaron en general mandibulas mas
pequefias (Atchley et al. 1991). No solamente se han detectado factores maternos
prenatales o uterinos que afecten a la morfologia mandibular, si no que también se ha

puesto de relieve que ciertos factores maternos postnatales relacionados con la lactancia
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tienen efectos significativos en numerosos caracteres mandibulares en adultos (Atchley

et al. 1985a; Atchley et al. 1985b).
1.2.3.4.4. Factores ambientales

La ultima categoria de factores causales que afectan al desarrollo mandibular es la de
los factores ambientales, que son condiciones no heredables que se dan alrededor del
individuo y que pueden tener un impacto significativo en el desarrollo. Los factores
ambientales actiian local o globalmente y llegan a provocar perturbaciones significativas
en los procesos de desarrollo, dando lugar incluso a fenotipos anormales (Atchley y Hall
1991). De modo que los factores ambientales no heredables pueden llegar a enmascarar
la contribucion de factores genéticos y epigenéticos heredables. Tanto es asi que un mismo
genotipo enfrentado a condiciones ambientales distintas puede generar fenotipos distintos.
La monitorizacién de los cambios fenotipicos que sufre un mismo genotipo como funcion
del ambiente es lo que se conoce como norma de reaccion'? (Stearns 1989), mientras que
la medida en que un ambiente modifica un genotipo es una estima de la plasticidad

fenotipica del organismo (Via y Lande 1985).
1.2.3.5. Base genética de la morfologia mandibular

El ratén ha tenido un papel crucial en los estudios genéticos desde que a principios del
siglo XX se redescubrieran los postulados de Mendel (Silver 1995). Aunque los primeros
trabajos sobre herencia se realizaron con plantas, no tardaron en aparecer estudios que
demostraban la aplicabilidad de las leyes de la herencia también en mamiferos (Cuénot
1902). En este contexto, en el afio 1902 el raton doméstico fue adoptado como animal de
laboratorio, y a partir de 1909 empezaron a criarse las primeras cepas de M. musculus
(Silver 1995). Desde entonces se han desarrollado numerosos linajes endogamicos
constituidos por ratones. genéticamente homogéneos que se utilizan en multitud de estudios
genéticos (Beck et al. 2000), se han publicado numerosos libros sobre el genotipo del
ratén (Griineberg 1952; Atchley et al. 1988; Silver 1995) e innumerables articulos
cientificos. En la actualidad se est4 secuenciado el genoma completo del raton (Waterston
et al. 2002) y las bases de datos genéticos estan disponibles en numerosas paginas de

Internet, como por ejemplo la Mouse Genome Database (http://www.informatics.jax.org;

13Del inglés reaction norm.
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Blake et al. 1999) o Ensembl (http://www.ensembl.org; Hubbard et al. 2007). De este
modo el raton doméstico se ha convertido en el principal organismo modelo dentro del
estudio de la expresion génica en mamiferos.

Los primeros estudios en tratar el componente genético de la forma y el tamafio
mandibular se basaron en la comparacion de distintas cepas de laboratorio de M. musculus
con el fin de poner de manifiesto las diferencias existentes entre ellas (Bailey 1956; Bailey
1959; Festing 1972; Festing 1973; Festing 1976; Lavelle 1983; Lovell y Johnson 1983;
Lovell et al. 1986). Aunque algunas de estas investigaciones se centraron en aspectos
mas practicos de identificacion y control de calidad de las lineas de laboratorio (Festing
1972; Festing 1973; Festing 1976) y otras abordaron el tema desde una perspectiva
genética mas tedrica (Bailey 1956; Bailey 1959; Lavelle 1983; Lovell y Johnson 1983;
Lovell et al. 1986), en cohjunto pusieron de relieve la existencia de una amplia variabilidad
en las dimensiones mandibulares dentro de un mismo taxoén, asi como el hecho que esta
variabilidad pudiese presentar una base genética. Se demostré también el valor de la
mandibula y otras estructuras esqueléticas para discriminar entre cepas endogamicas de
raton (Festing 1972; Festing 1973; Lovell y Johnson 1983). Asi, Festing (1972) logré
clasificar correctamente el 98,4% de los especimenes analizados en sus cepas
correspondientes tomando 13 medidas mandibulares, y Lovell y Johnson (1983) mas del
96% con tan s6lo diez medidas.

Estudios posteriores desarrollados mediante elaborados programas de cria y
cruzamientos entre varias cepas de laboratorio corroboraron la existencia de un importante
componente genético en la variacion de la morfologia mandibular y revelaron una elevada
heredabilidad por lo que a caracteres mandibulares morfométricos se refiere (Bailey 1985;
Atchley et al. 1985a; Atchley et al. 1985b; Bailey 1986; Atchley et al. 1988; Cheverud et
al. 1991). Asi, en el analisis de varias dimensiones esqueléticas, la longitud mandibular,
con una heredabilidad de 0,57, fue el caricter que mostr6 la base genética mas amplia
(Leamy 1974), siendo este valor equiparable a los estimados unos afios atras para ocho
medidas mandibulares, los cuales oscilaron entre 0,32 y 0,54 con una media de 0,43 (Bailey
1956). En una serie de estudios posteriores, Atchley y distintos colaboradores analizaron
con detalle la base genética y la variabilidad debida a efectos maternos postnatales en
varias medidas mandibulares (Atchley et al. 1985a; Atchley et al. 1985b). Los resultados
obtenidos mostraron valores de heredabilidad en sentido estricto!* que oscilaron entre

0,09 y 0,44, con una media de 0,21 para todas las medidas, mientras que los efectos

1Del término inglés narrow-sense heritability.
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maternos postnatales se movieron entre valores de 0 y 0,26, aunque la mayoria fueron
muy bajos o nulos (Atchley et al. 1985b; Atchley 1993). Adicionalmente, en un estudio
mas tardio se observd que la proporcién de la variacion morfolégica entre cepas de raton
que resulto ser genética en origen oscildé en los mismos caracteres mandibulares entre el
44 y el 80%, con un promedio proximo al 65%, mostrando por tanto un porcentaje muy
elevado de variacion morfoldgica heredable (Atchley et al. 1988). Otro trabajo que abordé
el tema de la base genética de la variacion en medidas mandibulares fue el de Bailey
(1986), quién consider6 la varianza debida al componente cepa una estima de
heredabilidad de las 24 medidas mandibulares utilizadas. Precisamente las medidas
analizadas en la presente tesis (Figura 2-4) corresponden a las que se emplearon en aquel
trabajo por lo que los valores de variacion genética que se obtuvieron en el mismo se
exponen en la Tabla 1-1.

No solamente se han utilizado medidas lineares para conocer la base genética de la
morfologia mandibular, también se han utilizado para tal fin otro tipos de caracteres,
como son areas o puntos morfométricos. Asi, debido a que la mandibula se divide en
distintos componentes ontogénicos (véase apartado 1.2.3.2.), se ha considerado que para
conocer la evolucidon de esta estructura se debe disponer de informacién sobre la base de
la variabilidad existente en los componentes esqueléticos derivados de las distintas
regiones morfogenéticas (Atchley 1993). Con esta finalidad se analiz6 la contribucion
relativa de los efectos genéticos aditivos, los efectos maternos postnatales y la variabilidad
ambiental a la variacidén fenotipica de seis areas de la mandibula correspondientes a los
derivados esqueléticos de las condensaciones mesenquimaticas (Atchley et al. 1992).
Todas estas areas presentaron una proporcion estadisticamente significativa de la
variabilidad fenotipica que fue debida a la variabilidad genética aditiva, mostrando
heredabilidades en sentido estricto que oscilaron entre el 21 y el 41 % (Atchley et al.
1992; Atchley 1993). Otra aproximacion ha sido la del estudio de las heredabilidades en
la posicion de determinados puntos morfométricos!® (Cheverud et al. 1991), la cual ha
dado resultados parecidos a los obtenidos analizando otros caracteres. De este modo, en
el analisis genético de 13 PMs de la mandibula de raton, las heredabilidades en sentido

amplio'® obtenidas fluctuaron entre 0,30 y 0,72 (Cheverud et al. 1991).

15Los puntos morfométricos se denominan habitualmente landmarks (abreviados con las siglas LM), que es la palabra
inglesa que reciben los caracteres morfolégicos con una localizacion especifica registrados en forma de coordenadas.
En el presente trabajo se utilizaré la abreviatura PM para referirnos a ellos.

16 Del término inglés broad-sense heritability.
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Tabla 1-1. Porcentaje del total de la varianza de cada medida mandibular explicado por distintos componentes.
Laproporcién de varianza atribuible a la cepa es una estima de la heredabilidad, los factores madre y camada
representan respectivamente efectos maternos uterinos y postnatales, y el factor individuo representa los
efectos ambientales y el error de medida (Bailey 1986).

Fuente de variacion

DPM Cepa Madre ‘Camada Individuo
1-2 29 % 0 17 53
1-12 45%** 12%* 8 33
2-3 67*** 0 11* 21
2-12 17%** 0 21* 61
3-4 48H** 12%* 0 38
3-5 T3HE* 0 5 21
3-11 62%** 2% 7 28
3-12 69*** 4* 3 22
4-5 To*** 0 2 21
4-8 TOHH* 2 0 18
4-10 56%** 0 9 33
4-11 59%** 0 7 32
5-6 S57x** 3 0 39
5-8 70*%* 0 7* 21
6-7 75%** 0 7* 16
6-8 4QH** 0 23** 36
7-8 ’ 30%** 0 20* 48
7-9 T2¥** 0 8* 18
8-9 S53%%* 7 34
8-10 56%** 2 2 38
9-10 S1¥** 2 40
9-11 48H** 1 9 40
10-11 40*** 0 15 43
11-12 52%** 0 13* 34

* p <0,05; ** p<0,01; *** p < 0,001

Todos estos trabajos evidenciaron que la morfologia mandibular presenta una amplia
base genética, sin embargo quedaban importantes aspectos por tratar, entre los que

destacaba el grado de concordancia entre los patrones de divergencia genética en la
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morfologia mandibular y la divergencia genética a nivel de otros Joci, o hasta que punto
los patrones de divergencia morfologica son fieles a la filogenia. Precisamente, la reciente
adopcion del ratébn como animal de laboratorio (Silver 1995) ha propiciado que la
genealogia de las cepas de laboratorio actuales se conozca detalladamente (Beck et al.
2000), lo que a su vez ha permitido disponer de un modelo inmejorable para comparar la
concordancia entre datos de distinta naturaleza a la hora de calcular medidas de
divergencia genética (Fitch y Atchley 1987; Atchley et al. 1988; Festing y Roderick 1989;
Atchley 1993). Como resultado de los numerosos estudios genéticos realizados hasta
finales de los afios ochenta, principios de los noventa, algunos trabajos analizaron de
forma extensiva la variacion genética existente entre cepas endogamicas de ratén a nivel
de numerosos Joci codificadores de diversas proteinas, enzimas y factores inmunolégicos
(Atchley y Fitch 1991; Atchley y Fitch 1993). Las filogenias obtenidas en aquellos estudios
probaron ajustarse de forma muy precisa al arbol geneal6gico de las cepas de ratén de
laboratorio (Fitch y Atchley 1985; Fitch y Atchley 1987; Atchley y Fitch 1991). En este
marco, y con el objetivo de esclarecer la validez de los caracteres morfolégicos a la hora
de recrear filogenias se compar6 la divergencia genética en la forma mandibular y otros
caracteres osteoldgicos con la divergencia genética basada en el estudio de diversos loci
(Wayne y Obrien 1986; Fitch y Atchley 1987; Atchley et al. 1988; Festing y Roderick
1989). Los resultados obtenidos en los‘ distintos estudios fueron hasta cierto punto
contradictorios. Asi, mientras que los primeros trabajos apuntaban a una ausencia de
correlacion entre variacion morfoldgica y variacion genética (Wayne y Obrien 1986; Fitch
y Atchley 1987), en los posteriores quedo clara una estrecha relacion lineal altamente
significativa entre las medidas de divergencia calculadas mediante ambas bases de datos
(Atchley et al. 1988; Festing y Roderick 1989). Segin Festing y Roderick (1989) el hecho
de que los estudios previos no detectaran tal correlacion obedeci6 a que las muestras
utilizadas incluyeron solamente dos cepas estrechamente emparentadas de ratén y a que
no se corrigié correctamente para la relaciéon no lineal que existe entre las escalas de
divergencia morfométfica y genética. Asi, al reanalizar los datos del articulo de Wayne y
Obrien (1986) afiadiendo datos de algunas cepas proximas genealogicamente y
transformando a escala logaritmica las distancias morfolégicas (de Mahalanobis), el
coeficiente de correlacién aument6 de 0,24 a 0,63, siendo este ultimo valor altamente
significativo (p < 0,01; Festing y Roderick 1989). Es maés, se obtuvieron valores incluso
mas altos de correlacion (r = 0.72) entre distancias genéticas y morfoldgicas al utilizar un

conjunto de 11 medidas mandibulares (Figura 1-20). Sin embargo, al comparar las
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filogenias obtenidas con ambos tipos
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de distintos niveles organizativos
(por ejemplo, loci codificadores de proteinas versus /oci del sistema inmunoldgico) pueden
producir estimas de relaciones filogenéticas altamente discordantes (Atchley y Fitch 1991).
Ademas, el nimero de caracteres utilizado para calcular las divergencias genéticas vari6
mucho entre ambos estudios, asi mientras que en el analisis de diferencias genéticas global
se basé en 144 loci, en el de divergencia genética basado en la morfologia mandibular
solo se emplearon 11 rasgos. El mero hecho de analizar un nimero mayor de rasgos
morfoldgicos podria mejorar el ajuste entre ambas genealogias (Atchley et al. 1988).
Otro aspecto importante a tener en cuenta referente a la base hereditaria de los caracteres
es su arquitectura genética, es decir cuales son los genes y qué numero de ellos controlan
la sintesis de los componentes ontogénicos, la naturaleza de los productos de estos genes
y como estos productos regulan el ensamblaje de estos componentes. Aunque hasta hace
tan solo unos afios existian muy pocos datos experimentales sobre la complejidad genética
de la mandibula de ratén, ya existian entonces dos principales lineas de argumentacién.
Mientras que por un lado se sugirié que las divergencias en la morfologia mandibular
entre distintas cepas endogamicas de raton eran debidas literalmente a centenares de
factores genéticos (Bailey 1985), por el otro, se sostenia la existencia de muy pocos genes
esqueléticos en sentido estricto, ya que solamente aquellos loci que codifican
especificamente para moléculas estructurales o enzimas que gobiernan el metabolismo

de las mismas eran considerados como tales (Johnson 1986). Este tiltimo autor consideraba
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el esqueleto como una estructura secundaria producida como resultado de multiples
interacciones durante la ontogenia, de modo que la mayoria de genes que afectarian al
esqueleto lo harian de forma residual como resultado de su accién en otros procesos. No
obstante, es preciso destacar que la aparente disparidad entre ambos puntos de vista ha
sido considerada primordialmente semantica (Atchley 1993). Asi, mientras que Bailey
(1985) tenia un enfoque més poblacional y consideraba conjuntamente los factores
genéticos intrinsecos y los factores epigenéticos heredables, Johnson (1986) enfoco el
problema desde una perspectiva mas ontogénica y diferencié claramente entre factores
genéticos intrinsecos y factores epigenéticos heredables (Atchley 1993).

Lo cierto es que en los ultimos afios se ha avanzado notablemente en el aspecto de la
arquitectura genética de la morfologia mandibular. Asi, numerosos estudios han abordado
este aspecto desde la perspectiva del analisis y el mapeo de QTLs!” y de las regiones
mandibulares a las que afecta cada Joci (Cheverud et al. 1997; Mezey et al. 2000;
Klingenberg y Leamy 2001; Klingenberg et al. 2001; Dohmoto et al. 2002; Ehrich et al.
2003; Klingenberg et al. 2004; Cheverud et al. 2004). Estos trabajos han evidenciado que
existe un elevado nimero de Jloci que influyen én la morfologia mandibular, tanto a nivel
de morfometria clasica (Cheverud et al. 1997), como geométrica (Klingenberg et al. 2001).
De este modo, en el analisis de 21 medidas mandibulares han sido detectadas 37 regiones
cromosomicas esparcidas por los 19 autogomas que intervienen en la expresion de estos
caracteres (Cheverud et al. 1997), las cuales han sido ampliadas a 40 en un estudio mas
reciente (Ehrich et al. 2003). De todas estas regiones cromosdmicas, 22 afectan a la region
del ramus ascendente, 5 a la region alveolar y 13 a la mandibula entera, evidenciando por
tanto efectos pleiotropicos (Ehrich et al. 2003). Precisamente, el estudio detallado de los
efectos pleiotropicos de las QTLs, asi como los patrones de integracién y modularidad
mediante estudios de genética cuantitativa de la morfologia mandibular son aspectos de
gran interés que se han abordado recientemente con relativa frecuencia en la literatura
especializada (Ehrich et al. 2003; Klingenberg et al. 2004; Cheverud et al. 2004). Estos
aspectos seran desarrollados con mayor detalle en el capitulo de integraciéon morfoldgica
de la mandibula. Referente al analisis de la arquitectura genética de la forma mandibular
mediante el estudio de morfometria geométrica simplemente destacar que los resultados
son comparables a los obtenidos mediante morfometria clasica, asi se ha detectado la
existencia de 12 QTLs para el tamafio mandibular, 25 para la formay cinco para la asimetria

(Klingenberg et al. 2001). -

¥ Siglas provenientes de la expresion inglesa quantitative trait loci, que significa loci de caracteres cuantitativos.
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1.3. Area de estudio: zona de polimorfismo cromosémico Barcelona
1.3.1. Antecedentes histéricos

La existencia de polimorfismo cromosémico en las poblaciones de M. m. domesticus
de las proximidades de Barcelona fue descrita por primera vez por Adolph y Klein (1981),
quienes analizaron un total de 14 especimenes capturados en seis localidades distintas de
la provincia de Barcelona: Moia, La Roca, Badalona, Barcelona, Valldoreix y Avinyonet.
Mientras que en Moia y La Roca todos los animales cariotipados presentaron un
complemento cromos6émico de 2n = 40, en las cuatro localidades restantes se encontraron
animales con complementos diploides inferiores y con la presencia de cromosomas
metacéntricos. Los autores atribuyeron esta situacidén a la existencia de fusiones
Robertsonianas (Adolph y Klein 1981). En la ciudad de Badalona, uno de los dos animales
estudiados present6 un cariotipo estandar de 40 cromosomas acrocéntricos y €l otro un
cariotipo de 2n = 39, es decir con una nica fusion céntrica en estado heterocigoto. De los
animales provenientes de las otras tres localidades, los de Avinyonet fueron los que
presentaron los nimeros cromosémicos mas bajos, los cuales oscilaron entre 2n = 31 y
2n = 33. En total, en el sistema de polimorfismo del noreste peninsular se identificaron
cinco cromosomas metacéntricos distintos: Rb(4.14), Rb(5.15), Rb(6.10), Rb(9.11) y
Rb(12.13) (Adolph y Klein 1981).

Posteriormente, dentro de un estudio realizado con el objetivo de examinar la variacion
existente en el ADN mitocondrial del ratén doméstico en Europa, se cariotiparon cuatro
ratones mas del noreste peninsular, dos de Avinyonet y dos de la Roca (Nachman et al.
1994). En este caso sin embargo, no se aportaron nuevos datos por lo que a la estructura
de la zona de polimorfismo se refiere.

Unos afios maés tarde, en un estudio mas detallado de la zona en cuestion se encontro,
ademas de los cinco metacéntricos descritos previamente por Adolph y Klein (1981), un
nuevo metacéntrico, el Rb(3.8) (Giindiiz et al. 2001). Aunque en este estudio no se
recolect6 ningun animal con todas las fusiones en estado homocigoto, €l hecho de haber
encontrado seis cromosomas metacéntricos distintos hizo suponer la existencia de una
raza metacéntrica con un complemento diploide de 28 cromosomas (2n = 28), a la que se
bautiz6 como “raza Barcelona”. Se estimé ademas el centro geografico de la supuesta
raza, el cual se situ6 entre las localidades de Garraf'y Viladecans, y en consecuencia se
consider6 la zona de polimorfismo circundante como una zona hibrida entre la raza

Barcelona y la raza estdndar (Giindiiz et al. 2001).
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Mas recientemente, el estudio detallado de la zona ha permitido capturar especimenes:
con un complemento diploide de 28 cromosomas, pero a la vez también se ha identificado
una nueva fusién, la Rb(7.17) (Sans-Fuentes 2004; Sans-Fuentes et al. 2007). El hallazgo
de esta nueva fusién indica que el nimero diploide minimo que cabe esperar en la zona
es de 26 cromosomas, siete pares de metacéntricos, cinco pares de acrocéntricos y un par
de cromosomas sexuales. Cabe destacar sin embargo, que hasta el momento no se ha
identificado ningin animal con 26 cromosomas, o lo que es lo mismo, con todas las
fusiones en estado homocigoto; y que ademas la fusion Rb(7.17) se ha detectado en muy
pocas localidades y en frecuencias muy bajas (inferiores al 16%) en todas ellas (Sans-
Fuentes 2004; Sans-Fuentes et al. 2007). No tan sélo esto, sino que hasta el momento en
toda el area no se ha detectado ninguna poblacion que se ajuste a la definicidén de “raza
cromosOmica” propuesta por Hausser y colaboradores (1994). Precisamente por esta
razén, y debido a la actual falta de evidencias que hagan suponer lo contrario, nos referimos
a la zona de estudio como zona de polimorfismo Robertsoniano, en vez de hacerlo como
zona hibrida cromosdmica, tal y como se le habia llamado previamente (Giindiiz et al.
2001). Ademas, en una revision reciente sobre el polimorfismo cromosémico de M. m.
domesticus, en la que se contempla el sistema Robertsoniano peninsular, se considera
que no existe ninguna raza descrita y se habla de tres poblaciones metacéntricas, que son:

Garraf, Barcelona y Avinyonet (Pialek et al. 2005).
1.3.2. Estructura poblacional
1.3.2.1. Situacion geografica

La zona de polimorfismo de M. m. domesticus objeto del presente estudio se sitia en la
region noreste de la Peninsula Ibérica, donde ocupa una superficie de més de 5000 km?,
la cual se encuentra principalmente en la provincia de Barcelona (Giindiiz et al. 2001;
Sans-Fuentes 2004). Aﬁnque los limites precisos son dificiles de establecer, la zona de
polimorfismo se extiende siguiendo la franja costera comprendida aproximadamente entre
el norte de la provincia de Tarragona y la ciudad de Badalona. Desde esta franja litoral, la
zona se expande hacia el interior en direccién noroeste, llegando a la provincia de Lleida,

donde encuentra su limite occidental (Figura 1-21).
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Figura 1-21. Mapa en el que se representa el nimero diploide medio de las localidades prospectadas hasta el
momento en lazona de polimorfismo Robertsoniano de Barcelonay localidades proximas. Las divisiones territoriales
corresponden a los limites comarcales. Los circulos completamente negros corresponden a localidades estandar
periféricas a la zona de polimorfismo. Cuanto menor el mimero diploide mayor porcién blanca dentro del circulo.
Los limites de la zona de polimorfismo se sitian entre las localidades que atin presentan fusiones y aquellas més
préximas puramente estandar.

1.3.2.2. Diversidad cariotipica

La zona de polimorfismo Robertsoniano de Barcelona presenta una elevada variacién
cromosémica. Hasta el presente se han descrito méds de 114 cariotipos diferentes con
nimeros diploides que oscilan entre los 27 y los 40 cromosomas (Figura 1-22). Asi, a
pesar de que se han descrito siete cromosomas metacéntricos diferentes -Rb(4.14),
Rb(5.15), Rb(6.10), Rb(9.11), Rb(12.13) (Adolph & Klein 1981), Rb(3.8) (Giindiiz et al.
2001) y Rb(7.17) (Sans-Fuentes 2004; Sans-Fuentes et al. 2007)- por ahora no se ha
detectado ningun individuo con todos ellos en estado homocigoto, es decir con un 2n =
26.

Dentro del sistema Robertsoniano estudiado destaca una elevada heterocigosidad
estructural. De los 322 individuos pertenecientes a la zona polimérfica que fueron
analizados por Sans-Fuentes (2004) tan sélo 47 fueron homocigotos, mientras que el

resto, 275, fueron heterocigotos al menos para una fusiéon. De estos 275, 143 fueron
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Figura 1-22. Cromosomas metafasicos tefiidos mediante la técnica de bandas G procedentes de distintos ejemplares
de la zona de polimorfismo Robertsoniano del noreste Peninsular. Estan indicados los distintos metacéntricos. El
ejemplar A presenta 13 cromosomas metacéntricos y un niimero diploide 2n=27; el ejemplar B siete metacéntricos y
por tanto un nimero diploide de 2n = 33; C, ocho metacéntricos y 2n=32; D, 12 metacéntricos y 2n=28.

heterocigotos para una unica fusion, 88 para dos, 34 para tres, ocho para cuatro, uno para
cinco y uno para seis (Sans-Fuentes 2004). Estos datos han puesto de manifiesto que,
aunque en baja frecuencia, también pueden encontrarse individuos con mas de tres fusiones

en estado heterocigoto, situacién que no habia sido detectada en estudios precedentes

(Guindiiz et al. 2001).
1.3.2.3. Estructuracion geografica: variacion clinal escalonada

En la zona de estudio se han detectado translocaciones Robertsonianas en 23 de las 28
localidades muestreadas hasta el momento. Sin embargo, en tan solo tres de ellas se han
encontrado juntas las siete fusiones: Vilanova i la Geltru, Garraf y La Granada. Estas
localidades han sido utilizadas para calcular el centro de la zona de polimorfismo (Sans-
Fuentes 2004). Aunque en general la mayoria de fusiones han mostrado frecuencias de

ocurrencia inferiores a uno, en algunas localidades se ha alcanzado este valor para alguno
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de los metacéntricos, aunque nunca para todos ellos. No obstante, es arriesgado afirmar
con seguridad la fijacion del estado metacéntrico en estas poblaciones debido a los bajos
tamafios muestrales disponibles en muchas de ellas. Lo que si se puede indicar es que las
frecuencias de metacéntricos mas altas se encuentran en las localidades de Viladecans,
Gava, Garraf, Sant Pau d’Ordal y La Granada, las cuales presentan numeros diploides
medios comprendidos entre los 28 y los 32 cromosomas (Sans-Fuentes 2004). De este
modo, a medida que nos alejamos del area comprendida entre estas localidades, ya sea
tierra adentro o bien siguiendo el litoral (en ambos sentidos, norte o sur), las frecuencias
de los diferentes metacéntricos disminuyen y paralelamente los nimeros cromosdmicos
aumentan. Asi, todos los ratones capturados a menos de 30 km del centro estimado de la
zona de polimorfismo presentan cromosomas metacéntricos, pero a distancias de 30 km
o superiores ya aparecen animales con cariotipo estandar, y a distancias de méas de 45 km
este cariotipo es el predominante (Giindiiz et al. 2001; Sans-Fuentes 2004). De modo que
los metacéntricos se encuentran con elevada frecuencia en poblaciones de raton en una
superficie aproximada de unos 2000 km? situada al oeste de la ciudad de Barcelona, aunque
también se pueden encontrar metacéntricos a distancias considerables de esta area. Por
ejemplo, la fusion Rb(4.14), la de distribucion méas amplia, se ha detectado en localidades
situadas a unos 80 km del centro estimado de la zona polimérfica (Glindiiz et al. 2001;
Sans-Fuentes 2004). Concretamente, los metacéntricos que se encuentran con mayor
frecuencia son Rb(4.14), Rb(12.13), Rb(5.15) y Rb(9.11), los cuales se han detectado
respectivamente en 21, 20, 18 y 15 de las 28 localidades analizadas por Sans-Fuentes
(2004). Las fusiones Rb(6.10) y Rb(3.8) se han detectado en diez y nueve localidades
respectivamente, mientras que Rb(7.17) tan solo en cuatro (Sans-Fuentes 2004). Tal y
como se ha comentado mas arriba, el metacéntrico que presenta una extension geografica
mas amplia es Rb(4.14), que alcanza un radio de casi 80 km respecto el centro de la zona
de polimorfismo (Figura 1-23); le siguen Rb(12.13) y Rb(5.15) con un radio de 44 km,
Rb(9.11) y Rb(3.8) con uno de 39 km, y Rb(6.10) y Rb(7.17) con radios de 24 y 20 km,
respectivamente (Sans-Fuentes 2004).

Precisamente esta organizacion geografica de la variacion cromosdmica es debida a
que la zona de polimorfismo Robertsoniano de Barcelona presenta una estructura clinal
escalonada. Una clina es el cambio mas o menos gradual en la frecuencia de un caracter
a lo largo de un gradiente geografico. En el caso de las zonas de polimorfismo
cromosodmico, las clinas analizadas pertenecen a los cambios de frecuencia de ocurrencia

de cada uno de los metacéntricos a lo largo de un gradiente geografico. En el caso de la
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Figura 1-23. Representacion grafica de las clinas para cada una de las translocaciones
Robertsonianas presentes en la zona de polimorfismo estudiada. No se muestra la clina para la
translocacion Rb (7.17) ya que se dispone de pocos datos.El eje de ordenadas muestra la distancia de
las localidades muestreadas al supuesto centro de la zona de polimorfismo, y el eje de abcisas la
frecuencia de la translocacién en cada una de estas localidades (Sans-Fuentes 2004).

zona de estudio las clinas para los diferentes metacéntricos son no coincidentes y
discordantes (Figuras 1-23 y 1-24) (Giindiiz et al. 2001; Sans-Fuentes 2004), lo que
significa que los centros y la extension de las clinas son significativamente diferentes
(Giindiiz et al. 2001). Asi, el metacéntrico mas ampliamente distribuido es Rb(4.14) y a
continuacién le siguen Rb(12.13) y Rb(5.15). Los metacéntricos Rb(6.10) y Rb(3.8)
presentan clinas de anchura intermedia y Rb(9.11) la clina més estrecha (Sans-Fuentes
2004). De este modo la clina de Rb(9.11) es significativamente mas estrecha que las de
Rb(4.14), Rb(12.13), Rb(5.15) y Rb(6.10) pero no difiere de Rb(3.8). Del resto de
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combinaciones solamente difieren significativamente Rb(4.14) y Rb(3.8), lo que indica
que la primera es mas ancha que la segunda (Sans-Fuentes 2004). La mayoria de las
clinas son significativamente no coincidentes o escalonadas, es decir, que presentan los
centros de sus areas de distribucion desplazados unos respecto los otros, a excepcion de
los pares Rb(3.8) y Rb(6.10), y Rb(4.14) y Rb(12.13) (Sans-Fuentes 2004). Precisamente
este escalonamiento y la discordancia de las clinas es uno de los principales factores

responsable del elevado polimorfismo observado en la zona de estudio.

Figura 2-4. Curvas clinales ajustadas y Frecuercia
sobrepuestas. Se puede apreciar como las distintas
clinas muestran centros desplazados y anchuras 0,0-

diferentes, es decir que las clinas estédn escalonadas ~— Rb38
(Sans-Fuentes 2004). A Rb4.14
044 wereree RbS1S
0,6 === Rb6.10
08! —— RbOII
130 1 1 1 J 1 3 L) T Rb 12 13
10 20 30 40 50 60 70 8
Distancia al centro de polimorfismo Rb (kim)

1.3.3. Hipétesis sobre su origen

El origen concreto de la zona de polimorfismo cromosémico de Barcelona sigue siendo
una incognita. Como se comenta en el apartado 1.1.2.5. dos son las principales hipotesis
sobre el origen de las poblaciones metacéntricas de M. m. domesticus en esta zona. Asi,
los cromosomas metacéntricos que se encuentran en ella se podrian haber formado in
situ 0 bien podrian haber sido introducidos mediante animales provenientes de otras zonas
de polimorfismo Robertsoniano que habrian sido transportados de forma pasiva por los
humanos. Partiendo de ciertos estudios moleculares se considera que, en general, las razas
cromosOmicas de Mus musculus domesticus se han originado in situ (Britton-Davidian et
al. 1989; Nachman et al. 1994) por una acumulacién sucesiva de fusiones céntricas
(Capanna 1982). En el caso particular de la zona de polimorfismo del noreste peninsular
cabe tener en cuenta sin embargo que las frecuencias de metacéntricos mas elevadas se
encuentran en localidades muy préximas a puertos maritimos histéricamente muy
importantes, como fueron el de Barcelona o Vilanova i la Geltrq, lo que hace pensar en la
posibilidad que algunos animales con fusiones llegasen a la Peninsula transportados de

forma pasiva por via maritima. Un dato relevante en este sentido es que la regién
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mediterranea es una de las dos zona geograficas con mayor concentracion de poblaciones
metacéntricas de raton doméstico (véase apartado 1.1.2.2.), lo que ha llevado a algunos
autores a apoyar la teoria del desplazamiento de metacéntricos a través de las grandes
rutas mediterraneas (Tichy & Vucak 1987; Winking et al. 1988). No obstante, la
combinacion de metacéntricos detectada en el noreste peninsular no se da en ninguno de
los sistemas Robertsonianos conocidos, por lo que en principio la posibilidad de que
todas las fusiones provengan de alguna zona externa queda descartada. Ahora bien, este
panorama deja abiertas dos posibilidades més dentro de la hipétesis del contacto
secundario. L.a primera seria que todos los cromosomas proviniesen de algin sistema
Robertsoniano ain desconocido o que hubiese desaparecido, y la segunda que sélo alguna
de las fusiones que aparecen actualmente en la zona hubiese llegado transportada de
forma pasiva por los humanos. Una vez fijada esta fusion (o fusiones), el resto podrian
haber aparecido in situ, ya que parece ser que la presencia de un metacéntrico puede
incrementar de algin modo la aparicién de nuevas fusiones (Nachman y Searle 1995).
Las fusiones detecatads en el sistema Robertsoniano ibérico que se dan también en otras
razas cromosomicas de M. m. domesticus son la Rb(3.8), que aparece en el centro y norte
de Italia (Capanna et al. 1976; Gropp et al. 1982), sur de Alemania (Adolph y Klein 1981),
Dinamarca (Nance et al. 1990) y Madeira (Britton-Davidian et al. 2000); la Rb(4.14) que
ha sido documentada en Grecia (Nachmah et al. 1994); la Rb(5.15) que aparece en el
norte y centro de Italia, Suiza, sur de Alemania y Croacia (Giindiiz et al. 2001); y la
Rb(6.10) en Alemania (Adolph y Klein 1983; Pialek et al. 2005). De estos metacéntricos,
el que presenta una mayor probabilidad de ser el elemento fundador en la zona de estudio
es el Rb(5.15), puesto que en Europa presenta, con diferencia, una distribucién mas amplia
que el resto de metacéntricos (Giindiiz et al., 2001). No obstante, el andlisis de marcadores
microsatélites en este cromosoma descarta la hipdtesis del monofiletismo y sugiere que
el metacéntrico Rb(5.15) presente en la Peninsula Ibérica apareci6 de forma independiente
respecto a otras regiones (Riginos y Nachman 1999). Ademas, este metacéntrico no
muestra la distribuciénA mas amplia dentro de la zona de polimorfismo (véase apartado
1.3.2.3.), tal y como cabria esperar en el caso de que hubiese sido el elemento fundador.

En definitiva, aunque falta ain por determinar el origen exacto del polimorfismo
Robertsoniano de la Peninsula Ibérica, la hipédtesis que, por el momento, parece mas
probable es la del contacto primario (Giindiiz et al. 2001), es decir la aparicion y
acumulacién in situ de fusiones Robertsonianas en poblaciones situadas dentro de la area

de distribucion de la raza estandar.



66 Introduccion general

1.4. Objetivos del trabajo

El objetivo general de la presente tesis doctoral es evaluar el grado de implicacion de
los cambios cromosomicos en la posible diferenciacion morfolégica existente en la zona
de polimorfismo Robertsoniano de ratén doméstico (Mus musculus domesticus) del noreste
peninsular. No obstante, teniendo en cuenta que los caracteres morfologicos son rasgos
fenotipicos complejos, se han abordado aquellos aspectos de la variaciéon morfologica
que se han considerado de mayor interés para conocer los mecanismos subyacentes que
pueden estar operando y promoviendo la diferenciacion vinculada a las fusiones céntricas.
De este modo, el trabajo se ha desglosado en tres grandes bloques que, a pesar de estar
estrechamente relacionados, abordan perspectivas diferentes de la variaciéon morfolégica.
En base a estos tres apartados principales, los objetivos concretos de la tesis son los

siguientes:

- Determinar, mediante la variacion en las frecuencias de ocurrencia de los rasgos no
métricos y en la morfologia mandibular, el grado de diferenciacion fenotipica existente
entre grupos cromosémicos. A su vez, a partir de los patrones de diferenciacion obtenidos,
evaluar la importancia relativa de los principales factores promotores de aislamiento en
las zonas de polimorfismo cromosdmico, a saber, diferenciacion cariotipica y distancia
geografica. Puesto que los caracteres no métricos no han sido empleados hasta el momento
en el estudio de sistemas Robertsonianos, un objetivo adicional es establecer el valor de
estos rasgos en estudios sobre variacion morfolégica vinculada al polimorfismo

cromosomico.

- Estimar a lo largo de la zona de polimorfismo los posibles cambios en los niveles de
inestabilidad del desarrollo presuntamente promovidos por las reorganizaciones
cromosomicas. Como indicadores de los niveles de inestabilidad se han calculado distintos
indices de asimetria fluctuante, tanto en rasgos no métricos como en medidas
mandibulares. De este modo, se pretende averiguar también si ambos tipos de variables

son igualmente sensibles a factores estresantes de tipo génico.

- Determinar los patrones de integracién morfolégica de la mandibula y evaluar su
constancia a lo largo de la zona de polimorfismo Robertsoniano. Asimismo, averiguar la
influencia que pueden ejercer los patrones de covariacion de los caracteres mandibulares

sobre los posibles cambios morfolégicos en esta estructura dsea.



Capitulo 2. Material y métodos generales
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2.1. Muestra utilizada
2.1.1. Captura de los ejemplares, cariotipado y obtencion del material 6seo

El presente trabajo se ha llevado a cabo estudiando la coleccién de esqueletos de M. m.
domesticus depositada en el Departament de Biologia Animal de la Universitat de
Barcelona. El material utilizado pertenece a animales que fueron capturados por distintos
investigadores y colaboradores del grupo “Biologia y parasitologia de mamifers terrestres”
de la Generalitat de Catalunya (Ref. GRQ 1057) en campafias realizadas entre marzo de
1996 y julio de 1999. Todos los animales se capturaron vivos mediante trampas de tipo
Sherman que fueron colocadas a ultima hora de la tarde y retiradas a la mafiana del dia
siguiente. Los animales capturados fueron transportados inmediatamente al laboratorio
donde se les mantuvo en cautividad durante un méximo de tres dias hasta ser procesados
(Sans-Fuentes 2004).

Las preparaciones cromosOmicas se obtuvieron a partir de células en division mitética
extraidas de la médula 6sea del fémur (Ford 1966). Una vez realizadas las extensiones de
los cromosomas en metafase, las preparaciones se mantuvieron 12 horas en una estufa a
37°C. Pasadas las 12 horas se procedio a la tincioén de los cromosomas mediante la técnica
de bandas G, siguiendo los protocolos de Evans (1987) en los animales capturados antes
de 1998 y Mandahl (1992) en los capturados a partir de ese mismo afio. La identificacion
de los cromosomas se realizé siguiendo los estiandares que dicta el “Comité para la
Nomenclatura Genética Estandardizada del Raton” (Committee on Standardized Genetic
Nomenclature for Mice 1972) a partir del analisis microscopico de diez células y con la
ayuda de fotografias de los cariotipos (Sans-Fuentes 2004). La limpieza del material dseo
se realizé depositando las carcasas de los animales en un cultivo de larvas de derméstido

(Coleoptera: Dermestidae).
2.1.2. Composicion de la muestra

Para la presente tesis se han estudiado un total de 253 ejemplares de M. m. domesticus
provenientes de 25 localidades distintas del noreste Peninsular, 21 de ellas pertenecientes
a la zona de polimorfismo cromosémico y 4 a la zona de cariotipo estandar (véase Tabla
2-1y Figura 2-1). Para el estudio de variacién morfol6gica se han empleado dos tipos de
caracteres, variables no métricas y medidas mandibulares. Mientras que los caracteres

no métricos se registraron en un total de 119 ejemplares de M. m. domesticus procedentes
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de 22 localidades distintas, las medidas mandibulares fueron analizadas en 227 ejemplares
obtenidos en 24 localidades. En la mayor parte de animales utilizados en los analisis de
caracteres no métricos se registraron también las medidas mandibulares, de modo que en
93 ejemplares se registraron ambos tipos de variables morfologicas, en 26 solamente los

caracteres no métricos y en 134 sélo las medidas mandibulares.

Tabla 2-1. Coordenadas geograficas de las localidades de origen de los ejemplares analizados. Se
muestran el rango de niimeros diploides encontrados en cada una de ellas (Rango 2n), la distancia en
quilometros de dicha localidad al supuesto centro de la zona de polimorfismo (km) y el nimero de
ejemplares de cada localidad analizados (n).

Codigo Localidad Latitud/Longitud Rango2n km n
AN Anglesola 41°40'N 1°0S'E  39-40 75,66 S
AV Avinyonet 41°22'N 1°46'E  30-33 8,14 2
BE Bellaterra 41°30'N2°05'E  38-40 38,53 13
CA Calaf 41°44'N 1°31'E ~ 38-40 57,84 7
CF Calafell 41°13'N 1°34'E  35-37 20,19 12
FU Fulleda 41°27'N 1°01'E 40 70,29 19
GA Garraf 41°17"N1°S50'E  28-35 598 24
GV Gava 41°18'N2°00'E  29-32 22,39 7
EC L’Espluga Calba 41°29'N 1°00'E 40 72,46 8
LG La Granada 41°22'N 1°43'E 2735 10,38 34
LL La Llacuna 41°28'N1°32'E  35-37 29,74 1
LR La Riera 41°11'N 1°22'E 40 39,15 7
LV Lavern 41°23'N1°46'E  31-33 11,18 14
BC Les Borgesdel Camp 41°10'N 1°01'E 40 69,15 4
LO Les Ordes 41°23'N 1°24'E 38 3437 1
LP Les Pobles 41°21'N 1°24'E =~ 37-40 33,12 19
LLP Lloreng del Penedés 41°17'N 1°33'E ~ 36-37 18,66
SA - Sabadell 41°34'N2°06'E  38-39 44,23 7
SM Sant Marti Sarroca 41°23'N 1°36'E  32-33 17,24 4
SP Sant Pau d’Ordal 41°23'N 1°48'E  28-34 11,52 34
SS Sant Sadurni d’Anoia  41°25'N 1°47'E  33-37 15,75 5
SC Santa Coloma de Queralt 41°32'N 1°23'E ~ 37-40 44,17 3
VA Vallbona d’Anoia 41°31'N 1°42'E 3740 27,79 4
VI Viladecans 41°19'N2°01I'E  29-31 24,01 3

VG Vilanova i la Geltra 41°15'N1°43'E  30-35 6,82 13
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Se procur6 que la muestra fuese representativa de la variacién cromosémica existente,
de modo que se seleccionaron localidades con distinto grado de introgresion en la zona
de polimorfismo que ademads incluyesen animales cuyos cariotipos oscilaran desde los
numeros diploides mas bajos a los mas altos. El origen geografico y las caracteristicas

carioldgicas de los individuos analizados se muestran en el Apéndice 1.

FU

7 Barcelona

BC

Y Tarragona MAR MEDITERRANEO

Figura 2-1. Origen geografico de los ejemplares de Mus musculus domesticus analizados. Se sefialan las 25
localidades de las que son originarios los animales. Todas ellas, aexcepcion de Fulleda (FU), LaRiera (LR), L’Espluga
Calba(EC)y Les Borges del Camp (BC), pertenecen a la zona de polimorfismo cromosémico del noreste ibérico. Estas
cuatro localidades corresponden a localidades estandar (no polimérficas) circundantes a la zona de polimorfismo
cromosémico. Los cédigos de las localidades, asi como el rango de niimeros diploides encontrado en cada una de
ellas, la distancia al centro de la zona polimérficay el niimero de ejemplares utilizados se muestran en la Tabla 2-1.

2.2, Caracteres empleados
2.2.1. Caracteres no métricos
En el estudio de los caracteres no métricos se registraron inicialmente un total de 32

rasgos del craneo y la mandibula, la mayoria de los cuales han sido utilizados en estudios

previos de ratéon doméstico, o en su defecto de otros roedores o mamiferos (Tabla 2-2).
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Tabla 2-2. Lista de los 32 caracteres no métricos iniciales registrados para el estudio de polimorfismo con los
trabajos de referencia (a excepcidn de aquellos que son de nueva descripcion).

Caracter Referencia

Caracteres hiperostéticos

Nasales fusionados
Interfrontal presente
Frontales fusionados

Proceso pterigoideo

Caracteres hipostdticos

Huesos wormianos 1

Huesos wormianos 11
Frontales partidos
Interparietales no fusionados

Fontanela frontal

Foramenes

Foramen preorbital

Foramen etmoidal

Foramen frontal

Foramen interparietal

Foramen incisivo

Foramen incisivo accesorio
Foramen maxilar I

Foramen maxilar II

Foramen maxilar IV

Foramen palatino mayor
Foramen palatino menor anterior
Foramen palatino menor posterior
Foramen esfenoidal medio
Foramen pterigoideo

Foramen oval

Foramen hipbgloso

Foramen hipogloso accesorio interno
Foramen supradentario

Foramen mentoniano accesorio
Foramen masetero

Foramen del diastema

Foramen post alveolar

Foramen mandibular

Berry y Searle 1963; Sikorski 1982
Berry 1963
Berry 1963
Berry 1963

Sikorski 1982
nueva descripcion
Berry 1963
Sikorski 1982
Berry 1963

Berry 1963

Sikorski 1982

Berry 1963 Andefsen; y Wiig 1982
nueva descripcion
Andersen y Wiig 1982
Andersen y Wiig 1982
Berry 1963

Berry 1963

Andersen y Wiig 1982
Berry 1963

Berry 1963

Berry 1963

Andersen y Wiig 1982
Berry 1963

Berry 1963

Andersen y Wiig 1982
Markowski 1993
Sikorski 1982

Berry 1963

nueva descripcion
nueva descripcion
nueva descripcion
Berry 1963
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Sin embargo, cinco de estos 32 caracteres no habian sido utilizados en estudios precedentes
de modo que se describen aqui por primera vez (Tabla 2-3). De estos 32 rasgos tres no
presentaron variacion, por lo que fueron eliminados de analisis posteriores (Donlon 2000).
Estos tres caracteres fueron los huesos wormianos I -situados entre el parietal y el
interparietal- (Sikorski 1982), la fontanela frontal (Berry 1963; Berry y Searle 1963) y
los interparietales no fusionados (Sikorski 1982). De los 29 rasgos restantes, 3 fueron
caracteres hipostéticos, 3 caracteres hiperostéticos y 23 foramenes (véase sin embargo la
problemaética asociada a la clasificacién de los caracteres no métricos expuesta en el

apartado 1.2.2.1.).

Tabla 2-3. Definicion de los caracteres no métricos de nueva descripcion.

Caracter Definicién

Caracteres hipostdticos
Huesos wormianos II  Huesos pequefios simples o dobles situados en la sutura
entre el hueso frontal y el parietal
Foramenes

Foramen interparietal = Foramen bilateral situado en los méargenes laterales del
interparietal

Foramen masetero Foramen bilateral situado encima de la tuberosidad del
masetero, caudalmente al foramen mentoniano (suele ser
simple, a veces ausente o doble)

Foramen del diastema Foramen bilateral situado en el margen interno del diastema
inferior (es habitualmente doble, aunque en ocasiones
simple o multiple)

Foramen post alveolar Foramen bilateral situado en la parte posterior de la regién
alveolar de la mandibula, caudalmente al M; (tercer molar

inferior)

Con el objetivo de simplificar los analisis posteriores estos rasgos se codificaron como
variables discretas, y aquellos con mas de dos estados fueron dicotomizados teniendo en
cuenta los estados observados (Andersen y Wiig 1982; Ventura y Sans-Fuentes 1997).
En algunos casos, estados alternativos de un mismo‘carécter fueron considerados variables
distintas para poder retener el maximo de informacién posible (Berry 1963; Hartman
1980). Aunque este procedimiento puede conducir al tratamiento de variables no
independientes, se efectud un estudio de correlacion (véase apartado 3.2.1.3.) para detectar

y eliminar las variables interdependientes. A partir de estos caracteres se extrajeron un
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total de 37 variables no métricas dicotomicas (Tabla 2-4).

Tabla 2-4. Listado de los 37 caracteres dicotémicos utilizados en el anélisis del polimorfismo en caracteres no

métricos.
N° Variable dicotomica Referencia
1 Nasales fusionados Berry y Searle 1963; Sikorski 1982
2 Foramen preorbital doble Berry 1963
3 Foramen etmoidal simple Sikorski 1982
4 Foramen etmoidal triple Sikorski 1982
5 Interfrontal presente Berry 1963
6 Frontales partidos Berry 1963
7 Frontales fusionados Berry 1963
8 Foramen frontal doble Berry 1963
9 Foramen frontal ausente Andersen y Wiig 1982
10 Huesos wormianos II presentes nueva descripcién
11 Foramen interparietal presente nueva descripcidon
12 Foramen incisivo multiple Andersen y Wiig 1982
13 Foramen incisivo accesorio ausente Andersen y Wiig 1982
14 Foramen maxilar I ausente Berry 1963
15 Foramen maxilar [ doble Berry 1963
16 Foramen maxilar II ausente Berry 1963
17 Foramen maxilar IV ausente Andersen y Wiig 1982
18 Foramen maxilar IV miltiple Andersen y Wiig 1982
19 Foramen palatino mayor doble Berry 1963
20 Foramen palatino menor anterior ausente Berry 1963
21 Foramen palatino menor posterior ausente Berry 1963
22 Foramen esfenoidal medio ausente Andersen y Wiig 1982
23 Proceso pterigoideo ausente Berry 1963
24 Foramen pterigoideo multiple Berry 1963
25 Foramen oval simple Berry 1963
26 Foramen oval multiple Andersen y Wiig 1982
27 Foramen hipogloso doble Andersen y Wiig 1982
28 Foramen hipogloso triple Andersen y Wiig 1982
29 Foramen hipogloso accesorio interno presente Markowski 1993
30 Foramen supradentario ausente Sikorski 1982
31 Foramen mentoniano accesorio multiple Berry 1963
32 Foramen masetero doble nueva descripcién
33 Foramen masetero ausente nueva descripcién
34 Foramen del diastema simple nueva descripcion
35 Foramen del diastema multiple nueva descripcidon
36 Foramen postalveolar ausente nueva descripcion
37 Foramen mandibular doble Berry 1963
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2.2.2. Caracteres métricos: medidas mandibulares

Los caracteres métricos empleados fueron exclusivamente medidas mandibulares
tomadas a partir de fotografias digitales. Para poder proceder a la toma de las imégenes,
las dos hemimandibulas (derecha e izquierda) de cada espécimen fueron separadas por la
sinfisis mandibular. A continuacién, ambas hemimandibulas se fotografiaron por la cara
lingual utilizando una camara Pixera Professional (Pixera Corporation, Los Gatos,
California, EUA) y un objetivo Nikkon de 135 mm. Las fotografias fueron realizadas a
una resolucién de 1,2 millones de pixeles, situando las mandibulas a una distancia
constante de 53 cm (Sans-Fuentes 2004). A partir de las fotografias obtenidas y empleando
la version 1.31 del programa tpsDig (Rohlf 2001) se registraron un total de 12 puntos
morfométricos en cada hemimandibula (Figura 2-2 y Tabla 2-5). Los PMs escogidos
fueron los utilizados por Bailey en su estudio sobre los genes que afectan la morfogénesis

mandibular (Bailey 1986).

Figura 2-2. Esquema en vista lingual de la mandibula con la localizacion de los 12 puntos
morfométricos seleccionados.

Empleando el programa informatico TMorphGen6b (Sheets 2000) se obtuvieron 24
(Figura 2-3) de las 66 posibles distancias Euclidianas (DPMs!) entre los PMs mostrados
en la Figura 2-2. Aunque 22 DPMs serian suficientes para fijar la posicion relativa de 12
PMs, se seleccionaron estas 24 medidas por constituir el conjunto de medidas que cubre
la superficie mandibular de la forma mas eficiente para el grupo de PMs registrados (Bailey
1986). Este conjunto de variables métricas definen lo que se conoce como un esquema de

triangulacién (Rao y Suryawanshi 1998; Rao 2000), que se caracterizan por agrupar

!Abreviatura adoptada para hacer referencia al término “distancia entre puntos morfométricos”. En inglés se traduce
como ILD (inter-landmark distance).
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Tabla 2-5. Definicién de los 12 puntos morfométricos empleados en el estudio sobre

morfologiamandibular.
PMs Definicién
PM-1  Punto més dorsal y anterior de la sinfisis mandibular
PM-2  Punto mas dorsal y posterior de la sinfisis mandibular
PM-3  Punto més dorsal y anterior del alveolo del primer molar
PM4  Punto més dorsal y posterior del alveolo del tercer molar
PM-5  Punto més dorsal del proceso coronoide
PM-6  Punto mas dorsal del proceso condilar en la uni6 con el disco articular
PM-7  Punto mas ventral del proceso condilar en la unié con el disco articular
PM-8  Punto més anterior del foramen mandibular
PM-9  Punto mas posterior del proceso angular
PM-10 Punto mas anterior a lo largo de la superficie anterior del foramen incisivo
PM-11 Tuberosidad mas posterior de la insercion del muisculo mandibular transverso
PM-12  Tuberosidad mas anterior de la insercién del misculo mandibular transverso

medidas lo mas cortas posibles (por lo que deben ser entre puntos adyacentes), que cubran

todas las partes del objeto estudiado evitando solapamientos y que se tomen en diferentes

direcciones sin que se crucen con otras DPMs ni formen angulos extremadamente agudos
con DPMs adyacentes (Bailey 1986; Zelditch et al. 2004). Todo ello contribuye a que los

esquemas de triangulacion sean considerablemente mas eficaces que los esquemas clésicos

de medidas, ya que describen detalladamente gran parte de la variacion de forma evitando

la redundancia (Zelditch et al. 2004).

Figura 2-3. Esquema de triangulacién compuesto por 24 distancias entre los 12 puntos
morfométricos mostrados en laFigura 2-2.
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A pesar de que la mandibula estd formada por siete subunidades morfogenéticas
menores, puede dividirse en dos mddulos principales (véase apartado 1.2.3.2.: la regién
alveolar o dentaria, y la regién muscular o del ramus ascendente (Atchley y Hall 1991).
Con la finalidad de poder analizar ambas regiones por separado, en los andalisis
comparativos 11 de los 24 caracteres fueron asignados a la region dentaria (DPMs 1-2,
1-12, 2-3, 2-12, 3-4, 3—-11, 3—-12, 4-10, 4-11, 10-11 y 11-12) y 11 al ramus ascendente
(4-5, 4-8, 5-6, 5-8, 6-7, 6-8, 7-8, 7-9, 8-9, 8-10 y 9-10); los dos caracteres restantes

(DPMs 3-5y 9-11) conectan ambas regiones por lo que fueron considerados aparte.

2.3. Una fuente de variacion no deseada: el error de medida

El error de medida se define como la variabilidad existente entre medidas (o registros)
repetidas de un mismo caracter en un mismo individuo, relativa a la variacién existente
entre individuos de un grupo particular, y se considera una fuente importante de variaciéon
no deseada que afecta a los datos morfométricos (Bailey y Byrnes 1990). Las causas o
factores que originan el error de medida son multiples y entre ellos destacan los cambios
de criterio entre observadores distintos (Palmeirim 1998), la experiencia del observador
(Bailey y Byrnes 1990; Yezerinac et al. 1992; Gualdi-Russo et al. 1999), la medida y
definicion del cardcter (Bailey y Byrnes 1990; Palmeirim 1998; Gualdi-Russo et al. 1999)
o el desgaste de la estructura (Yezerinac et al. 1992). Asimismo, el error puede clasificarse
atendiendo a distintos criterios. Una clasificacién basica es la que distingue entre error
sistematico y aleatorio (Rabinovich 1999). Mientras que el error sistematico produce un
sesgo en una direccion particular, el error aleatorio produce una variacion al azar, que no
se orienta en ninguna direccion (Arnqvist y Martensson 1998). Asi, mientras el error
sistematico puede confundirse con la variacién bioldgica porqué se produce de forma
direccional y repetible (Arnqvist y Martensson 1998), el error aleatorio afiade ruido, lo
que incrementa la probabilidad de los errores tipo II, o lo que es lo mismo, de aceptar una
hipétesis nula falsa por falta de poder estadistico (Bailey y Byrnes 1990; Yezerinac et al.
1992). El hecho de que el error sistematico pueda confundirse con la variacién de interés
ha llevado a considerarlo mds problematico que el error aleatorio; pero mientras que el
primer tipo ocurre en situaciones particulares y existen métodos para evaluarlo y
compensarlo (Rabinovich 1999), el segundo tipo de error es ubicuo y por ello un problema
potencial (Arnqvist y Martensson 1998). Otra clasificacion habitual es la que distingue

entre error debido a un mismo observador, o error intraobservador, y error debido a
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observadores distintos, o error interobservador.

El error de medida ha sido estudiado tanto en caracteres métricos (Bailey y Byrnes
1990; Lougheed et al. 1991; Yezerinac et al. 1992; Palmeirim 1998), como en caracteres
no métricos (Finnegan 1972; Molto 1979; Gualdi-Russo et al. 1999). En estos Gltimos se
ha comprobado que si bien el error interobservador es una fuente importante de variacion
(Jamison y Zegura 1974; Page 1976), el error intraobservador es relativamente bajo o
incluso nulo en muchos caracteres (Finnegan 1972; Molto 1979; Griffin 1993). Y aunque
este ultimo puede ser moderado en algunos rasgos, la posicion del error no siempre
provoca un error en la frecuencia utilizada en anélisis posteriores ya que la dicotomizacién
de los caracteres puede anular parte de los mismos (Finnegan 1972). En el andlisis de
caracteres no métricos de la presente tesis la contribucion del error interobservador puede
ser desestimada ya que todos los caracteres fueron registrados por el mismo observador.
Referente al error intraobservador cabe destacar que ciertos estudios han detectado que
la mayoria de errores son aleatorios y no sistematicos (Molto 1979), y que ademas la
experiencia disminuye de forma significativa la posibilidad de malinterpretar los
caracteres y por tanto la incidencia del error de medida (Gualdi-Russo et al. 1999). Por
esta razon el registro de los rasgos no métricos se realiz6é después de un periodo previo de
aprendizaje y de familiarizacion con los rasgos. Adicionalmente, con la intencion de evitar
un posible sesgo en la toma de datos qué podria desembocar en un error sistematico,
tanto el registro como la codificacion y dicotomizacion de los rasgos se realizaron sin
conocer previamente a que grupo cariotipico pertenecia cada animal.

Por otro lado, en los caracteres métricos tanto el error intra como interobservador
suponen una fuente importante de variacion (Lougheed et al. 1991; Yezerinac et al. 1992;
Palmeirim 1998). Tal y como se hizo en el caso de los caracteres no métricos, las variables
fueron registradas por un unico observador, por lo que la incidencia del error
interobservador puede descartarse. Para evitar sesgos involuntarios en la toma de datos,
los PMs se colocaron sin saber a que grupo pertenecia cada ejemplar, el orden de los
mismos fue al azar y ﬁo se consultaron los datos de sesiones previas. Adicionalmente,
para poder evaluar y minimizar la incidencia del error de medida la colocacién de todos
los PMs se realizé por triplicado en toda la muestra. Es decir que se realizaron tres sesiones
independientes de colocacién de PMs, cada sesion se realizé en dias consecutivos y
separada varios dias de la siguiente sesion.

Estadisticamente el error de medida puede expresarse como el porcentaje de la

variacion de la muestra debido a la imprecision en el registro de la medida, o lo que es lo
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mismo, la cantidad del total de la varianza debida a la variacién intraindividual respecto
a la variacion entre individuos (Bailey y Byrnes 1990). Con la intencién de calcular estos
porcentajes de error se realizé una prueba ANOVA de factores anidados con las medidas
del lado derecho, de modo que se obtuvieron las varianzas intra e interindividuales (Bailey
y Byrnes 1990). A partir de estos valores se calcularon los porcentajes de error de cada
caracter, los cuales se muestran en el Apéndice 2. Posteriormente se calcul6 el valor medio
de cada DPM para las tres réplicas, lo que reduce el error de medida eﬁ un 67% (Graham
et al. 2003). Para el estudio de los niveles de asimetria en caracteres métricos se utilizé
este valor medio de las tre:s réplicas de cada hemimandibula, y ademads se realizé un
analisis especifico del error de medida respecto a la variacién entre lados (véase apartado
4.4.1.1.). Sin embargo para el resto de analisis se obtuvo el valor medio de ambos lados,
lo que a la practica supone hacer el promedio para seis medidas, tres réplicas para el lado
derecho y tres para el izquierdo. Hay que tener en cuenta que en los caracteres bilaterales
el lado que se mide puede suponer una fuente adicional de variacién intraindividual que
podria afectar a los resultados en caso de existir algiin tipo de asimetria (Leamy 1984),
por lo que hacer la media entre los valores de ambos lados puede eliminar la variacion

introducida por las asimetrias (Cheverud 1996).
2.4. Correccion secuencial de Bonferroni

El hecho de trabajar con una o = 0,05 (que es lo mismo que decir una probabilidad de
error del 5%) determina que de cada veinte pruebas estadisticas relacionadas, por término
medio, una sea significativa sin serlo; es decir, un falso positivo o error tipo I. Para limitar
la aparicion de este tipo de error, en los conjimtos de pruebas estadisticas afines se ha
aplicado la correccion secuencial de Bonferroni (Rice 1989). Sin embargo, valga indicar
que la aplicaci6n estricta de esta correccion reduce drasticamente el poder de las pruebas
estadisticas (Wright 1992). Por ello, para evitar hasta cierto punto esta pérdida de poder
estadistico la tasa de error experimental se subi6 del 5% utilizado habitualmente al 10%,

tal y como proponen Wright (1992) y Chandler (1995).



Capitulo 3. Efecto del polimorfismo cromosémico sobre la

variacion morfoldgica.
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3.1. Introduccion

En la actualidad, dos son los mecanismos mediante los cuales se considera que las
reorganizaciones cromosomicas pueden funcionar como barrera de aislamiento genético:
la disminucién de fertilidad que pueden sufrir los individuos heterocigotos para los
cambios cromosomicos y la reduccion de la recombinacidn en regiones cromosomicas
proximas a las reorganizaciones en estos mismos individuos (para mayor detalle véase
apartado 1.1.3.). El ratén doméstico, como organismo modelo en el estudio de la variacion
cariotipica, ha sido ampliamente utilizado para investigar el efecto que tienen las
reorganizaciones cromos6micas en ambos mecanismos, especialmente sobre la
disminucién de la fertilidad (Malorni et al. 1982; Garagna et al. 1990; Britton-Davidian
et al. 1990; Wallace et al. 1992; Said et al. 1993; Hauffe y Searle 1998; Rizzoni y Spirito
1998; Castiglia y Capanna 2000; Eaker et al. 2001; Wallace et al. 2002; Chatti et al. 2005).
Aunque los heterocigotos Robertsonianos complejos (véase Figura 1-2), especialmente
los machos en cuya meiosis se forman largas cadenas cromosOmicas, son practicamente
estériles y sufren tasas de muerte celular elevadisimas en las lineas germinales (Searle
1993), en general los heterocigotos simples con una o pocas fusiones desapareadas
presentan una fertilidad practicamente normal o ligeramente reducida (Britton-Davidian
et al. 1990; Wallace et al. 1992; Searle 1993; Underkoffler et al. 2002; Schulz et al. 2006).
No obstante, la fertilidad de los heterocigotos simples disminuye a medida que el namero
de fusiones en heterocigosis va aumentando, tal y como lo demuestra el hecho empirico
que a medida que aumenta el nimero de trivalentes también aumentan los problemas en
el apareamiento de los cromosomas durante la profase y la metafase I, la no disyuncion
en la anafase [ y la muerte celular en la linea germinal (Hauffe y Searle 1998; Wallace et
al. 2002). Aunque este hecho parece estar ampliamente aceptado, el dilema aparece a la
hora de establecer cudl es el nimero minimo de fusiones en heterocigosis que producen
una disminucién significativa de fertilidad. Asi, mientras que ciertos autores postulan
que la disminucién de fertilidad en los heterocigotos simples no se hace evidente en
ejemplares con menos de seis metacéntricos en estado heterocigoto (Searle 1993), algunos
estudios han detectado frecuencias de aneuploidia proximas al 50% en individuos con
tan sélo cuatro fusiones en heterocigosis (Rizzoni y Spirito 1998). Estos resultados revelan
que la disminucion de fertilidad en los heterocigotos simples no depende solamente del
nimero de metacéntricos en heterocigosis, sino que también lo hace de otros factores,

como pueden ser la combinacion de acrocéntricos que se unen para formar el metacéntrico
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en cuestion, o las diferencias genéticas entre las poblaciones que se hibridan (Searle 1993).

En el caso particular de la zona de estudio no se han detectado metacéntricos con
homologia monobraquial (Sans-Fuentes 2004), lo que implica que no se puedan formar
heterocigotos complejos. A pesar de ello, presumiblemente pueden encontrarse
heterocigotos simples multiples con hasta siete trivalentes, los cuales podrian sufrir
importantes pérdidas de fertilidad. No obstante, valga indicar que hasta ahora no se han
encontrado tales ejemplares y que solamente se ha detectado un ejemplar con seis
metacéntricos en estado heterocigoto, otro con cinco y ocho con cuatro, mientras que el
resto de heterocigotos han presentado un nimero inferior de fusiones desaparejadas (Sans-
Fuentes 2004). Aun asi, segiin se ha comentado anteriormente, la disminucion de fertilidad
no depende exclusivamente del nimero de trivalentes sino que también influyen otros
factores, por lo que alin apareciendo un numero relativamente bajo de metacéntricos en
estado heterocigoto podrian darse reducciones significativas de fertilidad. De hecho, en
la zona de polimorfismo cromosémico del noreste ibérico, el estudio comparado de la
espermatogénesis en distintas clases de heterocigosidad estructural puso de manifiesto
una reduccidn significativa de fertilidad en ejemplares con fusiones Robertsonianas,
especialmente relevante en animales con tres fusiones en estado heterocigoto, los cuales
aparecen en una frecuencia superior al 10% en la zona de estudio (Sans-Fuentes 2004).
Los resultados obtenidos se basaron en el numero de espermatocitos producidos por
espermatida, método que ha sido considerado efectivo para cuantificar la muerte celular
(Russell et al. 1987). Debido a que los espermatocitos se originan por divisién meidtica
de las espermatidas, la proporciéon esperada para estos dos tipos celulares es de cuatro a
uno del primero respecto al segundo, de tal modo que una proporcion inferior sera
indicativa de que existe cierta tasa de muerte celular'. En la zona de estudio los valores de
B:a (véase nota al pie) difirieron significativamente entre grupos cromosémicos, siendo
los heterocigotos multiples los que presentaron valores mas bajos (Figura 3-1). Asi, los
animales estandar, con un promedio de 3,22 espermatocitos primarios por espermatida,
presentaron un valor medio significativamente mas elevado que los grupos con fusiones
Robertsonianas. Entre éstos, los heterocigotos triples, con un valor promedio de 2,42
espermatocitos primarios por espermétida, mostraron diferencias significativas con el
resto de grupos con fusiones, los cuales presentaron valores mas altos. Los dos grupos de

heterocigotos simples con una unica fusion en heterocigosis y el de homocigotos

! Denominada en inglés Germ Cell Death, la cual se calcula como: 100 x [1 -B+ 4a)], siendo B el nimero de espermétidas
redondas y o el nimero de espermatocitos primarios.
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metacéntricos, con valores que
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genético entre poblaciones

podria suponer una barrera

diferenciadas cariotipicamente.

El efecto de las reorganizaciones cromosomicas en la disminucion de las tasas de
recombinacién ha sido analizado recientemente en distintas poblaciones de M. m.
domesticus con fusiones Robertsonianas (Wallace et al. 1992; Bidau et al. 2001; Dumas
y Britton-Davidian 2002; Castiglia y Capanna 2002; Panithanarak et al. 2004).
Probablemente haya influido decisivamente a ello el hecho de que la disminucién de la
recombinacion en los hibridos ha sido considerada como un mecanismo fundamental en
la reduccidon del flujo genético entre poblaciones diferenciadas cariotipicamente
(Rieseberg 2001). A pesar de que no existen datos concretos sobre los procesos de
recombinacioén en la zona de polimorfismo aqui estudiada, los resultados obtenidos en
otras zonas Robertsonianas parecen coincidir en la existencia de una recombinacién menos
eficiente en los animales con fusiones debido a la reduccion de la recombinacién y al
alejamiento de los quiasmas respecto al centromero en los bivalentes metacéntricos
(Wallace et al. 1992; Bidau et al. 2001; Dumas y Britton-Davidian 2002; Castiglia y
Capanna 2002; Panithanarak et al. 2004). Sin embargo, existen algunos puntos de
discordancia entre estos trabajos y los realizados en condiciones de cautividad. Mientras
que los experimentos basados en la introduccién de metacéntricos Robertsonianos

originarios de poblaciones salvajes en cepas de laboratorio de ratén doméstico han
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mostrado una supresion de la recombinacién en la zona pericentromérica de ciertos
metacéntricos en estado heterocigoto (Cattanach 1978; Davisson y Akeson 1993), el
estudio de larecombinacion en animales heterocigotos capturados en poblaciones salvajes
no ha dado los mismos resultados (Bidau et al. 2001; Castiglia y Capanna 2002). En éstos
se ha observado que durante la meiosis el nimero de quiasmas aumenta en los trivalentes
originados por la unién de los metacéntricos con los acrocéntricos correspondientes,
mientras que disminuye en los bivalentes (Bidau et al. 2001; Castiglia y Capanna 2002).
Segan algunos autores el aumento de los sitios de recombinacion en estos trivalentes,
especialmente en las zonas proximales e intersticiales, fracasaria a la hora de proteger las
zonas pericentroméricas de la recombinacidn, provocando por tanto un aumento del flujo
genético en dichas zonas (Bidau et al. 2001). No obstante, otros estudios apuntan que la
disminucion de la recombinaciéon y de su efectividad (debido al alejamiento de los
quiasmas respecto al centromero), que ocurre en los ejemplares con reorganizaciones
cromosOmicas, podria limitar severamente el flujo genético de las regiones
pericentroméricas desde las poblaciones estandar hacia las Robertsonianas (Dumas y
Britton-Davidian 2002; Castiglia y Capanna 2002). De hecho, recientemente se ha
documentado que la acumulacién de diferencias genéticas entre razas cromosomicas de
M. m. domesticus de la zona de Valtellina (en la frontera entre Alpes suizos e italianos) se
ha dado primordialmente en regiones préximas a los centromeros (Panithanarak et al.
2004). Esta misma tendencia se ha detectado en una zona de contacto amplia entre una
raza Robertsoniana de 22 cromosomas y poblaciones estindar del centro de Italia
(Franchini et al. 2006). Ambos estudios parecen apuntar que la disminucién de la
recombinacién ha provocado un decremento del flujo genético en las zonas proximas a
los centromeros, promoviendo asi la diferenciacion en estas regiones. En consecuencia,
ya sea por la supresion del cruzamiento en las regiones pericentroméricas de los
metacéntricos en estado heterocigoto, o bien por la disminucién y reorganizacién de los
quiasmas debida al aumento del nimero de fusiones en homocigosis, lo cierto es que la
alteracion de los procesos de recombinacion en los Robertsonianos parece limitar el
intercambio genético entre poblaciones diferenciadas cariotipicamente.

Asi, teniendo en cuenta que las reorganizaciones cromosomicas pueden funcionar como
barrera de aislamiento genético, originando por tanto procesos de diferenciacion, y que
las variaciones en la morfologia mandibular y en la frecuencia de ocurrencia de los
caracteres no métricos pueden indicar cambios en la composicién genética de las distintas

poblaciones (apartado 1.2.), en el presente capitulo se pretende determinar, mediante el
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analisis de la variacion morfolégica, si los cambios cromosémicos observados en ¢l area
de estudio pueden haber provocado una disminucién del flujo genético entre poblaciones
diferenciadas cariotipicamente.

No obstante, la presencia de reorganizaciones cromosdmicas no es el tnico factor que
puede funcionar como barrera de aislamiento genético en la zona de polimorfismo
Robertsoniano catalana. Asi, a pesar de que la zona de estudio no abarca una regiéon muy
extensa, hablando en términos de area de distribucion de la subespecie, el “aislamiento
por distancia” deberia considerarse como un posible factor limitante del flujo genético
entre poblaciones (Wright 1943). En este sentido, cabe recordar que M. musculus es una
especie eminentemente comensal (Silver 1995) y que los hébitats naturales le son
generalmente desfavorables (Pocock et al. 2004), de modo que amplias extensiones de
éstos pueden funcionar como importantes barreras geograficas. Asi, aunque los ratones
pueden viajar grandes distancias en asociacién con los humanos (Boursot et al. 1993;
Silver 1995; Pocock et al. 2005), generalmente presentan una capacidad de dispersion
relativamente baja (Said y Britton-Davidian 1991; Boursot et al. 1993; Fraguedakis-Tsolis
et al. 1997; Pocock et al. 2005), especialmente aquellas poblaciones mas antropofilas
(Pocock et al. 2004). Ademas, las poblaciones comensales de M. musculus se organizan
en unidades sociales relativamente cerradas (Silver 1995), hecho que provoca que los
individuos dispersantes tengan ciertas dificultades para integrarse en las poblaciones
receptoras (Anderson et al. 1964). Si bien las hembras son integradas mas facilmente que
los machos, son los machos jévenes los que presentan una mayor tendencia a la dispersion,
propiciada probablemente por interacciones agresivas con los machos dominantes
(Pocock et al. 2005). Aunque los estudios iniciales parecian indicar que las poblaciones
de raton estaban altamente estructuradas y subdivididas en pequefias unidades
reproductoras con poca reproduccion entre ellas (llamadas demes; Anderson et al. 1964;
Reimer y Petras 1967), trabajos recienteshan demostrado que el aislamiento no es tan
acentuado como se creia, especialmente a escala evolutiva (Pocock et al. 2005). Sin
embargo, cierto grado de aislamiento podria propiciar una diferenciacién genética
promovida por procesos de extincion y fundacién, es decir de deriva genética (Nachman
y Searle 1995). De hecho, el efecto geografico ha sido considerado con anterioridad un
factor relevante en el estudio de la variacion morfoldgica en otras zonas de polimorfismo

cromosomico de ratén doméstico (Thorpe et al. 1982; Searle y Thorpe 1987; Corti y

? El término “aislamiento por distancia” (del ingles isolation by distance) fue introducido por Wright (1943) para
describir la acumulaci6n de diferencias genéticas locales bajo una dispersién geografica restringida.
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Thorpe 1989; Said et al. 1999). En particular, puesto que el flujo genético disminuye a
medida que la distancia geografica aumenta, este factor puede ser méas relevante en zonas
de polimorfismo (hibridas) extensas, como es el caso del area de estudio, que en zonas
estrechas. Aunque la comparacion morfologica de ejemplares de varias localidades
estandar circundantes a la zona de polimorfismo estudiada no mostré cambios
significativos de forma o de tamafio entre ellos, los resultados obtenidos mediante el
analisis de la dispersién de los metacéntricos apuntaron a una dependencia de la
diferenciacion cromos6mica respecto la distancia geografica, siendo las poblaciones mas

proximas las mas parecidas cromosomicamente (Sans-Fuentes 2004). Este hecho se
interpreté como un indicio de que en la zona de polimorfismo Robertsoniano del noreste
peninsular los ratones se dispersan siguiendo el modelo de pasadera®, en el cual la
migracion depende de la distancia entre las poblaciones (Kimura 1953). Sin embargo, en
la zona de estudio esto no ha sido comprobado para la diferenciacién morfologica. Ademas,
a parte del interés propio que merece el aislamiento por distancia sobre los patrones de
diferenciacion fenotipica, el hecho de que en la zona de estudio la variacion cariotipica
vaya ligada a la distancia geografica puede representar un factor de confusion a la hora
de analizar el efecto de las fusiones Robertsonianas sobre los cambios morfolégicos. Por
todo ello, un objetivo adicional de este capitulo es establecer cual es la importancia de la
distancia geografica en el posible aislamiento y determinar si los patrones de variacion

morfologica concuerdan con lo observado a escala cariotipica.
3.2. Caracteres no métricos del crineo y la mandibula
3.2.1. Registro y analisis estadistico de los datos
3.2.1.1. Criterios de agrupacion de la muestra

Los 119 animales utilizados en el estudio de caracteres no métricos (véase apartado
2.1.2.y Apéndice 1) se agruparon en funcién de su nimero diploide (2n) en cinco clases
distintas: 40St, ejemplares con 40 cromosomas acrocéntricos procedentes de localidades
estrictamente estindar; 2n = 38-40Rb, animales de la zona de polimorfismo con ninguno,
uno o dos metacéntricos; 2n = 33-37, animales de la zona de polimorfismo con tres a

siete metacéntricos; 2n = 30-32, con ocho a 10 metacéntricos; y 2n = 28-29,con 11 6 12

? Del término inglés stepping stone model.
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metacéntricos. Esta agrupacion se realiz6 siguiendo dos criterios basicos. En primer lugar
se atendio a un criterio de introgresion en la zona de polimorfismo. Asi, los grupos 2n =
28-29 y 2n = 30-32 estan formados por animales con un elevado nimero de metacéntricos
pertenecientes a localidades proximas al centro estimado de la zona de polimorfismo; el
grupo 2n = 33-37 esta formado por animales con numeros diploides intermedios que se
encuentran en localidades maés alejadas del supuesto centro; el cuarto grupo, 2n = 38-
40Rb, por ejemplares con nimeros diploides de 40 cromosomas o préoximos a 40
capturados en localidades periféricas de la zona polimérfica; y finalmente el grupo St
que incluye ratones con cariotipo estandar que pertenecen a localidades en las que no se
han detectado metacéntricos. El segundo criterio de agrupacién es puramente metodoldgico
y responde estrictamente a razones de tamafio muestral. Asi, los limites entre un grupo
cromosOmico u otro podrian haberse establecido en otros numeros diploides pero los
tamafios muestrales hubiesen quedado claramente descompensados. De modo que los
grupos establecidos en el estudio de caracteres no métricos no son exactamente los mismos
que en el de caracteres métricos. En este ultimo, al disponer de un mayor tamaiio de

muestra, se pudieron formar grupos con rangos mas acotados.

3.2.1.2. Anélisis estadisticos previos: factores de variacion

Segun se indico en el apartado 1.2.2.4., en el andlisis de variacién en caracteres no
métricos, la utilizacion de un elevado nimero de caracteres es un requisito importante
para minimizar el efecto ambiental (Sjovold 1977). En consecuencia, en el presente
capitulo se utilizaron un total de 37 variables (véase apartado 2.2.1.), de las cuales 31
fueron bilaterales y seis mediales. Las variables bilaterales se registraron en ambos lados,
derecho e izquierdo, y sus frecuencias se calcularon en funcién del total de lados
examinados (Green et al. 1979). Debido a que algunos craneos presentaron partes dafiadas,
la frecuencia de algunos caracteres no se calculd a partir del tamafio muestral total, si no
que se hizo considerando el niimero de lados (craneos) registrados para el caricter en
cuestion.

Teniendo en cuenta que los factores ambientales pueden afectar a los caracteres
fenotipicos y que por tanto pueden sesgar los resultados y las conclusiones que de ellos
se extraigan, es conveniente eliminar de posteriores analisis caracteres que se vean
afectados por variables ambientales (Ansorge 2001). Por ello, antes de proceder al cilculo

de las distancias fenotipicas se llevaron a cabo una serie de analisis estadisticos previos
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encaminados a detectar aquellas variables susceptibles de mostrar una variacion
dependiente del ambiente. Con este objetivo se analizé la dependencia de cada uno de los
caracteres no métricos respecto al sexo, la edad y el tamario del craneo (Donlon 2000).
Debido a que la muestra pertenece a una zona geografica relativamente reducida y a fin
de no fragmentar demasiado la muestra, los analisis previos se realizaron sobre el total de
ejemplares.

Para cada variable las diferencias entre sexos se evaluaron mediante una prueba x%. En
ésta y todas las sucesivas pruebas de este tipo el valor de ¥* empleado para muestras
inferiores a 20 fue el del estadistico exacto de Fisher. Cuando la frecuencia esperada de
cualquiera de las celdas de la tabla de contingencia fue inferior al 5%, el valor de ¥ se
calculé mediante el ajuste de Yate (Donlon 2000).

La dependencia de cada uno de los 37 caracteres con relacién a la edad se examind
también mediante una prueba %2 (Donlon 2000). La muestra se dividi6é en dos categorias
de edad en funcion de las clases establecidas mediante el criterio del desgaste dentario
propuesto por Lidicker (1966): la primera agrup6 animales de las categorias 3 y 4, y la
segunda animales con un desgaste dentario mayor al de la clase 4.

Con el objetivo de valorar la interdependencia entre los datos morfolégicos no métricos
y el tamafio general del individuo, la muestra se dividi6 en funcién de la presencia o
ausencia de un determinado caracter no métrico y se compararon los valores de la longitud
condilo-basal entre ambos grupos mediante una prueba t de Student, repitiendo el
procedimiento para cada uno de los caracteres no métricos (Donlon 2000).

Aquellas variables que mostraron diferencias entre sexos, y/o entre clases de edad, y/

0 una asociacion con la longitud céndilo-basal fueron eliminadas de andlisis posteriores.

3.2.1.3. AnAlisis estadisticos previos: interdependencia entre caracteres y entre lados en
caracteres bilaterales

Uno de los supuestos fundamentales en el estudio cuantitativo de la frecuencia de las
variables no métricas es que estas sean independientes, es decir que no estén
correlacionadas entre ellas (Sikorski 1982; Hanihara et al. 2003). La interdependencia
entre caracteres se calculd por separado en caracteres mediales y bilaterales mediante las
pruebas de correlacion de Pearson y Spearman (Sikorski 1982). Cuando un par de variables
presenté una correlacion significativa se opt6 por eliminar aquella con una menor variacion

entre grupos cromosomicos (Donlon 2000).
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Adicionalmente, el tratamiento estadistico de los caracteres no métricos bilaterales ha
sido uno de los temas metodoldgicos més controvertido en este tipo de estudios, ya que
existen numerosos procedimientos alternativos para calcular la frecuencia de ocurrencia
de éstos rasgos (Green et al. 1979). Debido a que en muchos caracteres bilaterales los
valores observados en un lado estan altamente correlacionados con los observados en el
otro lado, calcular la frecuencia sobre el total de lados puede provocar sesgos en la
varianza. Sin embargo, como en general los rasgos bilaterales no son independientes
pero tampoco estan perfectamente correlacionados, la utilizacién de ambos lados
proporciona una mayor cantidad de informacién. Por ello se ha propuesto que el método
mis adecuado es el calculo de frecuencias a partir del nimero total de lados pero
corrigiendo por la correlacion entre ambos lados (Green et al. 1979). En los 31 caracteres
bilaterales empleados en este estudio, el coeficiente de correlacion entre lados de un mismo
rasgo se evalud en el total de la muestra mediante la prueba de correlaciéon de Spearman

y ademas empleando la férmula:

2
(D=\/ (ad-bc) (D
(a+b)a+c)(d+b)c+d)

donde a es presencia del caracter en ambos lados, b presencia en el lado izquierdo y
ausencia en el derecho, ¢ ausencia en el lado izquierdo y presencia en el derecho, y d
ausencia en ambos lados (Green et al. 1979; Brasili et al. 1999). Los efectos de lateralidad

se han estudiado més detalladamente en el capitulo de asimetrias (Capitulo 4).
3.2.1.4. Célculos de frecuencias y distancias morfologicas

A continuacion se calcularon las frecuencias de ocurrencia de los distintos caracteres
en cada uno de los grupos cromosémicos establecidos. En aquellos casos en los que la
frecuencia de ocurrencia de un carécter fue de 0 6 1 en alguno de los grupos analizados
(variables dummy) se realiz6 la siguiente correccion: cuando en un grupo de tamaiio #, la
frecuencia f de un determinado caracter fue = 0, la frecuencia corregida f~ se calculé
como f’ = 1/4n;y cuando f= 1, f’se calculo como f’ = 1-1/4n (Sjovold 1973).

Para los analisis posteriores sélo se utilizaron aquellas variables que mostraron cierto
grado de variacion entre grupos cromosémicos y se eliminaron las que mostraron una
variacion nula o baja, ya que considerar variables que no aportan informacion sélo haria

que increm entara elruido.Para ello se evaluaron m ediante una prueba de *las diferencias
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existentes en las frecuencias de ocurrencia de los distintos rasgos entre los dos grupos
cromosOmicos cuyas frecuencias fueron mas dispares (Andersen y Wiig 1982). Sin
embargo, teniendo en cuenta que la correccion secuencial de Bonferroni disminuye
drasticamente el poder de las pruebas estadisticas (Wright 1992) y que la seleccién de
caracteres tan s6lo tiene como objetivo eliminar rasgos no informativos se opt6 por
conservar un mayor namero de variables y se escogieron aquellas que presentaron una p
< 0,05 antes de la correccion.

Con el objetivo de estabilizar la varianza, la frecuencia de ocurrencia de cada caracter
en cada subgrupo se transformo en valores angulares (Green y Suchey 1976; Green et al.

1979; Hartman 1980; McLellan y Finnegan 1990) mediante la férmula propuesta por

Freeman y Tukey (1950):

1 (1-21() 1. (1-2(k+1)
6 =—arcsin + —arcsin| ————=| (2)
2 1 2 ’

n+ n+1l

donde k es el nimero de veces que aparece un determinado caracter y n es el nimero
de ejemplares o de lados examinados.

Las distancias fenéticas entre pares de grupos cromosdmicos se calcularon a partir de
los valores de frecuencia transformados en radianes aplicando la medida media de

divergencia (MMD) de C. A. B. Smith modificada segiin Green y Suchey (1976). Siendo

0 la frecuencia de determinado caracter transformada en valores angulares, entonces:

2
1 T

MMD =;Z(9n '92i) -Vi2i, (3)
i1

donde r es el nimero de variables considerado, 6 ; es la frecuencia transformada del
caricter i en la poblacién 1, 0,, es la frecuencia transformada del caracter i en la poblacién
2,y V,,, un factor de correccién que contempla la correlacion entre ambos lados en los

caracteres bilaterales. En particular, para los caracteres mediales:

1 1
2T 405 ny +0,5° ()

siendo n; el nimero de de ejemplares examinados para el caracter i en la poblacion 1,

y n,, el nimero de ejemplares examinados para el cardcter i en la poblacion 2. Para los
caracteres bilaterales n, y n,, deben sustituirse por la expresion:

N} y NZ;
i@; 7 Nyj; +2my Dy

respectivamente, (5)
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donde N, es el nimero total de lados examinados para el caracter i en la poblacion 1,
m,, el nimero de ejemplares de la poblacién 1 con ambos lados del carécter i intactos, y
@, el valor del coeficiente de correlacion entre ambos lados del caracter i calculado a
partir de la formula (1). Debe destacarse que el calculo de la MMD puede dar lugar a
distancias negativas; hecho que ocurre cuando las poblaciones comparadas presentan
pocas o nulas diferencias en las frecuencias de los caracteres transformadas en radianes
(Sjovold 1973; Sutter y Mertz 2004). Aunque estadisticamente una distancia negativa
carece de significado, en la practica un valor negativo de MMD indica que las poblaciones
comparadas presentan frecuencias muy similares en los caracteres considerados. Por esta
razon, los valores negativos de MMD fueron substituidos por 0.

Con la intencion de estandarizar y probar la significacion estadistica de las distancias
obtenidas se calculé la desviacion estandar de las MMDs (Andersen y Wiig 1982; Sikorski

1982; Brasili et al. 1999). La desviacion estandar de la MMD se obtuvo haciendo la raiz

cuadrada de la varianza de la MMD:
dsMMD = /varMMD » (6)

la cual a su vez se calculd mediante la férmula:

varMMD = %2 > Va7

A continuacidn, se obtuvieron los valores estandarizados de MMD, los cuales fueron
calculados dividiendo la MMD por su desviacion estandar (Sutter y Mertz 2004). Estudios
previos han puesto de relieve que los valores estandarizados de MMD son més apropiados
que los no estandarizados para evaluar la relacién bioldgica entre poblaciones,
especialmente cuando estas presentan distintos tamafios muestrales y algunos de los
caracteres aparecen en baja frecuencia (Sjovold 1973; Sutter y Mertz 2004). Las distancias
estandarizadas se consideraron estadisticamente significativas con un nivel de 0,05 si
presentaban valores mayores de 2 (Sikorski 1982; Brasili et al. 1999; Sutter y Mertz
2004).

El grado de divergencia de cada grupo respecto al resto de grupos se evalué a partir de
la medida de singularidad, conocida también con las siglas MU*, la cual se obtiene
sumando las MMDs de cada subgrupo (Andersen y Wiig 1982). La matriz de distancias
morfol6gicas estandarizadas (stMMDs) se utiliz6 para realizar dos tipos de andlisis de

agrupacion, un fenograma jerarquico mediante el algoritmo UPGMAS (Sneath y Sokal

* Estas siglas provienen de la expresion inglesa measure of uniqueness.
* Del inglés unweighted pair-group method using arithmetic averages, que se traduce como método no ponderado de
agrupaci6n por parejas utilizando las medias aritméticas.
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1973) y un andlisis no jerarquico del tipo MDS® no métrico, basado en la ordenacion de
las distancias entre puntos (Shepard y Kruskal 1964). Adicionalmente, para reflejar la
estructura subyacente de los datos se calculd el algoritmo MST?, el cual se superpuso a la
configuracion tridimensional obtenida con el MDS (Gower y Ross 1969). E1 MST muestra
las distancias entre los pares de grupos mas estrechamente emparentados. Las matrices
de distancias obtenidas después de realizar las agrupaciones aplicando los distintos
algoritmos difieren hasta cierto punto de la matriz de distancias original. Con el objetivo
de evaluar la distorsion de las primeras respecto la segunda se calcularon dos medidas de
ajuste entre los dos grupos de distancias (Rohlf 1970). Estas dos medidas de ajuste fueron
el estrés “s” (Kruskal 1964) y la correlacion cofenética “r”” (Sneath y Sokal 1973; Guiller
et al. 1998). El estrés es una medida de la “imprecisién™ del ajuste entre distancias
originales y distancias obtenidas tras aplicar el algoritmo y se interpreta del siguiente
modo: si s ~ 0,4 el ajuste es pobre; si s ~ 0,2 el ajuste es aceptable; si s ~ 0,1 el ajuste es
bueno; sis ~ 0,05 es excelente; y si s = 0,00 el ajuste es perfecto (Kruskal 1964). El estrés
solo se calculd para el MDS no métrico. La correlacion cofenética es una buena medida
de la bondad de ajuste y corresponde al coeficiente r obtenido de la correlacion entre los
valores originales y los valores cofenéticos (Rohlf y Sokal 1981). Estos valores
corresponden a las distancias euclidianas entre la matriz original y la distorsionada en el
caso del MDS y las distancias ultramétricaé entre ambas matrices en el caso del UPGMA
(Guiller et al. 1998). La correlacion cofenética se obtuvo para el UPGMA y para el MDS.
Una r > 0,9 indica un nivel de ajuste muy bueno; 0,8 <r < 0,9 un ajuste bueno; 0,7 <r <
0,8 un ajuste pobre; y una r < 0,7 un ajuste muy pobre. Los métodos de ordenacién, como
el MDS, suelen mostrar un mejor ajuste que los de conglomerados, como el UPGMA,
cuando los datos no presenten una estructura jerarquica (Rohlf 1970). Ademas, el
escalamiento multidimensional no métrico es un procedimiento util para producir
representaciones visuales facilmente interpretables de matrices de distancias complejas
y refleja de forma fidedigna dichas matrices cuando las distancias no son euclidianas,
como es el caso de MMD y stMMD (Sutter y Mertz 2004). Sin embargo, cuando los
datos presenten una estructura altamente jerarquica el MDS puede presentar un ajuste

bajo (Rohlf 1994). Por esta razdn se realizaron ambos tipos de andlisis de agrupacioén.

¢ Del inglés multidimensional scaling, que se traduciria como ordenacién multidimensional.
7 Del inglés minimum-length spanning tree, que significa drbol de expansién de longitud minima.
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3.2.1.5. Comparacién de matrices

Para poder testar la relacion entre la diferenciacion morfolégica existente y dos de sus
causas potenciales, aislamiento geografico y divergencia cariotipica, se calcularon
previamente las matrices de distancia geografica y cromosémica entre los distintos grupos.
La matriz de distancias geogréficas entre pares de grupos cromosémicos se obtuvo
calculando las distancias euclidianas entre los centroides de los grupos cromosdémicos,
calculados estos Gltimos a partir de los valores de longitud y latitud de cada individuo.
Valga indicar que aproximaciones similares han sido aplicadas en estudios filogeograficos,
en los que las distancias geogréaficas entre taxones se definen como las distancias entre
los centroides del rango geografico ocupado por cada tax6n (Taylor y Gotelli 1994; Diniz-
Filho etal. 1§99). Por otro lado, las diferencias cariotipicas entre los grupos cromosémicos
se calcularon mediante la distancia no sesgada de Nei, la cual se estima adecuada para
muestras pequefias (Nei 1978). Para ello cada una de las fusiones se consideré como un
loci distinto y los estados acrocéntrico y metacéntrico como alelos de este /oci;
posteriormente se calcularon las frecuencias alélicas en cada grupo cromosémico y, a
partir de éstas, las distancias cromosémicas entre pares de grupos (Sans-Fuentes 2004).
Para ambas matrices de distancias, geografica y cromosémica, también se calcularon el
MDS y el MST con el fin de disponer de representaciones graficas de las afinidades entre
grupos cromosémicos en funciéon de ambas variables. De este modo, las agrupaciones
obtenidas mediante las distancias morfologicas pudieron ser comparadas visualmente
con las obtenidas considerando las distancias geografica y cariotipica.

Con el objetivo de evaluar el grado de correlacién existente entre pares de matrices de
distancia se aplic6 el procedimiento permutacional de Mantel (Mantel 1967). No obstante,
tal y como se ha comentado en la introduccion de este capitulo, los dos principales factores
que pueden intervenir en la diferenciaciéon morfoldgica entre grupos cromosomicos de la
zona de polimorfismo Robertsoniano peninsular, distancia geografica y variacién
cromosomica, no son independientes. Por el contrario, la variacién cromosémica presenta
una estructuracién espacial (Giindiiz et al. 2001; Sans-Fuentes 2004), por lo que el efecto
del aislamiento por distancia podria confundirse con el producido por la diferenciacién
cariotipica. Por esta razon, con el objetivo de evaluar separadamente el efecto que ambos
factores pueden tener en la diferenciacion morfologica se utilizé ademaés la prueba parcial
de Mantel (Smouse et al. 1986; Oden y Sokal 1992). Esta prueba permite evaluar la

correlacion existente entre dos matrices teniendo en cuenta la covariacién de éstas con
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una tercera matriz. Aunque algunos autores han criticado la utilizacién de esta prueba,
debido a los problemas estadisticos que puede conllevar, lo cierto es que se considera de
gran utilidad para descomponer la importancia relativa de los factores implicados en la
estructuracion de las distancias genéticas (Telles y Diniz-Filho 2005). Las significaciones
de las distintas pruebas se obtuvieron comparando los valores observados del estadistico
de Mantel (Z) con las distribuciones permutacionales de Z. Una distribucién
permutacional de Z es la que se obtiene al comparar una matriz X con todas las posibles
matrices obtenidas de permutar las variables de una segunda matriz Y. En la practica el
numero de permutaciones posibles es tan elevado que solamente se utiliza una muestra al
azar de matrices permutadas. En el presente apartado se utilizaron 100.000 permutaciones
aleatorias para establecer las distribuciones permutacionales de Z. En este tipo de prueba
el nivel de significacién lo marca la posicidn del valor observado de Z en la distribucién
permutacional. Asi, si dicho valor excede el 95% de los valores permutacionales de Z se
considera que las matrices comparadas estan significativamente correlacionadas con un
nivel de significacién de 0,05.

Para conocer la importancia relativa de los presuntos factores implicados en la
diferenciacion morfolégica se calcularon los coeficientes de determinacién, los cuales
estiman la proporcion de la variabilidad explicada por la correlacion. Considerando que
se partio de tres matrices de distancias (rﬁorfolégica, geografica y cromosoémica) y que
los dos factores explicativos estan interrelacionados, se tom6 como modelo la
terminologia empleada por Telles y Diniz-Filho (2005) de modo que: a la proporcién de
la variacion explicada solamente por el factor geografico se le llamé a, a la variaciéon
conjunta entre factor geografico y cromosémico b, a la explicada solamente por el factor

cromosémico ¢ y a la variacion no explicada d. El coeficiente de determinacién de la

prueba de Mantel entre variacién morfologica y geografica (r,ig) equivale a (a + b), el de
la prueba entre variaciéon morfolégica y cromosémica (r2.) a (b + ), y el coeficiente de

determinacion miltiple, R2 a (a + b + ¢). Este coeficiente se calcul6 empleando la férmula
descrita por Smouse et al. (1986), donde:

R2 =1-(1-12)x(1-12) =1- (-2 )x (-12.0), (8)

siendo r2_, el coeficiente de correlacién de la prueba parcial de Mantel entre variacion

meg
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morfoldgica y cromosdémica con la geografica como constante, y r,flg_c entre variacion

morfolégica y geografica con la cromosdémica como constante. De modo que la variacién

no explicada (d) viene dada por 1_R% y la variacién conjunta entre factor geografico y

cromosomico (b) por (a + b) + (b + c)—(a + b + ¢).
3.2.2. Resultados
3.2.2.1. Andlisis estadisticos previos

Las frecuencias de ocurrencia de los caracteres no métricos estudiados no mostraron
en ningun caso diferencias significativas entre ambos sexos (Tabla 3-1), por lo que se
pudo descartar la existencia de dimorfismo sexual. En consecuencia no se elimind ningtn
caracter por ir ligado al sexo, y ademas machos y hembras fueron tratados conjuntamente

en el resto de analisis.

Tabla 3-1. Frecuencias de ocurrencia de los distintos caracteres en ambos sexos y resultados obtenidos en la
comparacién entre machos y hembras. I: niimero de lados en que aparece el cardcter; n: total de lados registrados.

Machos Hembras
Caracter
1/n % 1/n % 1 p

Nasales fusionados 0/56 0,0 1/63 1,6 0,00 0,953
Foramen preorbital doble 10/112 8,9 4/126 3,2 3,55 0,060
Foramen etmoidal simple 7/112 6,3 4/126 32 0,67 0,413
Foramen etmoidal triple 18/112 16,1  23/126 18,3 0,20 0,656
Interfrontal presente 7/56 12,5 5/63 7,9 0,68 0,409
Frontales partidos 18/56 32,1 30/63 47,6 2,95 0,086
Frontales fusionados 2/56 3,6 1/63 1,6 0,01 0917
Foramen frontal doble 4/112 3,6 0/126 0,0 2,67 0,102
Foramen frontal ausente 0/112 0,0 1/126 0,8 0,00 0,953
Huesos wormianos presentes 1/112 0,9 7/126 5,6 2,66 0,103
Foramen interparietal presente 52/112 46,4 58/121 47,9 0,05 0,818
Foramen incisivo multiple 14/56 25,0 19/63 30,2 0,39 0,530
Foramen incisivo accesorio ausente 33/112 29,5 31/126 24,6 0,71 0,399
Foramen maxilar I ausente 60/112 53,6 56/124 45,2 1,67 0,197
Foramen maxilar I doble 7/112 6,3 5/124 4,0 0,60 0,439

Foramen maxilar Il ausente 13/112 11,6 24/126 19,0 2,50 0,114
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Tabla 3-1. Continuacion.

Cardcter Machos Hembras
I/n % 1/n % X p

Foramen maxilar IV ausente 6/112 54 11/126 8,7 1,02 0,313
Foramen maxilar IV miltiple 39/112 34,8 39/126 31,0 021 0,644
Foramen palatino mayor doble 0/112 0,0 2/126 1,6 0,39 0,530
Foramen palatino menor anterior ausente 10/110 9,1 11/126 8,7 0,01 0,923
Foramen palatino menor posterior ausente 2295 23,2 39/116 33,6 2,78 0,095
Foramen esfenoidal medio ausente 20/55 36,4 28/62 45,2 0,93 0,334
Proceso pterigoideo ausente 97/112 86,6 112/126 88,9 0,29 0,591
Foramen pterigoideo miltiple 41/112 36,6 59/126 46,8 2,54 0,111
Foramen oval simple 5/112 4,5 4/126 3,2 0,03 0,857
Foramen oval multiple 35/112 31,3 29/126 23,0 2,04 0,153
Foramen hipogloso doble 40/112 35,7 44/126 34,9 0,02 0,398
Foramen hipogloso triple 4/112 3,6 4/126 3,2 0,04 0,849
Foramen hipogloso accesorio intemno presente 42/112 37,5  60/126 47,6 2,48 0,115
Foramen sﬁpradentario ausente 27/110 24,5 45/126 35,7 3,46 0,063
Foramen mentoniano accesorio multiple 16/111 144 11/126 8,7 1,89 0,169
Foramen masetero doble 30/111 27,0 33/126 26,2 0,02 0,884
Foramen masetero ausente ©34/111 30,6 47/126 37,3 1,17 0,280
Foramen del diastema simple 23/110 20,9 39/126 31,0 3,06 0,080
Foramen del diastema multiple 11/110 10,0 20/126 15,9 1,78 0,183
Foramen post alveolar ausente 9111 8,1 12/126 9,5 0,15 0,702
Foramen mandibular doble 2112 1,8 4/126 3,2 0,07 0,789

El examen del efecto de la edad sobre la ocurrencia de las variables no métricas mostrd
que tan solo un caracter difirié significativamente entre los dos grupos de edad
establecidos tras la correccion secuencial de Bonferroni (Tabla 3-2). El rasgo en cuestion
fue el foramen maxilar IV multiple, que mostré una frecuencia de ocurrencia del 45,0 %
en los ejemplares mas jovenes, frente a un 20,3 % en los ejemplares de mas edad. Este
caracter se eliminé para el calculo de las MMDs.

Al examinar la relacién existente entre los distintos rasgos no métricos y el tamafio
(longitud céndilo-basal) se observé que s6lo dos caracteres mostraron diferencias
significativas en el valor medio de longitud condilo-basal entre los animales que
presentaron y los que no presentaron el caracter (Tabla 3-3). Estos rasgos fueron el foramen

palatino menor posterior ausente y el foramen pterigoideo multiple. Sin embargo, en
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ambos casos la significacion desaparecié tras aplicar la correccién secuencial de

Bonferroni (apartado 2.4.).

Tabla 3-2. Frecuencias de ocurrencia de los distintos caracteres en las dos clases de edad establecidas y
resultados obtenidos en la comparacion entre ambas clases. 1: mimero de lados en que aparece el caracter; n: total

de lados registrados.

Edad I Edad II
Caracter
1/n % 1/n % x2 p

Nasales fusionados 0/60 0,0 1/59 1,7 0,00 0,993
Foramen preorbital doble 9/120 7.5 5/118 4,2 1,14 0,285
Foramen etmoidal simple 6/120 5,0 5/118 4,2 0,00 0,972
Foramen etmoidal triple ' 24/120 20,0 17/118 14,4 1,31 0,253
Interfrontal presente 6/60 10,0 6/59 10,2 0,00 0,976
Frontales partidos 26/60 43,3 22/59 37,3 0,45 0,502
Frontales fusionados 1/60 1,7 2/59 3,4 0,00 0,9‘88
Foramen frontal doble 3/120 2,5 1/118 0,8 0,24 0,626
Foramen frontal ausente 0/120 0,0 1/118 0,8 0,00 0,993
Huesos wormianos presentes 2/120 1,7 6/118 5,1 1,22 0,270
Foramen interparietal presente 52/119 43,7 58/114 50,9 1,20 0,273
Foramen incisivo miltiple 12/60 20,0 21/59 35,6 3,61 0,058
Foramen incisivo accesorio ausente 33/120 27,5 31/118 26,3 0,05 0,831
Foramen maxilar I ausente 59/118 50,0 57/118 48,3 0,07 0,795
Foramen maxilar [ doble 4/118 3,4 8/118 6,8 0,79 0,374
Foramen maxilar Il ausente - 18/120 15,0 19/118 16,1 0,06 0,815
Foramen maxilar IV ausente 6/120 5,0 11/118 9,3 1,68 0,196
Foramen maxilar IV miltiple 54/120 45,0 24/118 20,3 16,42 0,000
Foramen palatino mayor doble 2/120 1,7 0/118 0,0 0,49 0,485
Foramen palatino menor anterior ausente 8/118 6,8 13/118 11,0 1,31 0,253
Foramen palatino menor posterior ausente 30/102 29,4 31/109 28,4 0,02 0,876
Foramen esfenoidal medio ausente 25/59 42,4 23/58 39,7 0,09 0,765
Proceso pterigoideo ausente 110/120 91,7 99/118 83,9 3,36 0,067
Foramen pterigoideo multiple 40/120 33,3 60/118 50,8 7,49 0,006
Foramen oval simple 2/120 1,7 7/118 5,9 1,92 0,166
Foramen oval miltiple 30/120 25,0 34/118 28,8 0,44 0,507
Foramen hipogloso doble 48/120 40,0 36/118 30,5 2,35 0,126
Foramen hipogloso triple 4/120 3,3 4/118 34 0,11 0,737
Foramen hipogloso accesorio interno presente 57/120 47,5 45/118 38,1 2,13 0,144
Foramen supradentario ausente 39/118 33,1 33/118 28,0 0,72 0,396
Foramen mentoniano accesorio miltiple 14/119 11,8 13/118 11,0 0,03 0,856
Foramen masetero doble 33/119 27,7 30/118 25,4 0,16 0,687
Foramen masetero ausente 33/119 27,7 48/118 40,7 4,41 0,036
Foramen del diastema simple 29/118 24,6 33/118 28,0 0,35 0,554
Foramen del diastema multiple 13/118 11,0 18/118 15,3 0,93 0,335
Foramen post alveolar ausente 14/120 11,7 7/117 6,0 2,37 0,124

Foramen mandibular doble 2/120 1,7 4/118 3,4 0,19 0,664
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Tabla 3-3. Comparaci6n de la longitud céndilo-basal media (LCBme 1ie) €Ntre los ejemplares que presentan un
determinado caractery los que no lo presentan.

Cardeter Ausencia Presencia
n LCBpedia n LCBnedia t p

Nasales fusionados 118 20,82 1 20,23 0,08 0,937
Foramen preorbital doble 224 20,92 14 19,18 0,85 0,398
Foramen etmoidal simple 227 20,83 11 20,51 0,14 0,888
Foramen etmoidal triple 197 20,57 41 ©22,02 1,13 0,260
Interfrontal presente 107 20,87 12 20,33 0,24 0,814
Frontales partidos 71 21,28 48 20,14 0,81 0,420
Frontales fusionados 116 20,82 3 20,85 0,01 0,995
Foramen frontal doble 234 20,83 4 20,11 0,19 0,849
Foramen frontal ausente 237 20,82 1 20,0 0,11 0,913
Huesos wormianos presentes 230 20,83 8 20,38 0,17 0,866
Foramen interparietal presente 123 21,29 110 20,34 0,96 0,336
Foramen incisivo miltiple 86 20,99 33 20,36 0,41 0,686
Foramen incisivo accesorio ausente 174 21,08 64 20,11 0,89 0,374
Foramen maxilar [ ausente 120 20,10 116 21,61 1,55 0,122
Foramen maxilar I doble 224 20,88 12 20,18 0,31 0,753
Foramen maxilar II ausente 201 20,93 37 20,21 0,54 0,588
Foramen maxilar IV ausente 221 20,89 17 19,95 0,50 0,619
Foramen maxilar IV multiple . 160 20,71 78 21,04 0,32 0,750
Foramen palatino mayor doble 236 20,81 2 21,00 0,03 0,973
Foramen palatino menor anterior ausente 215 20,89 21 20,33 0,32 0,746
Foramen palatino menor posterior ausente 150 20,22 61 22,86 2,22 0,027
Foramen esfenoidal medio ausente 69 20,12 48 21,79 1,18 0,242
Proceso pterigoideo ausente 29 20,64 209 20,84 0,14 0,892
Foramen pterigoideo multiple 138 19,98 100 21,97 2,04 0,042
Foramen oval simple 229 20,85 9 19,98 0,34 0,731
Foramen oval multiple 174 21,09 64 20,09 0,91 0,363
Foramen hipogloso doble 154 21,35 84 19,84 1,50 0,136
Foramen hipogloso triple 230 20,85 8 19,96 0,33 0,740
Foramen hipogloso accesorio interno presente 136 20,75 102 20,91 0,16 0,877
Foramen supradentario ausente 164 20,77 72 20,95 0,17 0,869
Foramen mentoniano accesorio multiple 210 20,90 27 20,17 0,48 0,631
Foramen masetero doble 174 21,01 63 20,29 0,66 0,510
Foramen masetero ausente 156 20,19 81 22,04 1,82 0,071
Foramen del diastema simple 174 21,11 62 19,99 1,02 0,308
Foramen del diastema multiple 205 20,90 31 20,28 0,43 0,665
Foramen post alveolar ausente 216 20,91 21 19,81 0,65 0,519

Foramen mandibular doble 232 20,84 6 20,04 0,26 0,796
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En general el grado de interdependencia entre caracteres fue bajo. Asi, en los caracteres
bilaterales tan solo 38 de los 465 coeficientes de correlacién calculados entre pares de
variables, es decir un 8,17%, fueron significativos. Es mas, tras la corréccién secuencial
de Bonferroni solamente tres mantuvieron esta significacion, lo que indica que los valores
de p previos a la correccion fueron elevados (préoximos a 0,05) en la mayoria de las
significaciones. Ademas, los valores de los coeficientes de correlacion entre caracteres
oscilaron entre 0,42 y 0,0002, con un valor medio de 0,062. En los caracteres mediales no
se obtuvo ninguna correlacion significativa y el valor medio de los coeficientes fue de
0,084 (con un maximo de 0,151 y un minimo de 0,015). De este modo, considerando el
grado de interdependencia entre caracteres y atendiendo al criterio de variabilidad entre
grupos (véase mas arriba y Tabla 3-5) se eliminaron tres rasgos para los céalculos de las
MMDs: foramen frontal doble, foramen supradentario ausente y foramen masetero ausente.

En cuanto a la asociacion entre ambos lados en los caracteres bilaterales destacar que
21 de los 31 rasgos mostraron valores significativos tras la correccidén de significacion
(Tabla 3-4). Ademas, los valores de los coeficientes de correlacién oscilaron entre 0,015
y 0,741 con un promedio de 0,321, lo que indica un grado intermedio de asociacion entre
ambos lados. Por esta razén, las MMDs de los caracteres bilaterales se calcularon

aplicando la correccion propuesta por Green et al. (1979).

Tabla 3-4. Asociacién entre el lado derecho y el lado izquierdo en caracteres no métricos bilaterales; a indica el
niimero de ejemplares con presencia del cardcter en ambos lados, b los que presentan el carcter en el lado izquierdo
pero no en el derecho, ¢ los que lo presentan en el derecho pero no en el izquierdo, y d los que no lo presentan en
ningun lado. .

Carécter a b c¢c d () p

Foramen preorbital doble 3 108 0,398 0,000
Foramen etmoidal simple 0 108 0,048 0,602
Foramen etmoidal triple 8 15 10 86 0,269 0,003
Foramen frontal doble 0 1 3 115 0015 0,873
Foramen frontal ausente. 0 0 1 118 - -

Huesos wormianos presentes 3 1 1 114 0,741 0,000
Foramen interparietal presente 39 17 14 46 0,464 0,000
Foramen incisivo accesorio ausente 2 10 10 77 0,573 0,000
Foramen maxilar I ausente 37 25 17 38 0,294 0,001
Foramen maxilar I doble 2 3 5 108 0,303 0,001
Foramen maxilar IT ausente 8 12 9 90 0,330 0,000

Foramen maxilar I'V ausente 2 9 4 104 0,192 0,037
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Tabla 3-4. Continuacidn.

Carécter a b c d > p

Foramen maxilar IV multiple 20 25 13 61 0,291 0,001
Foramen palatino mayor doble 1 0 0 118 - -

Foramen palatino menor anterior ausente 3 S 10 100 0,228 0,013
Foramen palatino menor posterior ausente 19 12 11 63 0,469 0,000
Proceso pterigoideo ausente 96 6 9 7 0,415 0,000
Foramen pterigoideo multiple 33 18 16 52 0,414 0,000
Foramen oval simple 1 3 4 111 0,193 0,035
Foramen oval multiple 20 12 12 75 0,487 0,000
Foramen hipogloso doble 21 31 11 56 0,268 0,003
Foramen hipogloso triple 0 5 3 111 0,034 0,716
Foramen hipogloso accesorio interno presente 28 24 22 45 0,211 0,021
Foramen supradentario ausente 19 15 19 64 0,320 0,000
Foramen mentoniano accesorio miltiple 6 9 6 97 0,377 0,000
Foramen masetero doble 15 16 16 71 0,300 0,001
Foramen masetero ausente 25 10 21 62 0,432 0,000
Foramen del diastema simple 15 19 13 70 0,303 0,001
Foramen del diastema multiple 4 9 13 91 0,163 0,079
Foramen post alveolar ausente 5 4 7 102 0,431 0,000
Foramen mandibular doble 1 3 1 114 0,338 0,000

3.2.2.2. Frecuencias y distancias morfologicas

Las frecuencias de cada uno de los rasgos para los distintos grupos cromosémicos se
muestran en la Tabla 3-5 (aunque se indiquen las frecuencias de los 37 rasgos las
correspondientes a los cuatro caracteres eliminados previamente no se tuvieron en cuenta).
Once, de los 33 caracteres mostraron frecuencias significativamente distintas entre al
menos dos grupos cromosémicos; estos rasgos se citan a continuacién: foramen preorbital
doble, foramen etmoidal simple, interfrontal presente, frontales partidos, foramen
interparietal presente, foramen maxilar I ausente, foramen pterigoideo multiple, foramen
hipogloso doble, foramen mentoniano accesorio multiple, foramen masetero doble y
foramen del diastema simple. Estos rasgos fueron los que se emplearon para el calculo de
las distancias morfoldgicas y los anélisis derivados de éstas, mientras que los 22 caracteres

restantes fueron eliminados de andlisis posteriores.
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Tabla 3-5. Frecuencias de ocurrencia de los 37 caracteres no métricos dicotomicos en los distintos grupos
cromosOmicos. I: numero de lados en que aparece el carcter; n: total de lados registrados. Los nombres de los
caracteres asociados a la numeracién se muestran en la Tabla 2-4.

28-29 30-32 33-37 38-40Rb 40St
Caracter I/n I/n I/n I/n I/n x2 p
1 0/28 1/30 0/15 0/19 0/27 0,00 0,972
2 3/56 7/60 1/30 3/38 0/54 6,71 0,010
3 2/56 2/60 4/30 2/38 1/54 4,54 0,033
4 13/56 8/60 4/30 6/38 10/54 1,91 0,167
5 0/28 230 1115 4/19 5/27 6,02 0,014
6 10/28 6/30 8/15 8/19 16/27 9,24 0,002
7 1/28 0/30 0/15 0/19 2/27 2,30 0,129
8 3/56 0/60 0730 1/38 0/54 1,52 0,218
9 0/56 1/60 0/30 0/38 0/54 0,00 0,972
10 0/56 5/60 2/30 1/38 0/54 3,07 0,080
11 18/56 26/58 11730 16/34 38/54 16,07 0,000
12 7/28 6/30 5/15 7/19 8/27 1,69 0,193
13 18/56 15/60 11730 7/38 13/54 2,87 0,090
14 21/56 26/58 13/30 19/38 37/54 10,61 0,001
15 6/56 3/58 0730 - 2/38 1/54 3,46 0,063
16 7/56 10/60 8730 5/38 7/54 2,72 0,099
17 5/56 4/60 3/30 4/38 1/54 3,27 0,071
18 16/56 11/60 10730 10/38 31/54 18,65 0,000
19 0/56 0/60 0/30 0/38 2/54 0,62 0,430
20 4/56 6/60 3/30 2/38 6/52 1,07 0,302
21 12/54 21/53 9/26 8/28 11/50 3,80 0,051
22 12/28 14/30 4/15 8/19 10/26 1,67 0,197
23 52/56 51/60 24/30 36/38 46/54 3,51 0,061
24 18/56 31/60 11/30 13/38 27/54 4,53 0,033
25 2/56 3/60 0730 1/38 3/54 0,44 0,509
26 16/56 16/60 8/30 11/38 13/54 0,29 0,593
27 20/56 24/60 16/30 15/38 9/54 12,40 0,000
28 4/56 2/60 0/30 2/38 0/54 2,22 0,136
29 19/56 26/60 14/30 16/38 27/54 2,92 0,088
30 20/55 22/60 829 15/38 7/54 8,42 0,003
31 4/56 6/60 2/29 4/38 11/54 4,08 0,043
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Tabla 3-5. Continuacidn.

28-29 30-32  33-37  38-40Rb 40St

Carécter I/n I/n I/n I/n I/n v p
32 7/56  14/60 7129 13/38 22/54 11,29 0,001
33 27/56  25/60 929 8/38 12/54 7,15 0,008
34 18/56  25/60 4128 10/38 5/54 1539 0,000
35 9/56 6/60 5128 2/38 9/54 2,70 0,101
36 3/56 6/59 330 6/38 3/54 285 0,092
37 3/56 2/60 0/30 1/38 0/54 297 0,085

Las diez MMDs y las Tabla 3-6. Medidas medias de divergencia (MMDs) entre grupos

. .. cromosémicos (matriz superior) y desviaciones estandar de cada MMD
correspondientes desviaciones (matrizinferion).

estandar obtenidas a partir de Grupo

) 28-29 30-32 33-37 38-40Rb 40St
los 11 caracteres seleccionados | cromosdmico
se detallan en la Tabla 3-6. La 28-29 - 0,024 0,031 0,069 0,226
Tabla 3-7 muestra a su vez los 30-32 0,021 - 0,071 0,030 0,198
valores estandarizados de 33-37 0,032 0,031 - 0,003 0,126
MMD vy los valores de MU 38-40Rb 0,027 0,027 0,037 - 0,072
calculados a partir de aquéllos. 40St 0,022 0,022 0,032 0,028 -

Seis de los diez valores

estandarizados de MMD fueron mayores de 2, es decir, fueron significativos (Sutter y
Mertz 2004). De estas seis distancias significativas, cuatro fueron entre el grupo estandar
y el resto de grupos y las otras dos entre los grupos 28-29 y 38-40Rb, y entre 30-32 y 33-
37. En general las distancias fenotipicas mostraron una tendencia a ser mas elevadas en

los grupos cromosomicos més distantes. L.a medida de singularidad (MU) mas elevada la
Tabla 3-7. Medidas medias de divergencia estandarizadas (stMMDs) entre grupos

cromosémicos. Los valores mayores de dos son significativos (o <0,05). En la
ultima columna se muestra la medida de singularidad.

Grupo
28-29 30-32 33-37 38-40Rb 40St MU
cromosomico

28-29 - 14,733
30-32 1,137 - 13,618
33-37 0,986 2,300 - 7,315
38-40Rb 2,540 1,124 0,091 - 6,349
40St 10,071 9,057 3,939 2,595 - 25,662
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presenté el grupo 40St (Tabla 3-7). A continuacién, aunque con un salto cuantitativo
importante, le siguieron los grupos 28-29 y 30-32, y por ultimo los dos grupos con los
valores mas bajos de MU, que fueron respectivamente 33-37 y 38-40Rb.

Tanto el MDS no métrico como el UPGMA mostraron una correlacion cofenética entre
pobre y buena, pero muy similar en ambos casos (de 0,76 y 0,77 respectivamente), lo que
indicé que ninguna de las representaciones fue claramente mejor que la otra. En cuanto a
la medida de estrés, destacar que el valor obtenido para el MDS fue de 0,00 indicando
poca distorsién respecto los datos originales. Ambos fenogramas pusieron también de
relieve la clara diferenciaciéon del grupo 40St en comparacion con los grupos de la zona
de polimorfismo. Asi, el UPGMA reveld que los animales de este grupo quedaron
claramente separados del conglomerado formado por los ejemplares originarios de la
zona de polimorfismo (Figura 3-2); dentro de éstos se pudieron diferenciar dos subgrupos,
uno constituido por animales con un numero alto de fusiones, y por tanto numeros
diploides bajos (28-29 y 30-32), y otro por ejemplares con relativamente pocas fusiones,

o lo que es lo mismo, con nimeros diploides medios o altos (33-37 y 38-40Rb).

2829 — r=0,76 Figura 3-2. Fenograma obtenido
mediante el algoritmo UPGMA enel
que se muestran las afinidades entre
30-32 —— ’ grupos cromosémicos en funcién de
la matriz de stMMDs (Tabla 3-6). El
eje de abcisas indica las distancias

33-37 morfolégicas entre las distintas
agrupaciones y r representa el valor
de correlacion cofenética.

38-40Rb

40St

0 1 2 3 4 5 6 7
Distancia de ligamiento

Igualmente, la representacion tridimensional obtenida mediante el MDS no métrico
apuntd en la misma direccioén (Figura 3-3). Asi, los ejemplares procedentes de localidades
estandar (40St) quedaron claramente separados de los animales originarios de la zona de
polimorfismo (en la dimensién 1), incluso de aquellos mas proximos cariotipica y
geograficamente (38-40Rb); destacar en este sentido la evidente separacién entre los
primeros y los segundos en la primera dimensién del MDS y el elevado valor de MST

obtenido entre 40St y su grupo mas préximo, 38-40Rb (Figura 3-3). Asimismo, las dos
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primeras dimensiones del MDS confirmaron la existencia de los dos subgrupos de ratones
Robertsonianos detectados previamente en el UPGMA, aunque al haber afiadido aqui la
tercera dimension, las relaciones entre grupos cromosémicos cambiaron ligeramente, tal
y como lo muestran los valores de MST superpuestos en el grafico tridimensional del
MDS. De este modo, no se apreci6 el conglomerado constituido por 28-29 y 30-32 debido
a que éstos divergieron claramente en la tercera dimensién, aunque si pudo apreciarse el
formado por los grupos 33-37 y 38-40Rb. Estos ultimos quedaron en una posicion

intermedia entre los animales con un elevado nimero de metacéntricos y los ratones

procedentes de la zona esténdar.

Dimensién 3

Figura 3-3. Representacién
tridimensional obtenida mediante el
método MDS utilizando las stMMDs de
la Tabla 3-6. Se han superpuesto las

agrupaciones y los valores (en negrita)
del MST.

3.2.2.3. Andlisis de los factores de aislamiento: distancia geograficay variacion cariotipica

Tal y como se comeht() en el apartado 3.2.1.5., antes de proceder a la determinacion de
las posibles causas de diferenciacién morfoldgica, se calcularon las matrices de distancia
geograficay cromosomica entre pares de grupos. La localizacion geografica del centroide
de cada grupo cromosémico y los valores asociados de longitud y latitud se muestran en
la Figura 3-4.

Asimismo, las distancias geograficas y las distancias no sesgadas de Nei entre los

centroides se indican en la Tabla 3-8.
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Grupo Latitud Longitud
28-29 41°35'N 1°81'E
30-32 41°33'N 1°80'E
33-37 41°32'N 1°64'E
38-40Rb 41°47'N 1°59'E
405t 41°43'N 1°02'E

Figura 3-4. Localizacién geogréafica de los centroides de los distintos grupos cromosémicos analizados en el
estudio de polimorfismo en caracteres no métricos. En la tabla inferior se muestran las coordenadas geogréficas

asociadas a estos centroides.

Grupo

28-29 30-32 33-37 38-40Rb 40St
cromosomico
28-29 - 0,099 0460 1,132 1,559
30-32 2,327 - 0,168 0,620 0,913
33-37 14,685 13,530 - 0,106 0,191
38-40Rb | 22,560 23,321 17,304 - 0,025
40St 66,553 66,130 53,261 47,762 -

Tabla 3-8. Distancias no sesgadas de
Nei (diagonal superior) y distancias
geograficas lineales en quilémetros
(diagonal inferior) entre los centroides de
cada grupo cromosémico.

La representacion tridimensional de las afinidades entre grupos cromosémicos en

funcién de la distancia geografica obtenida mediante el MDS mostrd una clara separacion

en la dimensidn 1 entre 40St y el resto de grupos (Figura 3-5). No obstante, no se obtuvo

el mismo resultado en el caso del MDS calculado empleando las distancias cromosémicas

(Figura 3-5). En efecto, mientras que en el MST para distancia geografica el valor mas

elevado, y con diferencia, fue entre 40St y 38-40Rb, en el MST para la distancia

cromosomica este fue precisamente el valor mas bajo. En ambos MDSs pudo observarse

la agrupacion entre 28-29 y 30-32, pero en el caso de las distancias geograficas la

proximidad entre estos grupos fue mayor que al considerar las distancias cromosémicas
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(véase también valores de MST). En general, aunque los pares de grupos cromosomicos
con distancias minimas fueron los mismos en ambos MST (los grupos méas préximos

fueron exactamente los mismos en ambos casos), los valores y las relaciones entre ellos

fueron notablemente distintos en ambos.

) N b)

- 5=0,00

Dimension 3

Dimension 3

Figura 3-5. MDSs obtenidos mediante las matrices de distancias geogaficas (a) y cromosomicas (b)que se muestran
en la Tabla 3-8. Se han superpuesto las agrupaciones y los valores (en negrita) obtenidos por el método MST.

La comparacion de las matrices predictoras con la de distancia morfolégica puso de
relieve que tanto la distancia geografica como la variacién cariotipica parecen influir en
los cambios de las frecuencias de incidencia de los caracteres no métricos. En este sentido
cabe destacar que si bien las dos pruebas de Mantel independientes entre cada una de las
matrices y la matriz de distancias fenotipicas mostraron correlaciones elevadas y
significativas, la prueba entre distancia morfoldgica y geografica mostré un ajuste algo
mejor (r = 0,86; p = 0,02) que el observado entre distancia morfologica y cromosdémica (r
= 0,71; p = 0,04). Aunque al comparar la matriz geografica con la cromosémica no se
detecté una correlaciéon significativa entre ambas, el valor de a fue préximo a 0,05.
Adicionalmente, estudios previos han revelado una estructuracion geografica significativa
de la variacion cromoso6mica en la zona de polimorfismo estudiada, por lo que se consider6
que no se podian interpretar ambos resultados de manera independiente. Al combinar
ambas matrices (geografica y cromosémica) como predictoras de la variacion morfoldgica
mediante las pruebas parciales de Mantel, la significacion entre fenotipo y distancia
geografica desaparecié (aunque el valor de p se mantuvo préximo a 0,05; r = 0,84, p =
0,08), mientras que entre fenotipo y distancia cromosémica se mantuvo a pesar de
disminuir perceptiblemente el coeficiente de correlacion (r = 0,66; p < 0,05). El estudio

de los coeficientes de determinacion puso de relieve que ambos factores explicaron un
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total del 86% de la variacion morfoldgica observada (a + b + ¢), mientras que el 14% fue
variacion no explicada por el modelo (d; Figura 3-6). Del total de la variacién, un 35%
fue explicado sélo por la distancia geografica (a), un 40% fue explicado conjuntamente
por variacion geografica y cromosémica (b), y un 11% unicamente por la variacion

cromosomica (c).

a=035 5b=0,40 c=0,11 d=0,14

Distancia geografica = 0,75

|

Cariotipo = 0,51

Figura 3-6. Esquema gréafico que representa los resultados de las pruebas parciales de Mantel empleando las
distancias geogréfica y cariotipica como variables predictoras de la divergencia morfoldgica entre los cinco
grupos cromosdmicos establecidos en el analisis de los caracteres no métricos. a, b, cy d se definen en el
apartado 3.2.1.5.

3.3. Medidas mandibulares
3.3.1. Anailisis estadisticos en caracteres métricos
3.3.1.1. Agrupacion de la muestra

En el estudio de la variacion morfométrica e escala mandibular se emplearon un total
de 227 ejemplares cuya procedencia geografica y caracteristicas cariolégicas aparecen
descritas en el apartado 2.1.2. y en el Apéndice 1. En este caso, los animales también
fueron agrupados considerando su numero diploide. Sin embargo, por disponer de un
mayor tamafio muestral se realizé una agrupacidon con rangos mas acotados y categorias
mas homogéneas, estableciéndose un grupo mas. De este modo, los ejemplares se
clasificaron en seis grupos cromosomicos: 40St, animales con un 2n = 40 procedentes de
poblaciones estandar; 40Rb, animales también con cariotipo estdndar pero capturados en
poblaciones de la zona de polimorfismo; 2n = 38-39, animales con uno o dos
metacéntricos; 2n = 34-37, animales con 6-3 metacéntricos; 2n = 31-33, animales con 9-

7 metacéntricos; 2n = 28-30, animales con 12-10 metacéntricos.
3.3.1.2. Andlisis estadisticos previos: normalidad, valores atipicos y factores de variaciéon

Tal y como se expuso en el apartado 2.3., para el analisis de la variacion mandibular se
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utilizo el valor promedio de las dos hemimandibulas, utilizando como valor de cada una
de ellas la media de las tres réplicas realizadas. A continuacion se procedid a la deteccion
de los valores atipicos y los valores extremos, definidos respectivamente como aquéllos
comprendidos entre 1,5y 3 veces por encima o por debajo de la amplitud del cuartil, y
mas de tres veces por encima o por debajo de la amplitud del cuartil. Para ello se procedi6
a la inspeccion visual de los diagramas de cajas de cada caracter en los distintos grupos
cromosomicos. Adicionalmente, la significacion estadistica de dichos valores se calcul6
mediante la prueba de Grubbs (Sokal y Rohlf 1995). Solamente se eliminaron aquellos
valores atipicos o extremos significativos que fueron presumiblemente propiciados por
dafios o deformaciones en las estructuras dseas, o bien por un elevado error de medida
(Palmer 1994).

Seguidamente, para detectar posibles desviaciones de normalidad en las distribuciones
de valores obtenidas para cada caracter en cada grupo cromosémico se aplic6 una prueba
de Kolmogorov-Smirnov con la correccion de significacion de Lilliefors y una prueba de
Shapiro-Wilk para muestras pequefias (n < 50; Sokal y Rohlf 1995).

Tal y como se hizo previamente en el estudio de las variables no métricas, para el
analisis de las medidas mandibulares también se realizaron una serie de pruebas previas
para detectar posibles factores de variacion no deseados que pudieran sesgar los resultados,
tales como el dimorfismo sexual, la edad o el tamaifio corporal. Con el objetivo de revelar
posibles diferencias entre sexos, dentro de cada grupo cromosémico se comparo la
morfologia mandibular de machos y hembras mediante un MANCOVA, en la que las
DPMs se consideraron como variables dependientes, el sexo como factor independiente
y la LCC (longitud de cabeza y cuerpo) como covariable. Adicionalmente, se evaluaron
las posibles diferencias en la longitud corporal y el peso entre machos y hembras mediante
ANOVA:sS.

La edad es otro factor que presuntamente podria influir en los cambios de morfologia
de la mandibula. Aunque en teoria los estudios de variacion morfolégica deberian
restringirse a ejemplares en idéntica etapa de crecimiento (Thorpe y Leamy 1983), en los
estudios de campo esta tarea es practicamente imposible. No obstante, en la practica la
variacion ontogénica en los andlisis morfométricos puede minimizarse evitando los
animales mas jovenes, que son los que presentan un crecimiento mas rapido (Lovell et al.
1984). Por esta razon, la muestra utilizada en este apartado sélo incluyé ejemplares de las
clases de edad 3 a 8 (véase Lidicker 1966; Davis 1983; Hauffe et al. 2002). A pesar de

ello, se procedié a la deteccion de los posibles cambios de morfologia mandibular
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vinculados a la edad. Para tal fin se emple6 un MANCOVA con las DPMs como variables
dependientes, la edad como variable predictora y la LCC como covariable.
Adicionalmente, también se evaluaron las diferencias de peso y LCC de las distintas

clases de edad mediante ANOVAs.
3.3.1.3. Analisis estadisticos previos: el tamafio corporal

La morfometria, por definicion, implica el estudio cuantitativo de la forma en sentido
amplio, la cual se descompone a su vez en dos componentes: tamafio y forma en sentido
estricto®. Por tanto, en el estudio de la forma el anélisis del tamafio es de gran relevancia.
Aunque intuitivamente se entiende que la “form” esta constituida por “shape” y “size”,
lo cierto es que las medidas que se toman para estudiar la “form” contienen informacién
que pertenece a una combinacién de ambos componentes (Richtsmeier et al. 2002). A
pesar de que se han dedicado grandes esfuerzos para desarrollar métodos que separen
dichos componentes, estos intentos frecuentemente eliminan informacion biolégica
interesante de los analisis (Oxnard 1978). Por esta y otras razones, existe cierto debate
alrededor de la utilizacidon de medidas en bruto o corregidas por el tamafio en los estudios
craneométricos clasicos (Burity et al. 1999). Mientras que algunos autores han aportado
argumentos para la utilizaciéon de medidas corregidas por el tamafio (Corruccini 1973;
Thorpe 1976) y se han propuesto numerosos métodos para alcanzar este propdsito (véase
Rising y Somers 1989), otros consideran dificil e incluso arbitrario separar “size” de
“shape” (Bookstein 1989).

En el presente apartado se procedié en primer lugar a averiguar la posible existencia
de diferencias en el tamaifio corporal entre los grupos cromosémicos mediante ANOVAs
individuales, utilizando la L.CC y el peso corporal como variables dependientes. Las
diferencias entre pares de grupos se evaluaron mediante una prueba de comparacion
multiple HSD? de Tukey para muestras de tamafio desigual (Spjotvoll y Stoline 1973).
No obstante, aunque el tamafio de una estructura 6sea concreta (como la mandibula)
depende hasta cierto punto del tamafio corporal, la existencia de diferencias en este

pardmetro no implica a priori diferencias en el tamafio de la estructura. Para estudiar la

* En inglés, el concepto general de forma (forma sensu lato) se denomina form. Esta, a su vez, estd compuesta por
tamafio (size) y forma sensu stricto (shape). En castellano no existen términos equivalentes para diferenciar entre form
y shape, por lo que la terminologia puede resultar confusa. Por esta razén al utilizar estos conceptos se emplearén los
términos ingleses, que resultan mds precisos.

? Siglas que corresponden a la expresién inglesa honestly significant difference, que significa diferencia honestamente

significativa.
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variacion de tamafio en la mandibula se realiz6 un analisis de componentes principales
(PCA) de grupos multiples con los datos transformados logaritmicamente (Thorpe 1988;
Ventura et al. 2002). La primera componente principal obtenida en dicho anélisis, llamada
PC1 o vector medida (Thorpe 1988), se considera un buen estimador de la variaciéon de
tamafio si cumple ciertos requisitos (Bookstein 1989; Rising y Somers 1989; Dosreis et
al. 1990; Dujardin et al. 1999). Las diferencias entre grupos cromos6micos en el tamafio
mandibular se analizaron comparando los valores del vector medida mediante un ANOVA
y una prueba HSD de Tukey. Adicionalmente, con la intenciéon de comprobar que la
existencia de diferencias entre grupos cromosdmicos en la morfologia mandibular no era
debida exclusivamente al tamafio corporal, se realiz6 un MANCOVA con las DPMs como
variables dependientes y la LCC como covariable. Teniendo en cuenta que la edad influye
en el tamafio corporal (véase apartado 3.3.2.1.), todas estas pruebas se realizaron
separadamente para las clases de edad 4 y 5 (las mas representadas en la muestra
analizada).

Considerando la problematica asociada a la separacién entre “size” y “shape” y puesto
que algunos grupos cromosomicos difirieron tanto en el tamafio corporal como en el
mandibular (véase apartado 3.3.2.1.) se decidio analizar los datos corregidos y sin corregir
por el tamafio, y posteriormente comparar los resultados. Asi, los analisis que se detallan
a continuacion se llevaron a cabo por duplicado; por un lado utilizando las medidas sin
corregir, y por otro utilizando los valores de los factores obtenidos en el analisis de
componentes principales de grupos multiples excluyendo el vector medida (Thorpe 1988;
Ventura et al. 2002).

3.3.1.4. Obtencion de distancias morfoldgicas y fenogramas

Con la finalidad de establecer las relaciones existentes entre grupos cromosémicos se
emplearon los analisis de funci6n discriminante y de variables canoénicas. Por un lado, el
discriminante se recomienda para el estudio de dos o mas grupos en los que se han tomado
como minimo los valores de dos parametros (Sokal y Rohlf 1995), ya que permite
determinar cudles son las mejores variables para discernir entre grupos y clasificar los
distintos especimenes en sus grupos correspondientes (Burity et al. 1999). Por otro lado,
el analisis candnico es una herramienta de gran utilidad en los estudios morfoldgicos en
los que se comparan grupos con una elevada variabilidad individual, ya que maximiza la

variacién entre grupos respecto a la variacion dentro de los grupos (Albrecht 1980). A
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continuacién se obtuvieron las distancias de Mahalanobis al cuadrado (D?) entre los
centroides de los distintos grupos cromosémicos, y a partir de éstas, calculando la raiz
cuadrada, las distancias morfolégicas de Mahalanobis (D). Tal y como se hizo en el estudio
de los caracteres no métricos, la matriz de distancias morfoldgicas se emple6 para elaborar
dos tipos distintos de fenogramas, uno jerarquico mediante el UPGMA y uno no jerarquico
aplicando el MDS. Asimismo, también se calcul6 el MST y se superpuso a la representacion
tridimensional obtenida mediante el MDS.

Segin se expuso en el apartado 1.2.3.2., la mandibula se considera una estructura
compleja que puede dividirse en dos médulos funcionales principales: la regién alveolar
y el ramus ascendente (Atchley y Hall 1991). Con el objetivo de detectar posibles
diferencias entre ambas regiones morfogenéticas en los patrones de variacion entre grupos
cromosémicos, todos los analisis expuestos en el presente apartado se realizaron
separadamente para el total de la mandibula, para los caracteres de la region alveolar y

para los caracteres del ramus ascendente (véase apartado 2.2.2.)
3.3.1.5. Anélisis de los factores de aislamiento

En los analisis de los factores de aislamiento se obtuvieron nuevamente las matrices
de distancias geograficas y cromosémicas entre los distintos grupos, y a partir de éstas la
representacion grafica de las afinidades entre grupos cromosdmicos. Igualmente, las
matrices de distancias se compararon aplicando la metodologia explicada en el apartado
3.2.1.5. La comparacién de matrices se realiz6 en cada una de las regiones mandibulares
por separado y en el total de la mandibula. Adicionalmente, se analiz6 el efecto geografico
y cromosOmico en la variacion de cada caracter por separado. Para los analisis geograficos
se empled una regresion multiple en cada caracter, utilizando las coordenadas geograficas
(longitud y latitud) del centroide del grupo como variables predictoras (Diniz-Filho et al.
1999). Para evaluar el efecto cromosémico se utilizé el método que Diniz-Filho et al.
(1998) proponen emplear en estudios filogenéticos, sustituyendo la matriz de distancias
filogenéticas por la matriz de distancias cromosdmicas. Este método consiste en realizar
un andlisis de coordenadas principales (Sneath y Sokal 1973) con la matriz de distancias
filogenéticas (cromosémicas en nuestro caso) a la que se le ha aplicado la transformacién
del doble centro'®, extrayendo asi unos vectores y unos valores propios. Posteriormente,

debido a que los vectores propios resumen la variacion entre los grupos cromosémicos,

19 Del inglés double-center transformation.
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éstos se utilizaron como variables predictoras en andlisis de regresion independientes

para cada caracter (Diniz-Filho et al. 1999).
3.3.2. Resultados
3.3.2.1. Andlisis estadisticos previos

Por lo que respecta a las pruebas estadisticas previas, destacar en primer lugar que
aunque diecinueve ejemplares mostraron valores significativamente atipicos o extremos
para algunas DPMs, ninguno de ellos fue eliminado de analisis posteriores debido a que
no se encontraron evidencias de que estos valores fuesen debidos a algtin tipo de error de
medida o a algin desperfecto o deformaciéon del hueso dentario (Palmer 1994).
Adicionalmente, las pruebas de normalidad no rechazaron en ningun caso la hipétesis
nula de que los valores poblacionales de las distintas DPMs presentasen distribuciones
normales.

Respecto al dimorfismo sexual, poner de relieve que los fnachos y las hembras no
difirieron significativamente en la longitud del cuerpo y en el peso corporal en ninguno
de los grupos cromosémicos. Ademas, de los seis grupos estudiados mediante analisis
miultiples de la covarianza (MANCOVA) éolamente uno (2n = 31-33) mostrd diferencias
significativas entre machos y hembras en las medidas mandibulares (F = 2,38; p < 0,05).
Teniendo en cuenta estos resultados, y para evitar reducir en exceso el tamafio muestral,
se decidié analizar conjuntamente los datos correspondientes a machos y hembras.

Sibien las ANOVAs indicaron que el peso corporal y LCC difirieron significativamente
entre clases de edad, el andlisis multiple de la covarianza mostré que las medidas

mandibulares no lo hicieron; aunque si dependieron del tamafio corporal.
3.3.2.2. Analisis del tamaiio

Tanto el peso como la longitud total del cuerpo (LCC) difirieron significativamente
entre los distintos grupos cromosomicos de la clase de edad 4 (F =3,07; p<0,05y F =
3,53; p < 0,05 respectivamente) pero no entre los de la clase 5. Concretamente, las
diferencias en la clase 4 se detectaron entre el grupo 40St y los grupos 2n =28-30y 2n =
31-33 (p < 0,05 en ambos casos), indicando que los ratones estidndar fueron

significativamente mas grandes que los que presentaron de 7 a 12 fusiones (Figura 3-7).
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Figura 3-7. Valores de la longitud cabeza-cuerpo (LCC) de cada uno de los grupos cromosdmicos en las
clases de edad 4 (izquierda) y 5 (derecha). Las barras indican dos veces el error tipico.

En cuanto al analisis del tamafio mandibular, poner de relieve que la PC1 acumulé el
49,19% del total de la varianza, que todos sus factores estuvieron positivamente
correlacionados (es decir, que presentaron el mismo signo) y que oscilaron entre -0,307 y
-0,038. Este hecho puso de manifiesto que a pesar de no acumular un porcentaje muy
elevado de la varianza, el vector medida se ajust6 hasta cierto punto a los requisitos de
tamaiio (Bookstein 1989). Al comparar los valores de PC1 entre los distintos grupos
cromosomicos solo se detectaron diferencias significativas en la clase de edad 4 (F =
4,24; p < 0,01). La prueba de comparaciones multiples de Tukey puso de relieve que
dichas diferencias se dieron entre 2n = 31-33 y 2n = 38-39, y entre 40St y los grupos 2n =
28-30 y 2n = 31-33 (las 3 comparaciones con p < 0,05; Figura 3-8). A pesar de existir
diferencias significativas de tamafio entre algunos grupos cromosdémicos, la MANCOVA
evidenci6 también la presencia de diferencias en la morfologia mandibular no vinculadas

al tamafio corporal (F = 2,89; p < 0,05).
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Figura 3-8. Valores de 1a PC1 de cada grupo cromos6mico en las clases de edad 4 (izquierda) y 5 (derecha).
LaPCl1 se correlacioné negativamente con todas las DPMs, por lo que los grupos con valores més pequefios
de PC1 presentan mandibulas mas grandes.



Medidas mandibulares 113

3.3.2.3. Distancias morfoldgicas y patrones de diferenciacion
Mandibula completa

El analisis canénico de las medidas sin corregir por tamafio mostr6 que las dos primeras
variables candnicas fueron significativas y que entre ambas acumularon el 77% del total
de la varianza. La primera variable candnica explicé el 63% de esta varianza (lambda de
Wilks = 0,26; ¥*> = 280,65; gdl= 120; p < 0,01) y aunque implicé6 de manera bastante
equitativa numerosas DPMs, las cinco que mas se ajustaron fueron 2-3, 2-12, 3-5, 6-8 y
4-5. La varianza explicada por la segunda variable candnica fue del 14% (lambda de
Wilks = 0,55; > = 125,06; gdl=92; p <0,05) y las cinco DPMs que mas se ajustaron a esta
variacion fueron por orden de importancia: 7-8, 4-5, 6-8, 8-9 y 2-3. En el analisis de
variables candnicas realizado empleando las medidas corregidas por tamafio también las
dos primeras variables fueron significativas, aunque en este caso el porcentaje de varianza
explicado entre ambas fue ligeramente menor (73%). La primera explico el 58% del
total de la varianza (lambda de Wilks = 0,31; x> =246,89; df = 115; p <0.01), y la segunda
el 15% (lambda de Wilks = 0,57; ¢ = 117,40; df = 88; p < 0.05). El analisis de funcidon
discriminante permitid clasificar correctamente el 55,95% de los individuos en las medidas
sin corregir y el 57,71% en las medidas cbrregidas por el tamafio. En ambos analisis el
grupo que presenté una mayor proporcion de casos bien clasificados fue el grupo 40St,
mientras que el grupo que presentdé un menor porcentaje de especimenes correctamente
clasificados fue 2n = 38-39 (Tabla 3-9). En ambos anélisis aproximadamente el 35% de
los ejemplares de este grupo fueron asignados
al grupo 2n = 31-33. El resto de grupos Tabla 3-9. Porcer}tajes de ejemplares clz.tsiﬁcados

en su correspondiente grupo cromosémico en los

cromosémico mostraron porcentajes discriminantes calculados empleando medidas sin
corregir y medidas corregidas por tamafio.

intermedios de ejemplares clasificados

Grupo Medidas sin Medidas
correctamente. cromosémico corregir corregidas '
De las quince distancias de Mahalanobis 28-30 53,85 53,85
. . . . 31-33 72,31 75,38
(D) obtenidas, ocho fueron significativas en
34-37 36,00 40,00
el analisis de medidas sin corregir y siete 38-39 25.93 25.93
usando las medidas corregidas después de 40RD 34,78 34,78
aplicar la correccion secuencial de Bonferroni 408t 80,00 82,86
Total 55,95 57,71
(Tabla 3-10).
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Tabla 3-10. Distancias de Mahalanobis (D) entre grupos cromosdmicos obtenidas para el
total de lamandibula empleando las medidas no corregidas por tamafio (diagonal superior) y las
corregidas portamafio (diagonal inferior). ** p <0,01; * p <0,05; tras la correcci6én secuencial de

Bonferroni (N=15).

Grupo

. 28-30 31-33 34-37 38-39 40RDb 40St

cromosémico

28-30 - 1,289 1,809* 1,836* 2,027** 3,126**
31-33 1,212 - 1,558 1,465 1,917 2,819+%*
34-37 1,763* 1,576 - 1,728 1,960 2,976%*
38-39 1,552 1,392 1,655 - 1,441 2,284%+%
40Rb 1,825* 1,883* 1,837 1,444 - 1,838
40St 2,754** 2.519*%* 2,590** 2,041** 1,691 -

Los arboles construidos mediante el UPGMA presentaron un ajuste bueno tanto en las

medidas no corregidas como en las corregidas (r = 0,83 y r = 0,81, respectivamente).

Ambos diagramas fueron similares, excepto por el hecho de que el grupo 2n = 34-37 se

agrupé con el conglomerado formado por 2n = 28-30 y 2n =31-33 en las medidas no

corregidas, mientras que al emplear las medidas corregidas este grupo se unid a la

asociacion formada por el resto de grupos de la zona de polimorfismo (Figura 3-9).
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Figura 3-9. Dendrogramas
obtenidos mediante el método
UPGMA en los que se muestra las
afinidades entre grupos cromosémicos
en funcién de la matriz de distancias
de Mahalanobis, calculada con las
DPMs sin corregir por tamafio (gréfico
superior) y corregidas por tamafio
(gréafico inferior). Enel eje de abcisas
se muestra las distancias morfologicas
entre las distintas agrupaciones y r
representa el valor de correlacién
cofenética.

El MDS también mostr6
ajustes buenos en ambos
analisis (medidas no
corregidas: r=0,86 y s =0,00;
medidas corregidas: r = 0,87
y s = 0,00). Aunque la
situacién de los grupos difirié
en las representaciones MDS,

la posicion relativa entre ellos
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fue similar en ambos casos (Figura 3-10). Hecho que fue corroborado por la similitud

entre los valores de MST obtenidos en ambos analisis.

a) T

? 34-37

Dimensién 3

Dimensién 3

b) ‘\\\\
r=0,87

s=0,00

Figura 3-10. MDSs obtenidos a partir de las matrices de distancias de Mahalanobis para datos no corregidos

(a)y corregidos por tamafio (b). Se han superpuesto las agrupaciones y los valores (en negrita) hallados por el
método MST. La r muestra el coeficiente de correlacién cofenéticay las el estrés.

Region alveolar

El analisis de variables candnicas de los caracteres de la region alveolar sin corregir

por tamafio mostré un Unico vector significativo que acumulé el 68% de la variacién
(lambda de Wilks = 0,58; x* = 118,70; df =55; p < 0.01). Las DPMs que mas se ajustaron

a la primera variable fueron 2-3 y 2-12. Igualmente, en el analisis de variables canénicas

de caracteres de esta regién corregidos por tamafio solamente el primer vector canénico,

que acumulé el 75% de la variacion, fue
significativo (lambda de Wilks = 0,58; x> =
118,70; df =55; p < 0.01). El analisis
discriminante permitié en ambos casos
clasificar en el grupo correspondiente un
porcentaje de ejemplares proximo al 40%,
siendo el grupo 2n = 31-33 el que presento
una mayor proporciéon de especimenes
clasificados correctamente (Tabla 3-11). El
grupo con una porcentaje mas elevado de

ejemplares mal clasificados vari6 en el

Tabla 3-11. Porcentajes de ejemplares clasificados
correctamente en los discriminantes calculados
empleando medidas de laregion alveolar corregidas y

sin corregir por tamafio.

Grupo Medidas sin Medidas

cromosémico corregir corregidas
28-30 34,62 30,77
31-33 64,62 70,77
34-37 20,00 8,00
38-39 18,52 3,70
40RDb 13,04 21,74
40St 62,86 60,00
Total 41,85 40,09
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analisis de medidas sin corregir o corregidas; en el primer caso el grupo con mas

ejemplares incorrectamente clasificados fue 40Rb, mientras que en el segundo fue 2n =

38-39.

Las distancias morfologicas (Mahalanobis) fueron significativas en cuatro de las quince

comparaciones, tanto
usando las medidas no
corregidas como las
corregidas (Tabla 3-
12). Si
diagramas calculados
por el UPGMA fueron

muy distintos entre las

bien los

medidas corregidas y

las no corregidas

Tabla 3-12. Distancias de Mahalanobis (D) entre grupos cromos6micos obtenidas
empleando las DPMs de la regién alveolar no corregidas por tamafio (diagonal
superior) y corregidas por tamafio (diagonal inferior). ** p<0,01; * p<0,05; tras la

correccion secuencial de Bonferroni (N=15).

Grupo

28-30 31-33 34-37 38-39 40Rb 40St

cromosdémico

28-30 - 0,738 0,798 0,836 1,088 1,669**
31-33 0,622 - 0,923 0,917 1,422*% 1,824+
34-37 0,771 0,670 - 1,233 1,384  1,923%+
38-39 0,448 0,734 0,692 - 0,977 1,292
40Rb 1,080  1,412*%* 1,285 0,910 - 1,060
40St 1,496** 1,767** 1,609** 1,291 0,953 -

(Figura 3-11), el ajuste de ambos varié considerablemente. Asi, mientras que en las

medidas corregidas este ajuste fue bueno (r = 0,87), en las medidas no corregidas fue

28-30

31-33

r=10,76

34.37

38-39

40Rb

408t

0,5 1,0

1,5 2,0 2,5 3,0

Distancia de ligamiento

28-30

r= 0,87

38-39

31-33

34-37

40Rb

4085t

0,2 0,4

0,6

0,8 1,0 1,2 1,4

Distancia de ligamiento

pobre (r = 0,76). Esto podria
indicar que el UPGMA
obtenido en este ultimo caso
no es un tipo adecuado de
representacion grafica, lo que
provocaria las diferencias
observadas entre ambas
representaciones. De hecho,
al atender al MDS (Figura 3-

12), donde ambos ajustes

fueron muy buenos
(medidas no corregidas: r =

0,92 y s = 0,00; medidas

Figura 3-11. Dendrogramas
obtenidos mediante el método UPGMA
en los que se muestra las afinidades
entre grupos cromosomicos en funcién
de la matriz de distancias de
Mahalanobis, calculadaconlas DPMs
de laregion alveolar sin corregir por
tamafio (grafico superior) y corregidas
por tamafio (gréfico inferior).
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corregidas: r = 0,96 y s = 0,00), se aprecia que los diagramas son mucho mds parecidos

entre ellos que en el caso de los UPGMAs. Asi, en los dos MDS el grupo 40St quedé

claramente diferenciado del resto de grupos, siendo 40Rb el mas préximo (véase los

valores de MST en la Figura 3-12). Ademas, el grupo mas proximo a 40Rb, fue en ambos

casos, 2n = 38-39, y a su vez el méas proximo a éste fue 2n = 28-30.

a)

Dimension 3

b)

Figura 3-12. MDSs obtenidos a partir de las matrices de distancias de Mahalanobis para medidas de la region
alveolar no corregidas (a) y corregidas por tamafio (b). Se han superpuesto las agrupaciones y los valores (en
negrita) calculados por el método MST. Lar muestra el coeficiente de correlacion cofenéticay la s el estrés.

Ramus ascendente

Igual que en la regién alveolar, los anélisis canénicos de los caracteres del ramus

ascendente proporcionaron un tinico vector significativo. En las medidas no corregidas

por tamafio el primer vector candnico
acumulo6 el 71% de la variacién (lambda de
Wilks =0,52; y* =143,44;df=55;p<0.01)y
en las corregidas el 69% (lambda de Wilks =
0,57; x*> = 122,93; df =50; p < 0.01). Las
DPMs que mas contribuyeron a la primera
funcién canodnica fueron 4-5, 6-8 y 7-8. El
analisis discriminante permitié la correcta
clasificacién de, aproximadamente, un 40%
de los casos en ambos tipos de datos (Tabla

3-13). Asi, en las medidas no corregidas el

Tabla 3-13. Porcentajes de ejemplares clasificados
correctamente en los discriminantes calculados
empleando medidas del ramus ascendente corregidas
y sin corregir por tamaiio.

Grupo Medidas sin Medidas
cromosémico corregir corregidas
28-30 55,77 50,00
31-33 66,15 61,54
34-37 28,00 24,00
38-39 11,11 ' 7,41
40Rb 8,70 8,70
40St 54,29 54,29
Total 45,37 41,85
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45,37% de los ejemplares fueron clasificados en el grupo correspondiente; siendo el grupo

2n = 31-33 el que presentd un porcentaje mas elevado de casos bien clasificados y 40Rb

el que menos. En las medidas corregidas el porcentaje total de ejemplares bien clasificados

fue ligeramente menor (41,85%); aunque el grupo con el mayor porcentaje de individuos

bien clasificados también fue 2n = 31-33, el menor porcentaje correpondié a 2n = 38-39.

Cinco de las quince
distancias morfolégicas
fueron significativas
cuando se usaron
medidas corregidas por
tamafio. No obstante, al
emplear medidas no
corregidas el namero de
significaciones ascendid

a ocho (Tabla 3-14).

Tabla 3-14. Distancias de Mahalanobis (D) entre grupos cromos6micos obtenidas
empleando las DPMs del ramus ascendente no corregidas por tamafio (diagonal
superior) y corregidas por tamafio (diagonal inferior). ** p <0,01; * p<0,05; tras la
correccion secuencial de Bonferroni (N=15).

Grupo

P00 ]2830  31-33  34-37  38-39  40Rb  40St

cromosomico

28-30 - 1,016* 1,449** 1,607** 1,499%% 2309**
31-33 0,922 - 1,263* 1,120 1,056  1,656%*
34-37 1,374**  1,227* 1,101 0,881 1,413%*
38-39 1,275** 0,989 0,942 - 0,701 1,083
40Rb 1,264 0,975 0,765 0,662 - 1,108
40St 2,113** 1,544** 1328 1,075 1,122 -

Los dos UPGMAs calculados para las medidas de laregion del ramus ascendente fueron

28-30

r=10,70

31-33

34-37

38-39
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408t
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1,1 1,2

muy parecidos (Figura 3-13).
Asi,

ligeramente las distancias

aunque cambiaron
entre las agrupaciones, los
conglomerados formados
fueron idénticos. Los grupos
mas préximos entre si fueron
2n = 38-39 y 40Rb, los cuales
formaron la agrupacién basal.
A ésta se lesi unié 2n = 34-37
y posteriormente 40St. Los
grupos 2n = 28-30y 2n = 31-

33 formaron una agrupacion

Figura 3-13. Dendrogramas
obtenidos mediante el método UPGMA
en los que se muestra las afinidades entre
grupos cromosémicos en funcién de la
matriz de distancias de Mahalanobis,
calculada con las DPMs del ramus
ascendente sin corregir por tamafio
(grafico superior) y corregidas por
tamafio (grafico inferior).
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aparte del resto de grupos. Cabe destacar, no obstante, que ambos diagramas presentaron
un ajuste pobre (r < 0,7). Por el contrario los dos MDS mostraron un buen ajuste entre los
datos originales y las distancias obtenidas tras la agrupacion (medidas no corregidas: r =
0,88 y s = 0,00; medidas corregidas: r = 0,86 y s = 0,00).

Los dos MDSs también fueron muy similares, asi como los valores de MST (Figura 3-
14). En ambas representaciones los grupos méas proximos fueron nuevamente 2n = 38-39

y 40Rb, mientras que 40St fue el mas alejado del resto de grupos. De hecho el valor de

MST mas elevado fue entre 40St y 2n = 38-39.

a) > //\\

o 40Rb 38-39 N

313 556 /0,701

Dimension 3
Dimensién 3

Figura 3-14. MDSs obtenidos a partir de las matrices de distancias de Mahalanobis obtenidas a partir de las
DPMs del ramus ascendente no corregidas (a) y corregidas por tamafio (b). Se han superpuesto las agrupaciones y

los valores (en negrita) obtenidos por el método MST. Lar muestra el coeficiente de correlacién cofenéticay las el
estrés.

3.3.2.4. Analisis de los factores de aislamiento

Para poder comparar la matriz de distancias morfolégicas con dos de los posibles
factores de variacion se calcularon previamente las matrices de distancias geograficas y
cromosdémicas entre los grupos analizados (Tabla 3-15). La localizacion geografica del
centroide de cada grupo cromosémico y los valores asociados de longitud y latitud se
muestran en la Figura 3-15.

Los MDSs calculados a partir de las matrices de distancias de las dos variables
predictoras mostraron claras diferencias (Figura 3-16). Al igual que en los analisis
realizados a partir de los grupos empleados en el estudio de variaciéon no métrica, el MDS

obtenido a partir de la matriz de distancias geograficas mostr6 una clara separacion en la
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Tabla 3-15. Distancias geograficas lineales en quilémetros (diagonal inferior) y distancias
no sesgadas de Nei entre los centroides de los grupos cromosémicos establecidos en el
andlisis de medidas mandibulares (diagonal superior).

Grupo

. 28-30 31-33 34-37 38-39 40Rb 40St

cromosOmico

28-30 - 0,092 0,435 0,946 1,334 1,334
31-33 5,163 - 0,144 0,507 0,738 0,738
34-37 17,551 12,994 - 0,098 0,197 0,197
38-39 21,296 18,592 24,113 - 0,023 0,023
40Rb 28,324 25,041 27,790 7,473 - 0,000
40St 61,513 56,350 45,925 51,486 46,911 -

dimensidn 1 entre 40Sty el resto de grupos, lo que refleja el aislamiento a nivel geografico
de este grupo respecto al resto (véase Figura 3-15). Sin embargo el MDS de distancias
cariotipicas no revel6 tal separacién. Los grupos mostraron en este caso una separacion

mas o menos gradual, siendo 40St, 40Rb y 38-39 los mas préximos entre si, mientras que

31-33 y 34-37 fueron los que presentaron un valor de MST ma4s elevado.

5Km

P Tarragona

MAR MEDITERRANEO

] Barcelona

Grupo Latitud Longitud
28-30 41°34'N 1°82'E
31-33 41°34'N 1°76'E
34-37 41°29'N 1°63'E
38-39 41°S0'N 1°68'E
40Rb 41°54'N I°61'E
40St 41°38'N 1°09'E

Figura 3-15. Localizacion geografica de los centroides de los distintos grupos cromosémicos analizados en el
estudio de medidas mandibulares. En la tabla inferior se muestran las coordenadas geogréficas asociadas a estos

centroides.
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Dimensién 3
Dimension 3

Figura 3-16. MDSs calculados mediante las matrices de distancias geograficas (a) y cromosémicas (b) que se
muestran en la Tabla 3-15. Se han superpuesto las agrupaciones y los valores (en negrita) de MST.

Mandibula completa

Las pruebas de Mantel calculadas empleando las medidas no corregidas indicaron que
la diferenciacion morfoléogica de la mandibula completa se correlacioné
significativamente con la distancia geografica (r = 0,89; p < 0,05), pero no con la distancia
cromosoOmica entre los centroides de los grupos (r = 0,43; p > 0,1). A pesar de que la
variacién cromosOémica observada en la zona presenta una estructuracién geografica
(Giindiiz et al. 2001; Sans-Fuentes 2004), no se observd una correlacion significativa
entre las matrices de distancia geogréfica y cromosomica (r = 0,28; p > 0,1). Mientras
que la prueba parcial de Mantel entre la matriz de distancias morfologicas y la de distancias
geograficas fue significativa al mantener constante la variacion cromosémica (r = 0,88; p
< 0,05), no fue asi cuando se compararon las distancias morfolégicas y cromosémicas
manteniendo como constante el efecto geografico (r=0,39; p > 0,1). No obstante, aunque
la prueba no fue significativa, el valor de p tras la correccién secuencial de Bonferroni
fue muy préximo a 0,1, lo que sugirié cierto grado de dependencia. Los resultados
obtenidos con las DPMs corregidas por tamafios fueron muy similares, de modo que las
distancias morfolégicas se asociaron significativamente con las distancias geograficas
(Mantel: r = 0,87; p < 0,05. Parcial de Mantel: r = 0,86; p < 0,05) pero no con las
cromosémicas (Mantel: r = 0,40; p > 0.1. Parcial de Mantel: r = 0,31; p > 0,1). Los
coeficientes de determinacidn corroboraron este patrén (debido a la similitud entre los

valores obtenidos usando medidas no corregidas y corregidas s6lo se muestran los
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primeros). Entre variacion geografica y cariotipica explicaron un 82% de la variacion
morfolégica observada (R% ), mientras que el 18% de la variacion no fue explicada por el

modelo (d; Figura 3-17). Del total de la variacion, el 64% fue explicado sélo por la distancia
geografica (a), el 15% fue explicado conjuntamente por variacion geografica y
cromosomica (b), y el 3% lo explicé unicamente la variacién cromosémica (c).

¢=0,03

a=0,64 b=0,15 d=0,18

Distancia geogréfica = 0,79

Cariotipo = 0,18

Figura 3-17. Resultados de las pruebas parciales de Mantel empleando las distancias geogréafica y cariotipica
como variables predictoras de la divergencia morfoldgica entre los grupos cromosémicos establecidos en el
anélisis de las medidas mandibulares sin corregir por tamafio.

Region alveolar

Las diferencias morfolégicas en la region alveolar calculadas a partir de las medidas
no corregidas estuvieron asociadas significativamente con la variacion geografica (Mantel:
r=0,77; p <0,05. Parcial de Mantel: r = 0,77; p <0,1), pero no con las divergencias en el
cariotipo (Mantel: r = 0,20; p > 0,2. Parcial de Mantel: r = 0,03; p > 0,5). Lo mismo
sucedio con las calculadas a partir de las DPMs corregidas por tamafio. Es decir que la
variacion morfolégica estuvo asociada con la geografica (Mantel: r = 0,76; p < 0,05.
Parcial de Mantel: r = 0,75; p < 0,1) pero no con la cariotipica (Mantel: r = 0,23; p > 0,2.
Parcial de Mantel: r = 0,03; p > 0,5). Los coeficientes de determinacién asi lo mostraron.
Entre las dos variables predictoras explicaron el 60,47% de la variacion morfoldgica de

esta region, mientras que el 39,53% restante fue variacion no explicada (Figura 3-18). La

a=0,56 b d=0,40

PAAAL A A AL X

Distancia geografica = 0,60

Figura 3-18. Resultados de las pruebas parciales de Mantel empleando las distancias geograficay cariotipica
como variables predictoras de la divergencia morfolégica entre los grupos cromosémicos establecidos en el
andlisis de las medidas de la regidn alveolar sin corregir por tamafio. El asterisco representa la proporcién de la
variacién en laregién alveolar que fue explicada por las diferencias en el cariotipo (b +¢).
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distancia geografica explicé por si sola el 56,32%, la geografica conjuntamente con la

cariotipica el 4,11% y la cariotipica sola el 0,3%.

Ramus ascendente

La variacion en las medidas no corregidas del ramus ascendente se correlacioné
significativamente con la divergencia cariotipica cuando se excluy6 la variacién
geogréfica (r = 0,76; p < 0,05) y cuando ésta fue considerada (r = 0,76; p < 0,1). Sin
embargo, aunque la variaciéon morfoldgica se asocio significativamente con la distancia
geografica cuando no se tuvo en cuenta la divergencia cromosémica (r = 0,58; p <0,1), la
significacion desaparecid cuando se considero el factor cariotipico (r = 0,58; p > 0.1). En
esta region los valores obtenidos a partir de las DPMs corregidas por tamafio cambiaron
apreciablemente, presentando unas correlaciones mas similares. Atn asi, el patron de las
significaciones fue el mismo. Las distancias morfoldgicas se asociaron significativamente
con las geograficas en la prueba de Mantel (r = 0,65; p < 0,05) pero no en la prueba
parcial de Mantel (r = 0,64; p > 0,1). En cambio las asociaciones entre las distancias
cromosOmicas y las morfoldgicas fueron significativas en ambos casos (Mantel: r = 0,66;
p <0,1. Parcial de Mantel: r = 0,64; p <0,1). Al calcular los coeficientes de correlacion se
corrobord que en esta region mandibular ambos factores explicaron un porcentaje algo
mayor de la variacion que en la regién alveolar, el 72%; mientras que el 28% quedo sin
explicar (Figura 3-19). De toda la variacion, la distancia geografica explico el 14%, la
cromosOmica el 39%, y ambas conjuntamente el 19%.

a=0,14 b=10,19 c=0,39 d=0,28

Distancia geogréfica = 0,33

Cariotipo = 0,58

Figura 3-19. Resultados de las pruebas parciales de Mantel empleando las distancias geograficay cariotipica
como variables predictoras de la divergencia morfolégica en laregion del ramus ascendente.

Caracteres por separado

En el analisis geografico se emplearon como variables predictoras la longitud y latitud
de los centroides de los grupos (Figura 3-15 y Tabla 3-16). Los andlisis de regresion

multiple mostraron una correlacion significativa de las coordenadas geograficas en cinco
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Tabla 3-16. Grupos cromos6micos analizados en el presente
estudio con sus respectivos tamafios muestrales (n),

cuales mostraron coeficientes de  coordenadas geograficas de sus centroides y primer vector
propio derivado de la matriz de distancias cromos6micas.

de los 24 caracteres estudiados, los

determinacién muy elevados (Tabla 3-
Grupo n Longitud Latitud Primer Vector

28-30 52 41°34'N 1°82'E 0,832
3133 65 41°34'N 1°76'E 0,325
3437 25 41°29'N 1°63'E 0,059
38-39 27 41°50'N 1°68'E -0,201
40Rb 23 41°54'N 1°61'E -0,507
40St 35 41°38'N 1°09'E -0,507

17). En el andlisis del efecto
cariotipico sobre los caracteres
individuales solamente el primer
vector propio fue significativo,
acumulando €1 40,83% de la variacion.
Este vector (Tabla 3-16) se empleo

como variable predictora de la

variacion morfolégica mediante

analisis de regresiéon independientes para cada caracter. Siete de los 24 caracteres

mostraron una variacion significativamente dependiente de este vector, con coeficientes

de determinacion elevados (Tabla 3-17). El segundo vector propio, aunque no

significativo, acumul6 el 24,17% de la variacion. Al considerarlo junto con el primero en
Tabla 3-17. Patrones de variacion de los caracteres mandibulares obtenidos mediante la regresion de los caracteres
frente a variables geograficas (longitud y latitud) y cromosémicas (primer vector propio del analisis de coordenadas

principales) separadamente. Los resultados muestran los coeficientes de determinacién (R2), los valores de F y los
niveles de significacion.

Factor Factor Factor Factor
geografico Cromosomico geografico Cromosomico

DPM R’ F R? F DPM R? F R? F

1-2 0,042 0,065 0,003 0,011 5-6 0,922 17,828* 0,597 5,918%
1-12 0,650 2,785 0,319 1,876 5-8 0,592 2,180 0,504 4,062

2-3 0919 16,919* 0,581 5,552t 6-7 0,961 36,951** 0,380 2,447
2-12 0,801 6,0231 0422 2,921 6-8 0,743 4,338 0,746 11,778*

3-4 0,976 59,745** 0,631 6,830% 7-8 0,665 2,982 0,883 30,237**

3-5 0,862 9,360t 0,817 17,837* 79 0,575 2,026 0,728 10,730*
3-11 0,609 2,337 0,507 4,115 8-9 0,803 6,114 0,875 28,053%**
3-12 0,738 4,219 0,567 5,239  8-10 0,702 3,527 0,197 0,979
4-5 0,768 4,967 0,844 21,612** 9-10 0,807 6,255t 0,608 6,2137
4-8 0,866 9,716* 0,004 0,017 9-11 0,520 1,622 0,298 1,699
4-10 0,442 1,190 0,162 0,771 10-11 0,261 0,531 0,102 0,453
4-11 0,245 0,486 0,031 0,130 11-12 0,778 5,245 0,812 17,276*

T<0,1; * p<0,05; ** p <0,01 tras la correccion secuencial de Bonferroni (n = 24).
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los analisis de regresién multiple, los coeficientes de determinaciéon aumentaron pero sin
embargo, las significaciones disminuyeron, quedando cuatro caracteres significativamente
dependientes de la variacion cromosoémica.

Los coeficientes de determinacidn de las regresiones fueron elevados para la mayoria
de caracteres tanto para los analisis geograficos como para los cromosémicos, siendo en
general mas altos en los caracteres del ramus ascendente (Tabla 3-17 y Figura 3-20). Sin
embargo, cabe destacar que un grupo de caracteres de la regidon alveolar presentaron
coeficientes de determinacidon bajos en ambos casos, especialmente en los analisis
cromosémicos (Figura 3-20). Por otro lado, se pudo observar un grupo de caracteres,
tanto de la regién alveolar como del ramus ascendente, que mostraron coeficientes de
determinacion relativamente altos y en los que predomind, sin embargo, la variacién
geografica en frente a la cromosomica. Finalmente, se detect6 un tercer grupo de caracteres
(cinco del ramus ascendente y uno de la region alveolar) que exhibieron ambos

coeficientes elevados, pero en los que el componente cromosémico predominé sobre el

geografico.
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3.4. Discusion de los resultados
Analisis morfolégicos previos realizados en la zona de polimorfismo Robertsoniano

del noreste ibérico pusieron ya de relieve cierto grado de divergencia entre animales con

distinto cariotipo (Sans-Fuentes 2004). Los resultados obtenidos en el presente apartado
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son, en términos generales, congruentes con dicha informacioén y corroboran la existencia
de diferencias morfolégicas significativas dentro de la zona de estudio. Estos, revelaron
ademas, que los dos principales factores presuntamente implicados en dicha
diferenciacion, cariotipo y distancia geografica, explican conjuntamente la mayor parte
de la variacion observada; aunque dependiendo de la estructura o del caracter, la
importancia relativa de ambos factores puede verse alterada.

Antes de entrar a considerar otros aspectos de la variacion morfolégica se discutiran
los cambios de tamaifio. En primer lugar, valga indicar que a pesar de no detectarse
diferencias entre grupos cromosémicos en la clase de edad 5, en la clase 4 tanto el peso
como el tamafio corporal de los animales presentaron una clara tendencia a aumentar con
el nimero diploide. Asi, los animales de fuera de la zona de polimorfismo fueron los més
grandes, presentando una longitud cabeza-cuerpo y un peso significativamente mayores
que los animales con nimeros diploides bajos, concretamente los de los grupos 28-30 y
31-33. Los tres grupos restantes (34-37, 38-39 y 40Rb) mostraron tamafios intermedios
pero no se detectd en ningun caso diferencias con los otros dos grupos de la zona de
polimorfismo ni con los animales de localidades puramente estandar. Igualmente, en la
clase de edad 4 se observd la existencia de diferencias significativas entre grupos
cromosomicos en el tamafio mandibular, de manera que las mandibulas fueron de mayores
dimensiones al aumentar el nimero diploide. Si bien, el tamafio corporal podria ser el
causante de las diferencias observadas en el tamafio mandibular, los analisis de covarianza
mostraron que existen diferencias significativas en la morfologia mandibular no vinculadas
a los cambios de la longitud cabeza-cuerpo. Por otro lado, los analisis con datos corregidos
y sin corregir por tamafio mostraron patrones muy similares de divergencia fenotipica
entre grupos cromosomicos, lo que sugiere que los cambios de tamafio y de forma
(“shape”) mandibular observados en la zona de polimorfismo estudiada podrian estar
correlacionados. Cabe destacar no obstante, que a pesar de cumplir los requisitos
fundamentales como indicador de variacion de tamafio, el primer factor del analisis de
componentes principales acumulé menos del 50% de la varianza y mostré valores propios
que variaron considerablemente de magnitud, lo que presumiblemente sugiera la existencia
de una importante componente de forma (“shape™) en la PC1. Este hecho podria ser debido
a la propia naturaleza de los caracteres métricos empleados en este estudio; de hecho se
considera que los esquemas de triangulacién describen de manera eficiente la “shape ”
(Rao y Suryawanshi 1998; Rao 2000) porque consisten basicamente en distancias cortas,

espaciadas regularmente, con distintas orientaciones dentro de la estructura, y que ademas
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estan definidas por puntos morfométricos homologos desde el punto de vista bioldgico
(Zelditch et al. 2004).

Los patrones de diferenciacion mandibular observados en la zona de polimorfismo
Robertsoniano de Barcelona presentaron un elevado grado de concordancia con los
obtenidos mediante el estudio de los caracteres no métricos del craneo y de la mandibula.
Aunque por razones practicas los grupos establecidos en ambos analisis no fueron
exactamente los mismos, y en consecuencia las matrices de distancias y los fenogramas
no pudieron ser comparados directamente, los resultados obtenidos con ambos tipos de
caracteres mostraron pautas de variacion semejantes. Un hecho relevante fue, por ejemplo,
que los animales con cariotipo estandar de fuera de la zona de polimorfismo (40St) se
diferenciaron claramente de los grupos Robertsonianos, incluso de aquéllos mas proximos
cromosOmica y geograficamente. Solamente en los UPGMAs calculados a partir de los
caracteres del ramus ascendente y de los de la regidn alveolar corregidos por tamafio, el
grupo 40St no quedo separado de los demas grupos. No obstante, el ajuste de estos
fenogramas no fue muy bueno, exceptuando el de las medidas de la regién alveolar
corregidas por tamafio. En cambio, los MDSs (que presentaron siempre ajustes iguales o
mejores que los UPGMASs) mostraron una separacién clara de este grupo respecto a los
demds, siendo en todos los casos el grupo con un valor de MST més alto respecto el
grupo mas proéximo.

La diferenciacién morfoldégica de la raza estandar frente a poblaciones metacéntricas
ha sido observada también en otros sistemas Robertsonianos de M. m. domesticus (Thorpe
et al. 1982; Corti y Thorpe 1989; Said et al. 1999; Corti y Rohlf 2001; Hauffe et al. 2002).
Mientras que en algunos de estos estudios los animales estandar fueron utilizados como
grupo externo porque provenian de poblaciones distantes e incluso ecoldégicamente
diferenciadas respecto a los animales metacéntricos utilizados (Thorpe et al. 1982; Corti
y Rohlf 2001), en otros casos los especimenes con cariotipo estandar procedieron de
poblaciones adyacentes (Hauffe et al. 2002) o incluso simpétricas (Said et al. 1999). En
el presente estudio los animales 40St provinieron de localidades estdndar préximas a la
zona de polimorfismo Robertsoniano. En principio, entre estas poblaciones y las
metacéntricas no existe ninguna barrera geografica ni ninguna divergencia ecologica
evidente, por lo que no cabe esperar en principio una disrupcién brusca del flujo genético
o cambios fenotipicos acentuados vinculados al ambiente. A pesar de ello, hay que
considerar el posible efecto de la distancia geogréfica como barrera al flujo genético o
como indicador de pequefios cambios ambientales, circunstancia que se discutird mas

adelante.



128 Variaciéon morfol6gica

Mas alla de las diferencias observadas entre los animales de localidades estandar y los
grupos de la zona de polimorfismo, también se detectaron cambios significativos entre
algunos de los grupos Robertsonianos, en especial en las comparaciones que implicaron
a los animales con mayor nimero de metacéntricos. Asi, en el andlisis de los caracteres
no métricos el grupo 28-29 mostré diferencias respecto a 38-40Rb, y el grupo 30-32
respecto a 33-37. En el estudio de variacién en caracteres métricos el grupo 28-30 present6
distancias morfoldgicas significativas con el resto de grupos al analizar el total de la
mandibula y la region del ramus ascendente, mientras que la regién alveolar no mostrd
diferencias ostensibles entre este grupo y los demas Robertsonianos. También resaltar
que precisamente el grupo 28-30, junto con 31-33 y 40St, fueron los grupos que presentaron
mayores porcentajes de ejemplares clasificados correctamente en los analisis
discriminantes, indicando que fueron los mas diferenciados. Igualmente, en los rasgos
no métricos los grupos 28-29, 30-32 y 40St fueron los mas diferenciados, ya que mostraron
los valores de MU mas elevados. En general, en todos los analisis de variacion morfolégica,
tanto en caracteres no métricos como en medidas mandibulares, se observé un incremento
paralelo de las diferencias en el numero diploide y la divergencia fenética. De modo que
los grupos con numeros diploides mas préximos normalmente no mostraron distancias
significativas, pero a medida que las diferencias en el numero diploide aumentaron, las
divergencias morfoldgicas crecieron, y en la mayoria de casos aparecieron las
significaciones (Tablas 3-7, 3-10, 3-12 y 3-14).

Tal y como se expuso en el apartado 1.2.2.3. los caracteres no métricos presentan una
base genética reconocida, por lo que han sido ampliamente aceptados como marcadores
genéticos. Igualmente, numerosos estudios han puesto de relieve que la morfologia
mandibular presenta una compleja base genética (véase apartado 1.2.3.5.). Por tanto, las
variaciones observadas en ambos tipos de caracteres (cambios fenotipicos) pueden ser
debidas a causas genotipicas pero también ambientales. No obstante, en ambos tipos de
caracteres se intentd descartar posibles fuentes de variaciéon ambiental, se analizaron
numerosos rasgos y ademads todas las poblaciones estudiadas fueron comensales y
originarias de una region relativamente pequefia con condiciones climaticas similares.
De modo que, a priori, la divergencia morfolégica observada deberia obedecer
principalmente a una reduccién del flujo genético, mas que a factores ambientales. A
pesar de ello, no se puede descartar la influencia del ambiente en los cambios de caracteres
fenotipicos y, de hecho, la diferenciacion por distancia puede en principio indicar tanto

una reduccion en el flujo de genes como un cambio ambiental gradual. Ademas, el



Discusion 129

porcentaje de variacién no explicado por los coeficientes de determinaciéon puede
perfectamente estar englobando variacion ambiental, asi como otras fuentes de variacion,
como el error de medida.

Como se comentd en la introduccion del presente capitulo, dos posibles factores
susceptibles de intervenir en la reduccién del flujo genético entre grupds cromosoémicos
son la distancia geografica y la divergencia cromosomica. El efecto que pueden tener
éstos en la diferenciacion morfolégica ha sido previamente analizado en sistemas
Robertsonianos de M. m. domesticus del norte de Africay de Europa. En concreto, mientras
que la variabilidad morfolégica entre razas cromosomicas de los Apeninos fue consistente
con su origen geografico y ecoldgico (Corti y Thorpe 1989), las diferencias detectadas
entre las razas del sistema Rético- Lombardo (Thorpe et al. 1982; Corti y Rohlf 2001) asi
como entre las del sistema Tunecino (Said et al. 1999) lo fueron con la variacidn cariotipica.
Aunque en el presente estudio no se detecté en ningin caso una correlacion significativa
entre las distancias geograficas y las distancias cromosémicas de los centroides de los
grupos, andlisis previos han puesto de manifiesto que los cromosomas metacéntricos de
la zona de polimorfismo Robertsoniano de Barcelona muestran una distribucién clinal y,
consecuentemente, la variacion cromosdémica esta estructurada geograficamente (Giindiiz
et al. 2001; Sans-Fuentes 2004). Por lo tanto, los patrones de diferenciacion morfol6gica
observados podrian estar relacionados con la divergencia cariotipica, pero también con
la distancia geografica. En efecto, los resultados obtenidos en los anélisis de los factores
de aislamiento, realizados tanto en el estudio de polimorfismo en rasgos no métricos
como en el de variacién de la morfologia mandibular, indicaron que ambos factores estan
implicados en mayor o menor grado en la diferenciacion fenotipica detectada en la zona
de estudio.

En el analisis de caracteres no métricos, un elevado porcentaje de la variacién
morfolégica observada fue explicado por ambos factores. Cabe destacar que este
porcentaje fue incluso maés alto que el observado empleando el total de la mandibula, lo
que pone de relieve que estos rasgos pueden resultar de gran utilidad en el momento de
detectar patrones de diferenciacion en zonas similares a la zona de estudio. De hecho,
trabajos previos han considerado que los caracteres no métricos presentan buenos
resultados en analisis a pequeiia escala, es decir entre poblaciones estrechamente
emparentadas (Rosing 1984). Este hecho concordaria con los resultados aqui obtenidos,
ya que los animales estudiados pertenecen a la misma subespecie y son originarios de

una zona geografica muy concreta. Aunque las significaciones de las pruebas parciales
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de Mantel indicaron un mayor peso del cariotipo sobre la variaciéon morfologica en los
rasgos no métricos, el estudio de los coeficientes de determinacién mostro que la distancia
geografica explicé una mayor proporciéon de esta variacion. Sin embargo, el cariotipo
también explicé una parte significativa de la misma. De hecho, ciertos patrones
observados en los fenogramas también apuntaron en esta direccién. Por ejemplo, la
divergencia del grupo 40St parece obedecer principalmente al aislamiento geografico de
este grupo respecto todos los demas. Si nos fijamos en las Figuras 3-4 y 3-5 es posible
observar que este grupo esta claramente separado de los deméas grupos, mientras que
cromosomicamente 40St es muy semejante a 38-40Rb.

En el estudio de la morfologia mandibular ambos factores explicaron un porcentaje de
variacion muy semejante al observado para las variables no métricas. Ademas, en la
variacién de toda la mandibula el efecto geografico presentd también un papel mas
importante que la divergencia cariotipica, no llegando esta Gltima a correlacionarse
significativamente con la variacion morfolégica. No obstante, valga sefialar que los valores
de significacién fueron préximos a 0,1 tras la correccidon secuencial de Bonferroni,
indicando por tanto una cierta vinculacidén entre variaciéon mandibular y distancia
cromosoOmica.

A pesar de los resultados obtenidos al analizar la variacion mandibular total, cuando
se analizaron independientemente las dos principales regiones morfogenéticas se
observaron dos patrones claramente diferenciados. Asi, la variacién de la region alveolar
fue la que present6é un mayor porcentaje de variacion no explicada por los dos factores,
practicamente un 40%. Del 60% restante, casi toda la variacién fue explicada por la
distancia geografica (el 56%), mientras que las diferencias en el cariotipo explicaron por
si solas el 0,3% de la variacién en los caracteres de la region alveolar. Los resultados de
las pruebas de Mantel fueron también muy claros, evidenciando una ausencia de
correlacion entre distancia cariotipica y morfologica en esta regiéon mandibular. Por el
contrario, los cambios morfoldgicos del ramus ascendente se correlacionaron mas
estrechamente con la divergencia cariotipica que con la distancia geografica. Las pruebas
de Mantel y parciales de Mantel asi lo indicaron. El estudio de los coeficientes de
determinacion mostré que la mayor parte de la variacion explicada se ajust6 a las
diferencias cariotipicas.

El andlisis de los factores de aislamiento en los caracteres por separado también fue
consistente con lo observado en el estudio de las regiones morfogenéticas. Asi, el factor

geografico afect6 significativamente a caracteres de ambas regiones, pero en cambio la
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distancia cromosdémica afecté principalmente a caracteres del ramus ascendente; a
excepcion de la DPM 11-12 y la 3-5.

Por razones practicas, los aspectos referentes a como pueden estar afectando la
naturaleza genética y ontogénica de los caracteres mandibulares en los patrones de
diferenciacion fenotipica observados en la zona de estudio se tratardn con mayor detalle
en la discusidn general de la tesis, una vez desarrollados los temas de asimetria fluctuante
e integracion morfoldgica. En consecuencia, la discusién se centrard por el momento en
los posibles factores causales que pueden estar originando esta diferenciacion.

Los patrones de variacion morfoldgica detectados sugieren que lo que se observa en la
zona de polimorfismo Robertsoniano de Barcelona podria ser el resultado de una oleada
de avance de cromosomas metacéntricos en un trasfondo originariamente estandar, en el
que la distancia geografica y las diferencias cromosdmicas estarian actuando
conjuntamente como factores que promueven una disminucion en el flujo genético entre
poblaciones diferenciadas cariotipicamente. Los patrones de divergencia fenotipica
indican que existe una correlacién clara entre distancia morfolégica y separacion
geografica en la mayoria de caracteres, lo cual concuerda con lo observado a escala
cariotipica (Sans-Fuentes 2004). En cuanto al efecto de las diferencias cariotipicas,
destacar que en la actualidad se considera que los cambios cromosémicos pueden funcionar
como barrera al intercambio de genes por dos vias diferentes (véase apartados 1.1.3. y
3.1.): en primer lugar una disminucién de fertilidad en los individuos heterocigotos para
los cambios cromosémicos y, en segundo lugar, por una disminucién de la tasa de
recombinacidn en las regiones cromosémicas proximas a un cambio estructural.

La reduccion de fertilidad o de eficacia biolégica de los heterocigotos ha sido
considerada una importante barrera de aislamiento entre poblaciones diferenciadas
cromosémicamente (Searle 1993; Hauffe y Searle 1998). No obstante, la fuerza de este
tipo de barrera genética depende de la estructura de la zona hibrida en cuestion (polimorfica
en este caso). De este modo, las zonas hibridas escalonadas se consideran barreras
genéticas considerablemente mas débiles que las zonas hibridas estrechas y coincidentes,
especialmente si en estas ultimas se producen hibridos heterocigotos complejos o simples
multiples, particularmente infertiles (Searle 1993). Por lo tanto, considerando la estructura
de la zona de polimorfismo Robertsoniano de Barcelona (Giindiiz et al. 2001; Sans-Fuentes
2004), en principio no se espera una reduccién substancial del flujo genético debida a
una ineficacia de los heterocigotos. Sin embargo, la divergencia fenotipica y su

vinculacién con el cariotipo sugieren una disminucion del intercambio genético entre los
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grupos cariotipicos analizados. De hecho ya se coment6 en la introduccién que en la
zona de polimorfismo cromosémico estudiada los machos heterocigotos, especialmente
los que presentaron tres fusiones desaparejadas, sufrieron una reduccion significativa de
fertilidad (Sans-Fuentes 2004). La seleccion en contra de estos animales podria restringir
hasta cierto punto el flujo genético entre animales de cariotipo estandar y animales con
fusiones, lo que podria dar lugar a las divergencias fenotipicas detectadas en el presente
trabajo.

Por otro lado, tal y como se coment6 anteriormente, la supresion, la reduccién o el
cambio de los patrones de recombinacién originados por las reorganizaciones
cromosOmicas también pueden funcionar como barreras de aislamiento, reduciendo el
flujo de genes entre animales con y sin reorganizaciones. De este modo, también podria
suceder que las diferencias morfoldgicas observadas en la zona de estudio fueran debidas
a problemas en la recombinacién originados por la presencia de metacéntricos. La
existencia de este tipo de barrera coincidiria con el hecho de que a medida que las
diferencias en el namero diploide aumentan, la divergencia fenotipica también sufre un
~incremento. Ya que bajo este supuesto, al aumentar el nimero de reorganizaciones
cromosémicas se incrementaria también el nimero de genes ligados que sufririan una
disminucion de la tasa de recombinacion y por tanto cabria esperar un incremento de las
divergencias genéticas y, consecuentemente, morfologicas. Los resultados obtenidos en
algunos estudios también sugieren que los problemas en la recombinacién pueden
provocar una disminucion severa del flujo genético desde las poblaciones estdndar hacia
las Robertsonianas (Dumas y Britton-Davidian 2002; Castiglia y Capanna 2002). Estos
resultados parecen ser coincidentes con los patrones observados en el presente estudio,
en el que se observa que las diferencias morfologicas respecto los animales 40St aumentan
a medida que incrementa el nimero de fusiones. Ademas, mientras que la mayoria de
modelos clasicos de especiacién cromosdmica asumen un cierto grado de aislamiento
geografico (Rieseberg 2001), los modelos que proponen la disminucién de la
recombinaciéon como barrera principal al intercambio genético tienen la ventaja que se
ajustan a procesos de diferenciacién en paraptria o incluso en simpatria (Navarro y Barton
2003), que es como se cree que se han originado la mayoria de razas cromosomicas de M.
m. domesticus (Britton-Davidian et al. 1989; Nachman et al. 1994). Adicionalmente, si la
disminucién en las tasas de recombinacién es el factor principal de la reduccion en el
intercambio genético entre poblaciones diferenciadas cromosdmicamente, cuanto mas

amplia sea la distribucion de las reorganizaciones mayor la probabilidad de que se fijen
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- alelos incompatibles con los ya existentes en las poblaciones sin reorganizaciones, y por
tanto que estos alelos se queden atrapados en estas regiones propiciando cierto grado de
diferenciacién. Este hecho hace que las zonas de polimorfismo (o hibridas) cromosémico
anchas y escalonadas, como la zona de estudio, tomen fuerza como posibles puntos de
diferenciacion, mientras que si la disminucién de fertilidad es el factor principal de

aislamiento este tipo de zonas se consideran barreras poco eficientes (Searle 1993).








