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Capitulo 4. Efecto de la variacion cromoséomica sobre la

inestabilidad del desarrollo.
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4.1. Inestabilidad del desarrollo y asimetria fluctuante

El resultado del proceso de desarrollo, en el que intervienen tanto factores genéticos
como ambientales, es la produccion, a partir de un cigoto, de un organismo adulto con un
fenotipo concreto. Alteraciones graves durante este proceso pueden producir cambios
importantes en el fenotipo que podrian llegar a desembocar en un individuo poco eficiente
o inviable. Con el objetivo de evitar estos cambios, los organismos presentan una serie de
mecanismos reguladores del desarrollo que intervienen en el control y el mantenimiento
de los patrones de crecimiento. La progresion estable de estos patrones se conoce con el
nombre de homeostasis del desarrollo, la cual consta de dos elementos basicos: la
canalizacion y la estabilidad del desarrollo (Moller y Swaddle 1997). La canalizacién es
la produccion de un fenotipo consistente bajo un amplio espectro de condiciones genéticas
y ambientales, es decir, la progresién robusta de una ruta ontogénica concreta. En
consecuencia, un desarrollo altamente canalizado reduce los efectos del ambiente y del
genotipo (Moller y Swaddle 1997). Por otro lado, la estabilidad del desarrollo se define
como la producciéon de un fenotipo, predeterminado por disefio adaptativo, bajo un
conjunto de condiciones ambientales y genéticas concretas. Hace referencia, por tanto, a
la resistencia que muestran las rutas de desarrollo frente a accidentes y perturbaciones
que ocurren durante los procesos de crecimiento. Consecuentemente, un desarrollo
altamente estable produce el fenotipo ideal y cualquier pequefia perturbacion al azar que
afecte al proceso de desarrollo, también llamada ruido del desarrollo, resulta en un
crecimiento imperfecto o que se aparta de lo esperado bajo las condiciones genéticas y
ambientales dadas (Klingenberg 2003). En resumen, la diferencia entre canalizacién y
estabilidad es que la canalizacién representa el control del desarrollo bajo un rango de
condiciones ambientales y genéticas distintas, mientras que la estabilidad es la resistencia
a los errores aleatorios en unas condiciones genéticas y ambientales concretas (Moller y
Swaddle 1997).

Si bien algunos autores consideran que estabilidad e inestabilidad del desarrollo son
dos caras de una misma moneda (Klingenberg 2003), tradicionalmente en la literatura
especializada se ha diferenciado entre ambas. Ademas, algunos autores consideran que
no se puede medir cuan estable es en realidad el desarrollo pero si su inestabilidad (Moller,
comunicacioén personal). Por esta razén en lugar de hablar de estabilidad se hablara de

inestabilidad del desarrollo (DI'), que puede definirse como la incapacidad de producir

! Del inglés developmental instability.
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. un fenotipo determinado bajo un conjunto de condiciones genéticas y ambientales
concretas (Zakharov 1989; Moller y Swaddle 1997; Nijhout y Davidowitz 2003;
Klingenberg 2003).

En la actualidad existen numerosas medidas de DI (Moller y Swaddle 1997).
Desafortunadamente, la mayoria de ellas presentan un problema recurrente de complicada
resolucion: la dificultad de conocer a priori el fenotipo predeterminado de cualquier
organismo o poblacién. Sin embargo hay un tipo de caracteres que escapan a este
problema: los caracteres bilaterales simétricos. En aquellos caracteres bilaterales que
son verdaderamente simétricos el fenotipo predeterminado es conocido: los elementos
de los lados derecho e izquierdo deben ser iguales. Por lo tanto, cualquier desviacion de
la simetria perfecta obedece a una desestabilizacién durante el proceso ontogénico. La
estima de DI utilizada mas habitualmente es la asimetria fluctuante (FA?), que es el
resultado directo de la incapacidad de los individuos de llevar a cabo un desarrollo idéntico
en ambos lados de un caracter bilateral simétrico (Van Valen 1962; Moller y Swaddle
1997; Nijhout y Davidowitz 2003; Klingenberg 2003). La asimetria fluctuante incluye
pequeiias desviaciones al azar de la simetria perfecta (Palmery Strobeck 1992) y presenta
una relacion positiva con la DI, es decir, a mayores niveles de DI, mas altos los valores de
FA. La utilizacion de la FA como indice de DI presenta otra ventaja importante: los dos
lados de una estructura simétrica estan determinados por el mismo grupo de genes, y
ademas se desarrollan simultaneamente, por lo que el genotipo y el ambiente son lo mas
homogéneos posible. Esto determina que las diferencias observadas en este tipo de indice
se expliquen con mayor probabilidad por la DI que por la falta de canalizacion.

Asi pues, cambios significativos en los valores de FA pueden indicar alteraciones en
los niveles de DI. Ahora bien, cabe tener en cuenta que existen otros tipos de asimetrias
con las que se puede confundir la FA: la asimetria direccional y la antisimetria. La asimetria
direccional aparece cuando en una poblacién hay una propensién a que un lado concreto
del caracter sea mayor que el otro (Van Valen 1962). Algunos ejemplos tipicos de asimetria
direccional se dan en ciertos 6rganos internos de muchos mamiferos (por ejemplo los
pulmones, el corazon, el cerebro o los testiculos), en la posicidén de los ojos de los peces
planos, en las “orejas” de algunas especies de buhos, etc. La antisimetria ocurre cuando
un lado es mas grande que el otro pero el lado mayor varia en funcién del individuo (Van
Valen 1962). Mientras que en la asimetria direccional se puede predecir que lado sera

mayor en un individuo concreto, no sucede lo mismo con la antisimetria, que a pesar de

2 Del nombre inglés que recibe la asimetria fluctuante, fluctuating asymmetry.
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presentar ejemplos bien conocidos es poco habitual en la naturaleza. El ejemplo mas
conocido de antisimetria es el del tamaifio de las pinzas de ciertos crustaceos, especialmente
en los cangrejos violinistas, pertenecientes al género Uca. En estos animales el tamafio
de una de las pinzas es mucho mayor que el de la otra; no obstante el lado que presenta la
pinza mas grande varia en funcién del individuo.

Cada tipo de asimetria presenta unas propiedades estadisticas diferentes, lo que permite
identificarlas (Van Valen 1962; Palmer 1994). Asi, siendo D el valor de determinado
caracter en el lado derecho e I el valor de este mismo caracter en el lado izquierdo, un
caracter que presente asimetria fluctuante presentara una media poblacional de D — I
igual a 0 y una varianza que se distribuira de forma normal alrededor de esta media (Figura
4-1). No obstante, cabe sefialar que caracteres con

f
asimetria fluctuante también pueden presentar

distribuciones no normales. Asi, se ha sugerido que
las distribuciones leptocurticas, es decir, con mas
individuos de los esperados en el centro y en las colas

de la distribucién de frecuencias, también pueden ser

O {emmecorencncananmcncnan

indicativas de FA (Leungy Forbes 1997). Un caracter
©-D
con asimetria direccional presentard una media

Figura 4-1. Distribucién de los valores

poblacional de D — I distinta de 0, positiva si el lado de D -1 en caracteres tipicamente sin
. . . . . _ ninguna predisposicién genética hacia
mas grande es el derecho y negativa si es el izquierdo la asghneﬁ& P g

(por simple convencién en la férmula); y una

varianza que se puede distribuir de forma normal alrededor de esta media (Figura 4-2).
Los caracteres que presentan antismetria muestran medias poblacionales de D —I iguales
a 0, aunque los valores no se distribuyen de forma
normal alrededor de la media. La varianza presentara
en el caso ideal una distribucion bimodal (Figura 4-
3), es decir con dos picos, pero habitualmente esta
bimodalidad se transforma en una distribucién

truncada o platicartica, es decir con menos

individuos de los esperados en el centro de la

i
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-1 .. .
* ®-D distribucién.

Figura 4-2. Distribucion de los valores , . . . ,
de D - I en caracteres con asimetria No sélo las propiedades estadisticas varian entre

direccional. La distribucién en este caso
esnormal pero la media poblacional es

distinta de cero. hace su relacion con la inestabilidad del desarrollo.

los distintos tipos de asimetrias, sino que también lo
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A pesar de que algunos autores proponen emplear
también la asimetria direccional como estima de la
DI (Moller y Swaddle 1997; Graham et al. 1998),
otros en cambio descartan a priori la utilizacion de
cualquier asimetria que no sea la fluctuante,

argumentando que tanto la antisimetria como la

asimetria direccional presentan un componente
b -1

Figura 4-3. Distribucién de los valores
de%)-l encaracteres conantisimetria. Se (P almer y Strobeck 1986; Palmer y Strobeck 1992;

muestra el caso ideal representadopor  pa1er 1994; Palmer y Strobeck 2003). Mientras este
una distribucién bimodal. Sin embargo,

ésta no suele presentar los dos picos  tema sigue por resolver, la opcidon mas prudente es
diferenciados, pasando a ser platicurtica.

genético significativo, aunque no del todo conocido

utilizar la FA como medida de la DI y descartar
aquellos caracteres que presenten otros tipos de asimetrias (Palmer y Strobeck 1992;
Palmer 1994; Palmer y Strobeck 2003). Valga indicar no obstante, que existen algunos
casos evidentes de genes que afectan significativamente a los niveles de FA de uno o mas
caracteres (Klingenberg 2003; McKenzie 2003; Leamy y Klingenberg 2005). Asi, aunque
la heredabilidad de la FA es habitualmente muy baja o nula, se ha sugerido que la epistasis
podria generar cierto grado de variacion ge_nética para la FA que le permitiria desarrollarse
especialmente en poblaciones sujetas a cuellos de botella, hibridacion, o periodos de

cambios ambientales rapidos (McKenzie 2003).
4.2. Inestabilidad del desarrollo y zonas hibridas

Uno de los temas que mas interés ha despertado histéricamente en el estudio de las
zonas de hibridacién, especialmente en las cromosdémicas, ha sido la eficacia biologica
de la descendencia mixta entre las poblaciones parentales. De hecho, la pérdida de eficacia
en los hibridos ha sido considerada una de las principales barreras al flujo genético entre
taxones que se estan hibridando (Barton 1980; Barton y Hewitt 1985). Asi, los modelos
clasicos de especiacion cromosdmica proponen que la reduccién de fertilidad -una de las
componentes mds obvias de eficacia bioldgica- en los individuos heterocigotos para
ciertos cambios cromos6micos pueden funcionar como barrera al flujo genético entre
poblaciones con distintos cariotipos (White 1969; White 1978b; King 1993). A pesar de
las dificultades tedricas y empiricas que conlleva esta hipétesis (Rieseberg 2001), algunos

modelos de especiacién cromosémica en los que la subdominancia tiene cierto papel en
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la dinamica de las zonas de hibridacion, como el modelo de fusion monobraquial (Baker
y Bickham 1986), siguen siendo vigentes. No obstante, debido a la complejidad del propio
concepto de eficacia bioldgica y a la diversidad de factores que involucra, es dificil
disponer de una medida global de la misma en poblaciones naturales (Clarke 1995).

Paralelamente a la necesidad de disponer de una medida integradora de eficacia
biolbgica que permita evaluar la aptitud general de los hibridos, se ha postulado que la
entrada de cromosomas foraneos en un organismo podria producir una disrupcién de los
complejos de genes, lo que a su vez podria alterar los procesos de homeostasis del
desarrollo y producir un incremento en los niveles de FA (Soulé 1967). En este confexto,
la determinacion de los niveles de asimetria fluctuante para detectar posibles cambios en
la DI se ha erigido como el mas popular de los estimadores de eficacia bioldgica (Clarke
1995; Leung y Forbes 1997; Bourguet 2000; Hendrickx et al. 2003), y se ha empleado
frecuentemente en el estudio de zonas hibridas (para revision véase Tabla 8.2 en Alibert
y Auffray 2003). Aunque se espera que la DI esté positivamente relacionada con el estrés
y negativamente con la eficacia bioldgica, larelacion entre ésta y la primera se ha mostrado
algo heterogénea cuando los patrones han sido analizados a nivel poblacional (Clarke
1998b; Lens et al. 2002; Hendrickx et al. 2003), por lo que la validez de dicha relacion se
ha puesto en tela de juicio, llegando a ser el centro de un intenso debate (Moller 1997,
Clarke 1998a; Moller 1999; Lens et al. 2002). Sin embargo, cabe mencionar que una
asociacion de este tipo deberia estudiarse a nivel individual y no poblacional (Clarke
1998b), ya que las propiedades de las poblaciones estresadas podrian enmascarar dicha
relacion (Hendrickx et al. 2003). Aunque la asociacion entre estrés y FA ha sido
generalmente mas aceptada (Leary y Allendorf 1989; Parsons 1990; Parsons 1992; Leung
y Forbes 1997; Moller 1998; Badyaev et al. 2000; Leung et al. 2000; Lens y Van Dongen
2001; Rasmuson 2002), no todos los estudios han mostrado una relacion positiva entre
ambas (véase revision en Bjorksten et al. 2000; Leamy y Klingenberg 2005). No obstante,
a nivel tedrico se ha postulado que pueden existir mecanismos diversos que podrian
relacionar el estrés y la FA como, por ejemplo, el hecho de que los organismos necesitan
energia para compensar los desajustes que provoca el estrés, lo que podria suponer una
disminucién de la energia disponible para mantener la precisiéon durante el desarrollo
(Leung et al. 2000).

Existen ciertos factores, tanto genotipicos como ambientales, cuyo cambio representa
un aumento de la cantidad de ruido del desarrollo, lo que puede producir una

desestabilizacion de las rutas ontogénicas (Moller y Swaddle 1997). La coadaptacién
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. génica y la heterocigosidad han sido consideradas repetidamente como factores
genotipicos cruciales en el mantenimiento de la estabilidad del desarrollo en poblaciones
naturales (Graham 1992; Aliberty Auffray 2003). Aunque la importancia que se le atribuye
a ambas varia dependiendo de los autores, parece que existe cierto consenso sobre su
implicaciéon en dicha estabilidad (Alibert y Auffray 2003).

La coadaptacion corresponde al balance genético global que resulta de los procesos de
seleccién natural que actiian sobre las distintas poblaciones a lo largo de su historia
evolutiva (Alibert y Auffray 2003). Consecuentemente un cambio repentino de la
constitucién genética del organismo -como la que se da en casos de mutacion, intensa
seleccion direccional o de introgresion génica entre genomas que han evolucionado
independientemente (Clarke 1993)- puede alterar este balance (Soulé 1967; Graham
1992). No obstante, esta alteracion puede depender, entre otros factores, de los caracteres
observados y del tiempo de divergencia entre las poblaciones que se hibridan (Alibert y
Auffray 2003). De hecho, la mayoria de estudios que analizan la vinculacion entre balance
génico y DI se han llevado a cabo en zonas hibridas. Resulta destacable que en algunos
de estos trabajos no se hayan detectado alteraciones en los niveles de DI en los hibridos
entre grupos diferenciados genéticamente; incluso cuando estos mismos hibridos han
mostrado una reduccion significativa de la fertilidad o la supervivencia (véase revision
en Alibert y Auffray 2003). Asi, la impoﬁancia relativa de la coadaptacién como base
genética para la estabilidad del desarrollo es todavia incierta.

Por otro lado, la heterocigosis, definida como la frecuencia de Joci polimorficos, se
espera que aumente en las zonas de introgresion donde se da un intercambio de alelos
que se han fijado independientemente en las poblaciones diferenciadas. Clasicamente se
ha considerado que la heterocigosis esta correlacionada negativamente con la DI tanto
dentro como entre poblaciones (Alibert y Auffray 2003). La mayoria de evidencias que
apoyan esta hipdtesis provienen de estudios que muestran un aumento de distintos indices
de DI a medida que en las poblaciones disminuye la heterocigosis alozimica. En este
sentido, se ha sugerido que la habilidad de los heterocigotos para resistir las perturbaciones
que ocurren durante el desarrollo se origina por dos vias diferentes. Por un lado, mediante
la dominancia alélica, que enmascara la expresion de alelos recesivos deletéreos y, por
otro, por la superioridad intrinseca que se le atribuye a los heterocigotos, en los que se
postula que la eficiencia bioquimica y fisiolégica es més grande porque producen una
mayor variedad de productos bioquimicos (Alibert y Auffray 2003). No obstante, la

asociacioén entre DI y heterocigosis estd fundamentada Unicamente en evidencias
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correlacionales y los mecanismos concretos estan ain por demostrar.

La heterocigosis y la coadaptacion genémica estan estrechamente relacionadas y es
dificil modificar una sin afectar a la otra (Clarke 1993), por lo que es dificil encontrar
estudios que no sean ambiguos en este sentido. No obstante, hay cierto consenso en que
la DI en las poblaciones es un balance entre ambos factores asi como el resultado de las
presiones selectivas presentes y pasadas en las poblaciones objeto de comparacion
(Graham 1992; Clarke 1993). Un buen ejemplo de este tipo de balance se encuentra
precisamente en las zonas hibridas, ya que en los genomas hibridos se espera
simultaneamente un incremento de la DI debido a un disrupcién en la coadaptacion génica,
asi como una disminucidén de la misma por los efectos favorables de la heterocigosis
(Graham 1992). Por esta razén las zonas de hibridacion han despertado un gran interés
en los estudios de estabilidad del desarrollo.

En la mayoria de estudios iniciales sobre estabilidad del desarrollo en zonas hibridas
o bien no se detectaron cambios significativos en los niveles de DI, o bien se aprecié un
aumento de la DI en los hibridos (véase revisiéon en Graham 1992). Estos resultados
apoyaron la idea que cuando la divergencia entre taxones que se estan hibridando es
grande (especies o subespecies) el efecto negativo de la disrupciéon de la coadaptacion
supera los beneficios de la heterocigosis y se produce un incremento de la DI. No obstante,
desde la revision de Graham (1992), s6lo algunos estudios han evaluado la DI en zonas
hibridas naturales (Alibert et al. 1994; Freeman et al. 1995; Smith et al. 1997; Dosselman
et al. 1998; Chatti et al. 1999) y curiosamente, en contra de lo que cabria esperar, tres de
ellos han detectado una disminucién de la DI en los hibridos (Alibert et al. 1994; Freeman
et al. 1995; Dosselman et al. 1998; revision en Alibert y Auffray 2003). Precisamente, en
dos de estos tres trabajos, se analizan zonas hibridas entre subespecies, por lo que cabe
esperar cierta diferenciacion entre los taxones parentales. El caso contrario se encuentra
en el estudio de Chatti et al. (1999), en el que se observa un aumento de la DI en los
hibridos entre razas cromosdémicas dentro de la misma subespecie de raton, Mus musculus
domesticus. Asi pues, parece que no existe un patrén claro entre el estatus de los taxones
que se estan hibridando y los niveles de DI de los hibridos. Por esta razon se ha considerado
que el estudio detallado de los hibridos y las zonas de introgresiéon pueden ayudar a
documentar las presuntas condiciones genéticas que afectan a la estabilidad del desarrollo
(Alibert y Auffray 2003).

Cabe indicar, sin embargo, que los estudios sobre inestabilidad del desarrollo en zonas

hibridas o de introgresion no son excesivamente abundantes y que, ademads, existe una



Dl y zonas hibridas 143

gran heterogeneidad, tanto en el origen y la naturaleza de dichas zonas, como en el tipo
de caracteres y en las metodologias utilizadas en su estudio. Probablemente todo ello
haya influido en la gran diversidad de resultados observados. Adicionalmente, debe tenerse
en cuenta que la diversidad de los hibridos se ha menostenido a la hora de analizar la DI
en estas zonas, lo que podria contribuir a generar cierta confusion. Aunque trabajos mas
recientes han demostrado que numerosas zonas de hibridacién constan de clinas
escalonadas (Searle 1993; Parsons et al. 1993; Butlin 1998), la mayoria de los estudios
recopilados en la influyente revision realizada por Barton y Hewitt (1985) tratan
exclusivamente zonas hibridas con clinas coincidentes. Estas zonas han sido consideradas
barreras genéticas mas fuertes que las zonas de hibridaciéon amplias con clinas escalonadas
(Searle 1993), por lo que tradicionalmente han atraido mas la atencion que estas tltimas.
En las zonas estrechas los taxones parentales y los hibridos viven muy préximos o incluso
cohabitan las mismas areas. Esta podria ser una de las razones por la que frecuentemente
los estudios sobre DI en zonas hibridas han tratado los hibridos como un grupo homogéneo
(e.g. Graham y Felley 1985; Leary et al. 1985; Chatti et al. 1999), incluso cuando existen
evidencias claras de su heterogeneidad (Barton y Hewitt 1985; Graham 1992; Alibert y
Auffray 2003). Asi, por ejemplo, Barton y Hewitt (1985) indican que el término hibrido
puede ser equivoco porque sugiere la existencia de un anico fenotipo en lugar del habitual
amplio rango de recombinantes. Se ha obsérvado que el hecho de considerar los hibridos
como un grupo homogéneo puede llegar a afectar la distribucién normal de la asimetria
en el caso que la DI varie a lo largo de la zona de hibridacion, por lo que el muestreo local
dentro de la zona puede eliminar parte del problema (Graham 1992). Igualmente, se ha
puesto de relieve la necesidad de definir clases de introgresion cuando se pretenden estimar
parametros de eficacia bioldgica en las zonas hibridas (Arnold y Hodges 1995).

Desde que se publicara el trabajo de Graham (1992), en el que ninguno de los estudios
revisados trataba los cambios en la estabilidad del desarrollo vinculados al polimorfismo
cromosOmico, tan solo unos pocos articulos han evaluado los niveles de DI en zonas
hibridas cromosémicas (Dosselman et al. 1998; Chatti et al. 1999; Auffray et al. 2001).
De todos ellos, solamente en el trabajo de Dosselman et al. (1998) se separaron los hibridos
en diferentes subgrupos para analizar los niveles de FA. Pero la estructura del area
estudiada por estos autores (Dosselman et al. 1998) y la de la zona de polimorfismo
Robertsoniano de Barcelona son substancialmente distintas. La distribucion escalonada
de las clinas y el elevado polimorfismo cariotipico existente en el area de estudio sugieren

que ésta constituye un escenario apropiado para testar la hip6tesis propuesta por Graham
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(1992) acerca de la heterogeneidad de los “hibridos” (entiéndase como animales con
distinto grado de introgresion) en cuanto a los niveles de DI. Adicionalmente, a pesar de
la cantidad de trabajos referentes a distintos aspectos genéticos, morfolégicos y
ontogénicos de la mandibula de raton, hasta el momento no existe informacion acerca de
la sensibilidad de las distintas regiones funcionales de la mandibula a estrés genético en
zonas de polimorfismo Robertsoniano de M. m. domesticus. Teniendo en cuenta el interés
que suscita la organizaciéon modular de la mandibula, el analisis de los patrones de
variacion en los niveles de DI de las dos principales regiones funcionales de esta estructura
puede ser de interés para conocer mejor sus patrones de integracién (aspecto que se
estudiard con mayor detalle en el capitulo 5). Otro aspecto aqui considerado es la
comparacion de los resultados obtenidos mediante el estudio de los caracteres no métricos
y las medidas mandibulares. En la mayoria de trabajos de DI se ha empleado solamente
uno de estos tipos de caracteres, siendo poco frecuente la utilizaciéon de ambos. No obstante,
debe tenerse en cuenta que estas dos modalides de caracteres presentan ciertas ventajas y
ciertos inconvenientes en el andlisis de los niveles de FA (Palmer 1994), circunstancia
que las hace hasta cierto punto complementarias. Asi, se ha considerado aqui que el estudio
simultineo de ambos tipos de rasgos podria ayudar a conocer con mayor detalle los
cambios de DI a lo largo de la zona de estudio; a su vez, permitiria aportar informacién

relevante acerca del grado de sensibilidad de los dos tipos de caracteres al estrés génico.

4.3. Inestabilidad del desarrollo en caracteres no métricos

4.3.1. Métodos

4.3.1.1. Caracteres empleados y agrupacion de la muestra

De los 32 rasgos no métricos registrados en el craneo y la mandibula para el estudio de
polimorfismo epigenético (véase Tabla 2-2), 24 fueron bilaterales. No obstante, debe
tenerse en cuenta que en el caso de los caracteres meristicos, como los rasgos no métricos,
cuanto mayor es el rango de variacidn, mayor es el poder de deteccién de cambios en los
niveles de asimetria fluctuante (Swain 1987). Mientras que los rasgos hiperostéticos e
hipostéticos son generalmente caracteres del tipo ausencia/presencia, los foramenes suelen
presentar una mayor variaciéon. Por esta razdn, para los analisis de asimetria se
seleccionaron los 21 fordmenes bilaterales empleados en el estudio de polimorfismo no

métrico. Estos caracteres fueron los siguientes: 1) foramen preorbital, 2) foramen etmoidal,
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3) foramen frontal, 4) foramen interparietal, 5) foramen incisivo accesorio, 6) foramen
maxilar I, 7) foramen maxilar II, 8) foramen maxilar IV, 9) foramen palatino mayor, 10)
foramen palatino menor anterior, 11) foramen palatino menor posterior, 12) foramen
pterigoideo, 13) foramen oval, 14) foramen hipogloso, 15) foramen hipogloso interno
accesorio, 16) foramen supradentario, 17) foramen mentoniano accesorio, 18) foramen
masetero, 19) foramen del diastema, 20) foramen postalveolar y 21) foramen mandibular
(véase Tabla 2-2).

Considerando la necesidad de separar los animales de la zona de polimorfismo
Robertsoniano en distintas clases de introgresion (Arnold y Hodges 1995) y teniendo en
mente la estructuracién geografica de la zona de estudio (Giindiiz et al. 2001; Sans-Fuentes
2004), se decidio utilizar como indice de introgresion el numero diploide medio de las
localidades muestreadas. Asi, partiendo de este criterio, los 119 ejemplares en los que se
registraron las variables no métricas se distribuyeron en cuatro grupos dispuestos de forma
mas o menos concéntrica, que van desde poblaciones con nameros diploides altos, en la
periferia, hasta poblaciones con nimeros diploides bajos, en el centro (Figura 4-4). Estos
cuatro grupos fueron: el grupo St, formado por localidades puramente estandar, con

numeros diploides medios de 40 cromosomas; Rb I, formado por localidades de la zona
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(véase definicion de los grupos en el texto).
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de polimorfismo con numeros diploides medios entre 38 y menos de 40; Rb II, formado
por localidades de la zona de polimorfismo con nimeros diploides medios entre 32 y
menos de 38; y Rb III, que agrupé localidades de la zona de polimorfismo con nimeros

diploides medios entre 28 y menos de 32.

4.3.1.2. Pruebas estadisticas previas: deteccion de asimetria fluctuante y factores de variacion

Antes de empezar a comparar los niveles de FA entre los distintos grupos cromosomicos
se procedié a la realizaciéon de un conjunto de pruebas estadisticas previas, las cuales
persiguieron dos objetivos diferenciados. Por un lado, la deteccién estadistica de los
caracteres que presentasen otros tipos de asimetria que no fuese la fluctuante y por el otro
la identificacion de factores que influyeran en la variacion de los niveles de FA.

Tal y como se expuso en el apartado 4.1., a pesar de que existen distintos tipos de
asimetrias, la FA ha sido considerada el anico estimador fiable de inestabilidad del
desarrollo (Palmer y Strobeck 2003), ya que tanto asimetria direccional como antisimetria
surgen de una mezcla compleja de factores heredables y no heredables (Palmer y Strobeck
1992). Asi, aunque algunos autores proponen el uso de otros tipos de asimetria que no sea
la fluctuante como estimadores de la DI (Graham et al. 1993; Graham et al. 1998), para
evitar posibles problemas se descartaron de analisis posteriores aquellos caracteres
susceptibles de presentar antisimetria o asimetria direccional. A pesar de la propia
naturaleza discontinua de los caracteres no métricos, con el objetivo de identificar las
propiedades de las distribuciones de asimetria se aplicaron pruebas de normalidad Shapiro-
Wilk para muestras pequefias, se analizaron visualmente las distribuciones de (D - 1) y se
calcularon los correspondientes valores de curtosis y desviacién de cada caricter en cada
grupo cromosomico (Palmer y Strobeck 1992; Palmer 1994). Para ambos estadisticos la
prueba de significacién fue una t de una muestra (Palmer 1994). La presencia de
antisimetria se detectd mediante estas pruebas en las distribuciones con valores negativos
de curtosis o platictrticas. Adicionalmente, para detectar la existencia de asimetria
direccional se aplicé en cada grupo una prueba de Wilcoxon para pares de muestras
relacionadas entre los valores del lado derecho y los del lado izquierdo de cada caracter.

Numerosas condiciones ambientales que podrian provocar un aumento del ruido del
desarrollo son susceptibles de variar a lo largo del espacio y del tiempo (Moller y Swaddle
1997). En efecto, algunos estudios han puesto de relieve que el cambio de algunas de
estas condiciones produce alteraciones en los niveles de FA de las poblaciones afectadas

(Lens et al. 1999; Badyaev et al. 2000; Marchand et al. 2003). Por esta razén, el primer
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paso en la deteccion de los posibles factores de variacién que potencialmente puedan
alterar los niveles de FA fue evaluar el efecto de la localidad y el afio de captura. Para
ello, en cada grupo cromosdémico se compararon los valores de asimetria sin signo (|D -
I)) de aquellas localidades y afios de captura con mas de tres individuos aplicando en cada
caso una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.

Se ha observado que las diferencias intersexuales en las tasas de crecimiento pueden
provocar una sensibilidad diferencial a las condiciones de estrés en ambos sexos (Badyaev
et al. 2000). Para evaluar la posible existencia de dimorfismo sexual en los niveles de FA
se compararon independientemente en cada grupo cromos6mico los valores de asimetria
sin signo (|D - I|) de machos y hembras mediante una U de Mann-Whitney para pares de
muestras independientes. Asimismo, también se ha sugerido que los niveles de asimetria
fluctuante pueden variar durante la ontogenia (Hallgrimsson 1999; Kellner y Alford 2003).
Para descartar la edad como posible factor de confusién se compararon los valores de |D
- I| de las dos categorias de edad establecidas mediante el criterio de desgaste dentario
(véase apartado 3.2.1.2.), con una prueba U de Mann-Whitney.

Otro factor de variacion a tener en cuenta en los estudios de FA es el tamaifio, ya que la
dependencia de los valores de asimetria respecto al tamafio podria producir resultados
engafiosos bajo distintas condiciones (Palmer 1994). Asi, por ejemplo, si la FA presenta
una dependencia respecto al tamafio, y este varia entre los grupos estudiados, las
diferencias observadas en los niveles de asimetria pueden ser un artefacto debido a la
variacion en el tamafio y no a un cambio real en los niveles de asimetria. La dependencia
respecto al tamaifio se evalué dentro de cada grupo cromosémico y entre los distintos
grupos (Palmer 1994). En el primer caso, para cada caracter se calcul6 la regresion de |D
- I| respecto a los valores de longitud de cabeza y cuerpo (LCC), y ademas los animales se
separaron en tres clases de tamafio (< 80 mm, de 80 mm a 90 mm y de 90 mm o mads) y se
analizaron las posibles diferencias entre ellos mediante una prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis. En los andlisis del efecto del tamafio entre los grupos cromosdmicos se

calculd la regresion del logaritmo de la varianza de (D — I) respecto al tamafio medio del

caracter ((D+1)/2).

4.3.1.3. Comparacion de los niveles de asimetria fluctuante

En la actualidad existe un nutrido grupo de indices, tanto univariantes como

multivariantes, disponibles para estimar los niveles de FA (Palmer 1994; Palmer y
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Strobeck 2003). Aunque la utilizacién simultdnea de informacién procedente de distintos
caracteres debe hacerse con cierta precaucion, los rasgos tratados individualmente tienen
menos poder de deteccion de los cambios en los niveles de FA que el estudio simultaneo
de varios de ellos (Leung et al. 2000; Palmer y Strobeck 2003). Por ello, en el presente
estudio se emplearon ambos tipos de indices y adicionalmente se utilizaron pruebas de
comparacién multiple para los indices univariantes. Dos de los indices univariantes mas
populares, FA1 y FA4, fueron calculados en el estudio de DI en caracteres no métricos
para estimar los niveles de FA en los distintos grupos de introgresion. De acuerdo con la
nomenclatura establecida pdr Palmer (1994), FA1 corresponde al valor medio de |D -] y
FA4 a la varianza de (D — I). En el analisis de los niveles de FA de los caracteres no
métricos por separado, las diferencias entre grupos cromosémicos en FA1l y FA4 se
evaluaron mediante pruebas de Kruskal-Wallis y Levene respectivamente. No obstante,
para valorar las diferencias en los niveles de ambos indices empleando simultaneamente
todos los caracteres se aplico en cada caso una prueba de Friedman, y como pruebas de
muestras apareadas el estadistico de Wilcoxon. Asimismo, con el objetivo de evaluar la
concordancia de los niveles de FA de los distintos rasgos, en ambos indices se calculé el
coeficiente de Kendall.

En el presente estudio se calcularon ademaés tres indices multivariantes: FA11, FA12y
FA15. El primero, FA1l, considera que la asimetria en un individuo es la suma de la
asimetria sin signo de todos los caracteres estudiados; el indice en el global de la muestra
es el valor promedio de los indices de todos los individuos que la componen (Leary et al.
1985). FA12, s6lo puede calcularse en caracteres meristicos y se define como el total de
caracteres asimétricos que presenta un individuo sin importar la magnitud de las
diferencias entre lados; el valor muestral es la media de los valores individuales (Leary et
al. 1985). El tercero, FA15 (también llamado CFA3; Leung et al. 2000), es un indice no
paramétrico relativamente reciente que se basa la ordenacion de los valores de asimetria
sin signo. Para calcular este indice se ordenan los valores de |D - I| desde el mas alto al
mas bajo independientemente en cada caracter, y el indice para cada individuo se obtiene
sumando las posiciones en las que ha quedado dicho individuo en cada uno de los
caracteres (Leung et al. 2000). Los animales con niveles maés altos de asimetria presentaran
valores de FA15 mas bajos. Al no presentar distribuciones normales, los valores de estos
tres indices en los distintos grupos cromosdémicos se compararon mediante pruebas de
Kruskal-Wallis. Posteriormente, en aquellas comparaciones que se detectaron valores

significativos se emplearon pruebas U de Mann-Whitney para comparar entre pares de
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grupos cromosomicos.
4.3.2. Resultados
4.3.2.1. Pruebas previas

Puesto que el foramen palatino mayor practicamente no varié en ninguno de los grupos
observados y ademads sus valores de asimetria siempre fueron de cero, este rasgo fue
eliminado de andlisis posteriores y no se incluyé en la Tabla 4-1. Los resultados de las
pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk indicaron que de las 80 distribuciones de (D — 1)
estudiadas (20 caracteres por cuatro grupos cromosémicos), 71 fueron no normales, de
modo que solamente nueve se ajustaron a una distribucién normal. Estos resultados fueron
del todo predecibles dada la naturaleza discreta de los datos. Los analisis de curtosis
mostraron que ninguna de las distribuciones fue platicurtica (con valor negativo de
curtosis), por lo que se descart6 la presencia de antisimetria (Tabla 4-1). Ahora bien, de
las 80 distribuciones, 24 fueron leptocurticas, o lo que es lo mismo, mostraron valores
positivos y significativos de curtosis. Sin embargo, debido a la propia naturaleza de los
rasgos analizados (bilaterales, discretos y con pocos estados de caracter) la elevada
incidencia de leptocurtosis es un hecho normal. Ademads, se ha sugerido que si existen
diferencias individuales en la inestabilidad del desarrollo, las asimetrias producidas por
imprecisiones del proceso ontogénico presentaran distribuciones leptoctrticas (Gangestad
y Thornhill 1999), por lo que estas distribuciones pueden aparecer incluso cuando no
existe ninguna tendencia hacia la asimetria (Leung y Forbes 1997; Graham et al. 2003).
Asi pues, los caracteres con distribuciones leptocurticas se usan como indicadores de
inestabilidad del desarrollo (e.g. Dosselman et al. 1998). Entre todas las distribuciones
de (D -1), 11 presentaron una desviacion significativa, tres para el lado izquierdo y ocho
para el derecho. En todos los casos estas desviaciones fueron debidas a un tinico o a unos
pocos ejemplares, pero los valores de desviacién se vieron incrementados por el corto
rango de variacion de la mayoria de caracteres. Ademas, las pruebas de Wilcoxon refutaron
en todos los casos la existencia de asimetria direccional, ya que nunca se detectaron

diferencias significativas entre el lado derecho y el izquierdo.
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Tabla 4-1. Valores de tendencia central (mediana), dispersién (amplitud), desviacion y curtosis e indices de
asimetria (FA1 y FA4) obtenidos para los caracteres no métricos. n: tamafio muestral; EE: error estandar. Los
nombres de los caracteres asociados a la numeracion se muestran en la Tabla 2-4.

((ORDY . D-1
Caricter Grupo n Mediana Amplitud Media FA4 Desviacion EE  Curtosis EE FA1 EE
1 St 27 1,00 0 0,000 0,000 - - - - 0,000 0,000

RbI 22 1,00
RbIl 16 1,00
RbIIl 54 1,00
2 St 27 2,00
RbI 22 2,00
RbII 16 2,00
RbIHI 54 2,00
3 St 27 1,00
RbI 22 1,00
RbIl 16 1,00
RbIIl 54 1,00
4 St 27 1,00
RbI 20 0,25
RbIl 15 0,00
RbIll 54 0,00
5 St 27 1,00
RbI 22 1,00

1 0,045 0,045 4,690 0,491** 22000 0,953** 0,045 0,045

1 -0,063 0,063 -4,000 0,564%* 16,000 1,091** 0,063 0,063

2 0,037 0,112 0,702 0,325ns 6,546 0,639** 0,111 0,101

2 -0,111 0,256 -0,237 0,448ns 1,170 0,872ns 0,259 0,199

2 0,091 0,372 -0,034 0,49Ins 0,025 0,953ns 0,364 0,242

3 0,188 0,429 1,429 0,564ns 3,684 1,091** 0,313 0,363

3 0,037 0,414 0,409 0,325ns 0,896 0,639ns 0,370 0,275

0 0,000 0,000 - - - - 0,000 0,000

1 0,045 0,045 4,690 0,491** 22,000 0,953** 0,045 0,045

0 0,000 0,000 - - - - 0,000 0,000

2 0,000 0,075 0,000 0,325ns 11,661 0,639** 0,074 0,070

2 0,111 0,410 -0,094 0,448ns -0,366 0,872ns 0,407 0,251

3 -0,100 0,516 -0,796 0,512ns 1,727 0,992ns 0,400 0,358

2 -0,067 0,352 -0,004 0,580ns 0,537 1,121ns 0,333 0,238

2 -0,056 0,204 -0,251 0,325ns 2,151 0,639** 0,204 0,165

4 -0,111 0,949 0,506 0,448ns 0,075 0,872ns 0,704 0,447

3 0,273 0,589 0,167 0,491ns -0,044 0,953ns 0,545 0,355

RbIl 16 1,00 2 0,188 0,296 - 0,189 0,564ns 0,555 1,091ns 0,313 0,229
RbIll 54 1,00 4 -0,019 0,735 0,223 0,325ns 0,707 0,639ns 0,537 0,442

6 St 27 0,00 3 -0,148 0,516 -0,443 0,4481s 0,607 0,872ns 0,444 0,333
RbI 22 0,00 2 -0,045 0,331 -0,014 0,49Ins 0,510 0,953ns 0,318 0,227
RbIl 16 1,00 2 0,125 0,383  -0,060 0,564ns 0,055 1,091ns 0,375 0,250
RbIIl 53 0,50 3 0,245 0,535 0,498 0,327ns 0,380 0,644ns 0,472 0,369

7 St 27  L00 2 -0,037 0,191 -0,223 0,448ns 3,128 0,872** 0,185 0,157
RbI 22 1,00 3 0,045 0,331 1,663 0,491** 6,818 0,953** 0,227 0,279
RbII 16 1,00 1 0,063 0,063 4,000 0,564** 16,000 1,091** 0,063 0,063
RbHI 54 1,00 2 0,056 0,204 0,251 0,325ns 2,151 0,639** 0,204 0,165

8 St 27 1,50 2 -0,148 0,516 0,230 0,448ns -0,932 0,872ns 0,519 0,259
RbI 22 1,00 3 -0,045 0,712  -0,955 0491ns 1,123 0,953ns 0,500 0,452
RbII 16 1,00 4 0,188 0,963 1,515 0,564ns 3,804 1,091** 0,563 0,663
RbIll 54 1,00 4 -0,074 0,749 -0,035 0,325ns 0,526 0,639ns 0,556 0,440

10 St 26 2,00 4 -0,308 0,862 0,360 0,456ns 0,421 0,887ns 0,692 0,462
RbI 22 2,00 4 -0,091 1,325 0,193 0,491ns 0,156 0,953ns 0,727 0,779
RbII 16 1,75 4 -0,250 1,000 0,571 0,564ns 0,457 1,091ns 0,750 0,467
RbIll 54 1,25 6 0,130 0,907 0,140 0,325ns 2,492 0,639** 0,574 0,589

11 St 25 1,50 3 0,160 0,640 0,754 0,464ns 0,789 0,902ns 0,480 0,427
RbI 18 1,00 3 0,444 0,967 0,591 0,536ns -0,682 1,038ns 0,667 0,706
RbII 16 0,50 3 0,250 0,467 1,075 0,564ns 2,153 1,09Ins 0,375 0,383
RbIII 48 1,00 7 0,104 1,542 0,143 0,343ns 1,466 0,674ns 0,854 0,808
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Tabla 4-1. Continuacion.
-0 D-1|

Caricter Grupo n Mediana Amplitud Media FA4 Desviacion EE  Curtosis EE FA1 EE
12 St 27 1,50 3 0,074 0,533 0,525 0,448ns 0,733 0,872ns 0,444 0,333
RbI 22 1,00 4 0,000 0,762 0,000 0,491ns 0,888 0,953ns 0,545 0,450
RbIl 16 2,00 3 0,000 0,533 1,174 0,564ns 3,297 1,09Ins 0,375 0,383
RbHII 54 1,00 5 0,019 0,585 1,021 0,325ns 4,565 0,639** 0,389 0,431

13 St 27 2,00 3 -0,074 0,379 -1,033 0,448ns 3,356 0,872** 0,296 0,293
Rbl1 22 2,00 5 0,045 1,093 2,652 0,491** 9902 0,953** 0,500 0,833

RbII 16 2,00 2 0,063 0,329 0,028 0,564ns 0,766 1,091ns 0,313 0,229
RbIIl 54 2,00 5 -0,019 0,698 -0,570 0,325ns 3,058 0,639** 0,463 0,480

14 St 27 1,00 2 -0,111 0,256 -0,237 0,448ns 1,170 0,872ns 0,259 0,199
Rbl 22 1,00 3 -0,364 0,433  -0,556 0,491ns 0,580 0,953ns 0,455 0,355

RbIl 16 1,50 2 -0,375 0,383 0,421 0,564ns -0,454 1,091ns 0,500 0,267
RbII 54 1,25 4 -0,130 0,568 -0,054 0,325ns 0,974 0,639ns 0,463 0,367

15 St 27 0,50 2 -0,037 0,422 0,033 0,448ns -0,397 0,872ns 0,407 0,251
RblI 22 0,00 2 -0,045 0,426 0,042 0,49Ins -0,368 0,953ns 0,409 0,253

RbIl 16 0,00 2 -0,063 0,196 -0,392 0,564ns 3,616 1,091* 0,188 0,163
RbIll 54 0,00 3 0,056 0,544 0,497 0,325ns 0,407 0,639ns 0,463 0,329

16 St 27 1,00 3 0,037 0,575 0,508 0,448ns 0,437 0,872ns 0,481 0,336
Rb1 21 1,00 4 -0,143 0,829 0,305 0,50Ins 0,559 0,972ns 0,619 0,448

RbIl 16 0,75 3 0,000 0,533 1,174 0,564ns 3,297 1,091ns 0,375 0,383
RbIIl 53 1,00 3 -0,019 0,557 0,319 0,327ns -0,302 0,644ns 0,509 0,293

17 St 27 1,00 2 0,037 0,268 0,067 0,448ns 1,289 0,872ns 0,259 0,199
RbI 21 1,00 3 -0,190 0462 -3,974 0,501** 16,360 0,972** 0,190 0,462

RbII 16 1,00 1 0,063 0,063 4,000 0,564** 16,000 1,091** 0,063 0,063
RbIII 54 1,00 2 -0,019 0,132 -0,251 0,325ns 5,274 0,639** 0,130 0,115

18 St 27 1,50 5 -0,296 1,524 0,087 0,448ns 0,157 0,872ns 0,889 0,795
RbI 21 1,00 3 -0,238 0,590 -0,278 0,50Ins 0,122 0,972ns 0,524 0,362
RbII 16 1,00 2 -0,563 0,663 -1,043 0,564ns -0,549 1,091ns 0,563 0,663
RbIIl 54 1,00 4 0,056 0,733 0,079 0,325ns 0,669 0,639ns 0,537 0,442

19 St 27 1,00 4 0,037 0,652 0,403 0,448ns 2,552 0,872ns 0,407 0,481
Rb1 22 1,00 3 0,000 0,857 0,792 0,491ns 0,143 0,953ns 0,636 0,433

RbII 16 1,25 3 -0,375 0,517 -0,500 0,564ns 0,579 1,091ns 0,500 0,400
RbIIl 53 1,00 7 0,038 1,114 1,758 0,327** 8,402 0,644** 0,642 0,696

20 St 27 2,00 3 -0,185 0,541 -0314 0,448ns 0,233 0,872ns 0,481 0,336
RbI 21 2,00 2 0,190 0,262 0,355 0,50lns 0,603 0,972ns 0,286 0,214
RbII 16 2,00 4 -0,063 0,863 0,136 0,564ns 1,254 1,091ns 0,563 0,529
RbIIl 53 2,00 3 0,208 0,629 0,327 0,327ns -0,146 0,644ns 0,547 0,368

21 St 27 1,00 0 0,000 0,000 - - - - 0,000 0,000
RblI 22 1,00 1 0,045 0,045 4,690 0,491** 22,000 0,953** 0,045 0,045

RbII 16 1,00 0 0,000 0,000 - - - - 0,000 0,000
RbIII 54 1,00 1 -0,056 0,053 -3,992 0,325** 14,474 0,639** 0,056 0,053
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Las pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis no revelaron diferencias significativas
entre afios de captura en ninguno de los grupos cromosémicos analizados. Igualmente,
tampoco se detectaron diferencias significativas en los valores de asimetria sin signo
entre las distintas localidades que conformaron cada uno de los grupos cromosémicos.
Por otro lado, mediante las pruebas U de Mann-Whitney tampoco se apreciaron diferencias
en los niveles de asimetria sin signo entre ambos sexos ni entre las dos clases de edad
establecidas.

Al analizar la dependencia de los niveles de asimetria respecto al tamafio dentro de los
grupos cromosoémicos, en ningiin caso se observé que los valores de |D - I| dependiesen
significativamente del tamafio corporal (estimado mediante la LCC). Igualmente, las
pruebas de Kruskal-Wallis tampoco mostraron diferencias significativas en los valores
de la asimetria sin signo entre las tres categorias de tamario establecidas. En cuanto a la
dependencia del tamafio de los valores de asimetria entre los distintos grupos, no se detect6
ninguna significacién en las regresiones entre el logaritmo de la varianza de la asimetria

con signo y el tamarfio medio del caracter.
4.3.2.2. Comparacion de los niveles de asimetria fluctuante

Las pruebas no parmétricas de Kruskal-Wallis indicaron que los valores de FA1 de los
distintos rasgos no métricos (véase Tabla 4-1) no difirieron significativamente entre grupos
cromosdémicos. Igualmente, ninguno de estos 20 caracteres presentd valores significativos
del estadistico de Levene, por lo que las varianzas de (D —I), o lo que es lo mismo FA4
(véase Tabla 4-1), tampoco difirieron en los grupos de introgresion establecidos. No
obstante, la variacion en estos indices también se evalud considerando todos los caracteres
simultaneamente. En los analisis multivariantes las pruebas de Friedman revelaron
diferencias significativas en los niveles de FA4 (3> = 12,87; p < 0,01) pero no en los de
FA1 (*=6,72; p=0,09), en los que sin embargo el valor de p sugirié una cierta tendencia
a la diferenciacion. Al realizar las pruebas de Wilcoxon para pares de muestras se aprecio
en ambos indices que los pares de grupos Rb I-Rb II (FA1: Z=-2,15; p <0,05. FA4: Z =
~2,09; p < 0,05) y Rb II-Rb III (FA1: Z = -2,38; p < 0,05. FA4: Z = -2,05; p < 0,05)
difirieron significativamente. Los valores promedios de estos indices para todos los rasgos
no métricos estudiados mostraron el mismo patrdén de variacién en FA1 y en FA4, siendo
Rb II el grupo con los niveles mas bajos de asimetria, St con valores intermediosy Rb1y

Rb III con los mas elevados (Figura 4-5). Ademas, los coeficientes de Kendall obtenidos
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Figura 4-5. Valores medios de FA1 y FA4 de cada grupo croms6émico para los 20 caracteres no métricos

empleados. Las barras indican dos veces el error tipico.

mostraron concordancias significativas (FA4: W = 0,212; p < 0,05) o cercanas a la

significacion (FA1: W = 0,109; p <0,1).

El estudio de los tres indices multivariantes produjo unos resultados muy similares a

los obtenidos en el analisis simultaneo de los valores FA1 y FA4 en todos los caracteres.

Asi, aunque de los tres indices el Gnico que mostr6 diferencias entre grupos fue FA15 (y?
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asimetria, Rb I y Rb III con los mas altos (a excepcion de FA12 en el que St presentd

niveles mas altos que Rb I) y St con valores intermedios.

4.4. Inestabilidad del desarrollo en medidas mandibulares

4.4.1. Métodos
4.4.1.1, Muestra, criterio de agrupacion y error de medida

Debido a que los andlisis de FA son muy sensibles al error de medida (Palmer y Strobeck
1986; Palmer 1994), del total de los 227 ejemplares para los que se tomaron las medidas
mandibulares se eliminaron a priori 14 especimenes por presentar valores inusuales de
variacion intraindividual en determinados puntos morfométricos. De este modo en el
presente apartado se emplearon un total de 213 ejemplares, que se distribuyeron en los
cuatro grupos de introgresion descritos en el apartado 4.3.1.1. (véase Figura 4-4). Los
caracteres utilizados en el estudio de inestabilidad del desarrollo en caracteres métricos
fueron las 24 distancias entre puntos morfométricos utilizadas en el estudio de
polimorfismo morfolégico de la mandibula. El hecho de que todas las distancias se
tomaran por triplicado permitié evaluar la incidencia del error de medida, factor que
supone una importante fuente de variacion no deseada en los estudios de asimetria
fluctuante (Palmer 1994; Palmer y Strobeck 2003). Dicha incidencia se evalué por
separado en cada grupo cromosémico empleando un ANOVA factorial de modelo mixto,
con lado e individuo como variables independientes (Palmer y Strobeck 1986),
estimandose asi la variacion debida al error de medida frente a la verdadera variacion
entre lados. En los andlisis subsiguientes los valores de Dy de I de cada DPM se obtuvieron

calculando la media de las tres medidas tomadas en cada lado.
4.4.12. Pruebas estadisticas previas

A continuacion se procedié a la realizacion de las pruebas previas para la deteccion de
antisimetria y asimetria direccional, y de los posibles factores de variacion de los niveles
de FA. Para testar la existencia de FA se aplicaron distintos procedimientos. En cada
grupo cromosémico se representé graficamente y se inspecciond visualmente la
distribucion de los valores de (D — I) de cada caracter; adicionalmente se detectaron los

valores atipicos mediante la prueba de Grubbs (Sokal y Rohlf 1995). Los rasgos con
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valores atipicos fueron eliminados en el caso que existiesen evidencias de que hubiesen
sido provocados por un posible error de medida, un dafio en la estructura o algin
traumatismo (Palmer 1994). Seguidamente, para detectar desviaciones de normalidad,
en cada una de las distribuciones de (D — I) se emplearon la prueba de Kolmogorov-
Smirnov con la correccion de significacion de Lilliefors y 1a de Shapiro-Wilk para tamafios
muestrales pequefios (Sokal y Rohlf 1995). Adicionalmente, como ya se explicé para los
caracteres no métricos, se calcularon los estadisticos de curtosis y desviacion de todas las
distribuciones, asi como sus errores estandar, y se testaron mediante una t de student de
una muestra (Palmer 1994). Para evaluar la ocurrencia de la asimetria direccional en
cada uno de los caracteres métricos se empleo la significacion del término “lado” obtenida
en el ANOVA factorial calculada para valorar el error de medida (Palmer 1994).

Las diferencias en los valores de asimetria sin signo entre distintas localidades y entre
afios de captura se evaluaron en cada grupo cromosémico empleando ANOVAs (Chatti
et al. 1999) y pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis en aquellas muestras con mas
de cinco ejemplares. La existencia de dimorfismo sexual en los niveles de asimetria (|D -
I]) se evalu6 dentro de cada grupo cromosémico mediante un ANOVA. Asimismo, el
efecto de la edad también se analiz6 dentro de cada grupo cromosémico comparando los
valores de la asimetria sin signo de las dos categorias de edad definidas anteriormente
mediante un ANOVA. ‘

Tal y como se hizo para los caracteres no métricos, la dependencia de los vglores de
asimetria respecto al tamaifio se valoré dentro y entre grupos cromosdmicos. Dentro de
cada grupo cromosomico la dependencia del tamafio se analizé independientemente en
cadarasgo, considerando la significacion de las regresiones de los valores de |D - I| respecto
a la longitud de la cabeza y el cuerpo (LCC). La dependencia de la asimetria respecto al
tamafio entre los distintos grupos cromosdmicos se evalué mediante la regresion del
logaritmo de la varianza de (D - I) respecto al tamafio medio del caracter en cuestién (D
+ I)/2; (Palmer 1994). Adicionalmente, sobre el total de ejemplares se calcularon los
coeficientes de correlaéién no paramétricos (Spearman) entre los valores de [D -I|y (D +

I)/2 (Palmer y Strobeck 2003).
4.4.1.3. Comparacion de los niveles de asimetria fluctuante
Segun se ha comentado en el apartado 4.3.1.3., existen numerosos indices para valorar

los niveles de FA. En el estudio de inestabilidad del desarrollo en caracteres métricos de

la mandibula se utilizaron tres indices univariantes para estimar los niveles de FA en
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cada grupo cromosémico, dos de los cuales se utilizaron previamente en el cdlculo de FA
en caracteres no métricos: FA1l y FA4. El tercer indice univariante, no utilizado
anteriormente, fue FA10. Este indice se calcula como la diferencia entre la media
cuadratica del factor “interaccidén” y la media cuadrética del error, obtenidas ambas en el
ANOVA factorial de modelo mixto empleado para testar el error de medida, dividido
todo ello por el nimero de réplicas (Palmer 1994). El indice FA10 es el finico que permite
eliminar la varianza debida al error de medida, pero sélo puede aplicarse en caracteres en
los que se han tomado distintas réplicas (Palmer 1994), razén por la cual no pudo calcularse
en los caracteres no métricos. No obstante, el hecho de que su poder estadistico se vea
mermado por la importancia relativa de la varianza debida al error hace conveniente que
se emplee conjuntamente con otros indices (Palmer 1994). Para testar las diferencias
entre los grupos de introgresion en los distintos caracteres por separado se emplearon
pruebas de Levene para los valores de FA1, y pruebas F para pares de muestras en los
valores de FA4 y FA10. Estos altimos indices no son mas que varianzas y la prueba F es
un cociente entre las varianzas de los grupos que se estan comparando. La prueba de
Levene para FA1 es un ANOVA de un factor sobre los valores de |D - I| (Palmer 1994).
Igual que en el estudio de FA en rasgos no métricos, las diferencias entre grupos en los
niveles de asimetria no solamente se testaron caracter a caracter, sino que también lo
fueron empleando varios caracteres simultdneamente. Para los analisis multivariantes
los rasgos se agruparon en tres categorias, una formada por las medidas de la regién
alveolar, otra por las medidas del ramus ascendente, y la tercera agrupando ambas regiones,
es decir con todos los caracteres mandibulares a la vez. Los anélisis multivariantes se
basaron en la comparacion simultdnea de los valores de FA1 de los rasgos pertenecientes
a una misma categoria y también de los valores de dos indices multivariantes (FA1l y
FA15), que se calcularon para cada agrupacion de rasgos. Para la comparacion simultanea
de los valores de FA1 de varios rasgos se emple6 una variacion de la prueba de Levene
(Palmer 1994). Este procedimiento se emplea especificamente para detectar diferencias
en los niveles de FA entre muestras y consiste en un ANOVA factorial en el que |D -1} es
la variable dependiente, y el grupo y el caracter son los factores fijos (Palmer 1994). En
estos ANOVAs, las diferencias entre pares de grupos cromosdémicos (pruebas post hoc)
se evaluaron mediante pruebas de comparacion multiple para muestras de tamafio desigual
HSD de Tukey (Spjotvoll y Stoline 1973). Antes de comparar los niveles de los indices
multivariantes entre grupos cromosdémicos, se evalu6 la normalidad de FA11 y FA15
mediante pruebas de Kolmogorov-Smirnov. Mientras que FA15 presenté una distribucién

normal, FA11l no se ajustd a esta distribucién, por lo que los niveles de FA1l de los
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distintos grupos se compararon mediante pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis y
los de FA15 mediante ANOVAs.

Con el objetivo de detectar una posible relacién entre los niveles individuales de FA y
el grado de heterocigosidad estructural se calculd el coeficiente de correlacion de rango
gamma entre el nimero de fusiones en estado heterocigoto y los valores de (D —I) de
cada caracter; y también entre la primera variable y los valores de FA11 y FA15 obtenidos
para cada region morfoldgica. Esta prueba se realizo por duplicado, primero en el total de
los datos y posteriormente empleando solamente los especimenes heterocigotos (Chatti
et al. 1999).

4.4.1.4. Concordancia entre caracteres

Para testar la concordancia entre caracteres dentro de los grupos cromosémicos se
aplic6é una variacion de la prueba de Levene para caracteres multiples (Palmer 1994).
Esta prueba es un ANOVA factorial de modelo mixto sobre los valores de [D - I| con el
caracter como factor fijo y el individuo como factor aleatorio. Adicionalmente, para cada
indice univariante (FA1l, FA4 y FA10) y cada conjunto de caracteres se calcul6 el
coeficiente de concordancia de Kendall para valorar la correlacion de los valores de FA
de los distintos rasgos a lo largo de los cuatro grupos cromosémicos (Alibert et al. 1994;
Alibert et al. 1997). Finalmente, para obtener una estima global de FA en cada grupo
cromosomico a partir de los indices univariantes, se calcul6é los valores de R,
separadamente para FA1, FA4 y FA10 en las tres agrupaciones de caracteres (Soulé 1967).
R, representa la suma de los valores de asimetria de los caracteres con distribuciones de
FA después de transformar los valores de los distintos grupos en posiciones ordinales, de

menor a mayor (Alibert et al. 1997).
4.4.2. Resultados
4.4.2.1. Anélisis estadisticos previos

En el analisis del error de medida, el factor interaccion obtenido en el ANOVA factorial
de modelo mixto fue significativo en las 96 pruebas realizadas (24 caracteres por cuatro
grupos), poniendo de relieve que la variacion entre lados fue significativamente mayor
que el error de medida en todos los casos (Apéndice 3).

En ningun caso se observaron diferencias significativas en los valores de |D - I| entre
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localidades de muestreo, afios de captura, sexos o clases de edad. Consecuentemente, en
los andlisis subsiguientes los ejemplares se agruparon considerando solamente el grupo
cromosomico.

No se detectd dependencia del tamafio ni dentro, ni entre grupos cromosémicos.
Ademas, de los 24 coeficientes de correlacion no paramétricos entre |D - I| y (D + 1)/2
calculados en el total de la muestra, solamente el de la DPM 7-9 fue significativo (r =
0.277; p<0.01; n=213).

Las pruebas de Grubbs detectaron un total de 20 ejemplares que mostraron valores
atipicos o extremos para alguno de los caracteres, pero al no existir evidencias de que
dichos valores fuesen debidos a un error de medida, dafio, o traumatismo en la estructura
ninguno de ellos fue eliminado (Palmer 1994). Las pruebas de normalidad rechazaron la
hipotesis de que las distribuciones de los valores de D — 1 fuesen normales en cinco de las
96 pruebas de Kolmogorov-Smirnov (Rb II, DPMs 1-12, 2-12 y 6-7; Rb III, DPMs 7-9 y
8-10), y en cuatro pruebas de Shapiro-Wilk (Rb II, DPM 2-12; Rb III, DPMs 1-12,2-12 y
9-11). Adicionalmente, las pruebas de desviacién y curtosis desvelaron que seis
distribuciones presentaron valores significativos de desviacion y 12 distribuciones fueron
leptocurticas (Tabla 4-2). No obstante, ninguna distribuciéon mostré valores negativos y
significativos de curtosis (platicurtosis), por lo que en todos los casos se desestimo la
existencia de antisimetria.

Del total de distribuciones de (D —I) analizadas, 16 presentaron valores significativos
de asimetria direccional: en el grupo St, DPMs 3-4, 4-8, 4-10, y 5-6; en el grupo Rb 1, 3-
4,4-8,4-10,y 7-8; en Rb I, 3-4,4-8,y 4-10; en Rb 111, 3-4, 4-8, 4-10, 5-6, y 7-8 (Apéndice
3). Aunque los indices de FA fueron calculados para todas las DPMs, y se muestran por
tanto en la Tabla 4-2, aquellos caracteres que en algiin grupo cromosémico presentaron

distribuciones con asimetria direccional no se consideraron en analisis posteriores.
4.4.2.2. Niveles de asimetria fluctuante en rasgos y en regiones mandibulares

Los valores de FA1, FA4 y FA10 de cada caricter en cada grupo cromosémico se
muestran en la Tabla 4-2. En el andlisis de los niveles de asimetria de los caracteres por
separado, la prueba de Levene entre grupos cromosomicos en los valores de |D - I| no
revel6 diferencias significativas tras la correccidon secuencial de Bonferroni. De todas las
pruebas de F para FA4, nueve fueron significativas: tres entre los grupos Sty Rb II (DPM
1-12: F 33 46 = 2,695; p < 0,05. DPM 8-9: F 35 46 = 2,642; p < 0,05. DPM 9-10: Fos a6 =
2,854; p <0,05), una entre Sty Rb III (DPM 1-2: F(33, 0= 2,196; p <0,05), dos entre Rb I
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yRbII(DPM2-3:F; ,,=2,174;p<0,1.DPM 8-9:F ;, , =2,610;p<0,05), dos entre Rb
Iy RbIII (DPM 1-2: F,, ., =2,213;p <0,05. DPM 2-3: F ,, ,, =2,248; p <0,05), y una
entre Rb Il y Rb III (DPM 1-2: F ,, ., =2,188; p <0,05). Solamente tres pruebas de F para
FA10 fueron significativas: dos entre Sty Rb II (DPM 8-9: F(27, 28— 3,034; p <0,05. DPM
9-10: F(zo’ 26" 2,970; p<0,1)y unaentre Rb Iy Rb Il (DPM 8-9: F =3,026; p <0,05).

En los analisis multivariantes, la version modificada de la prueba de Levene revelo

(43,29)

diferencias en los niveles de FA en las tres agrupaciones de caracteres mandibulares
establecidas. Estas diferencias se detectaron tanto entre grupos cromosémicos (region
alveolar: Fmss[) =3,758; p <0,05. Ramus ascendente: me) =2,741;p <0,05. Mandibula
sassny = 46,851
p < 0,001. Ramus ascendente: F(“m) =9,748; p <0,001. Mandibula completa: F

completa: F100,=2,854;p < 0,05) como entre caracteres (region alveolar: F
8371
30,602; p < 0,001), pero en ningin caso en la interacciéon entre ambos factores. En el
analisis de la mandibula completa las pruebas post hoc indicaron que los niveles de FA
no difirieron entre los animales estandar y los Robertsonianos, pero si entre algunos grupos

de Robertsonianos. Asi, los niveles de FA1 fueron significativamente mayores en Rb I

0,15 que en Rb III (p < 0,05), y aunque las
0,14 diferencias entre Rb I y Rb II no fueron
0,13 significativas, la p rondé la significacidén
0,12 (Figura 4-7). Igualmente, en la region
2 I
& 0,11
2
2 o0 1 . .
’ Figura 4-7. Valores medios de FA1 de cada grupo
0.09 cromosémico en las tres agrupaciones de caracteres
’ establecidas (grafico superior, mandibula completa;
0,08 grafico inferior izquierda, regidn alveolar; gréfico
inferior derecha, ramus ascendente). Las barras
0,07 indican dos veces el error tipico.
St Rbl RbII RbIl
0,15 0,15
0,14 0,14
0,13 -1 0,13
0,12 0 - 0,12
2 0,11 1 2 0,11
— o
% ’ o] g ’ N
=] =
= 0,10 0,10
001 0,09 I {
0,08 0,08
0,07 0,07
St Rbl RbII Rb III St Rbl Rb 11 Rb III

Grupo Grupo
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alveolar los valores de FA1 fueron significativamente mayores en Rb I que en Rb III (p <
0,05). Las diferencias entre St y Rb I estuvieron proximas a la significacion (Figura 4-7).
Para la agrupacion de caracteres del ramus ascendente, las diferencias significativas se
detectaron entre St y Rb II (p < 0,05), presentando este segundo grupo unos valores de
FA1 menores (Figura 4-7). En general, los valores de FA1 de la region alveolar fueron
mayores que los del ramus ascendente en todos los grupos Robertsonianos, mientras que

en los ejemplares estandar los valores de

FA1 fueron similares en ambas regiones oH

(Figura 4-8). De hecho, el ANOVA factorial 0,13

mostr6 que las diferencias en los niveles de 0,12 - -

FA1 de ambas regiones fueron E 0.11 1 1 ‘ l

significativas (F = 11,526; p < 0,01), = wo| | l |

mientras que la interaccion entre region 0 T I
0,09

morfoldgica y grupo cromosémico no lo
fue. _ 0,08

Por otro lado, aunque ninguno de los dos

Alveolar Ramus ascendente
Region morfogenética

indices multivariantes calculados (FA11 y

. e . .. . Figura 4-8. Valores medios de FA1 de cada grupo
FA15) mostré diferencias significativas cromosdmico en las dos regiones mandibulares. El

color azul corresponde al grupo St, el verdeaRb 1,

cromosémi
entre los  grupos 0somi1cos elrojoaRbIlyelnegroaRbIIL

establecidos, los valores de FA15 para el

conjunto mandibular y para la regién alveolar estuvieron rozando la significacion.
Adicionalmente, los patrones apreciados para ambos indices fueron practicamente los
mismos que los detectados para el analisis multivariante de FA1; exceptuando el valor de
FA15 del grupo St en el conjunto de la mandibula (Figura 4-9).

La prueba gamma no revel6 la existencia de una correlacién entre el nimero de fusiones
en estado heterocigoto y los valores individuales de |D - I| de los caracteres por separado,
ni en el total de datos, ni en los especimenes heterocigotos. [gualmente, tampoco se observo
ninguna correlacion entre el nimero de fusiones en heterocigosis y los valores de FA11 y

FA15 de las distintas agrupaciones de rasgos.
4.4.2.3. Concordancia entre caracteres

Las diferencias observadas en los niveles de FA entre individuos y entre caracteres

dentro de cada grupo cromosémico fueron significativas en todos los casos (p < 0,001),
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indicando que algunos rasgos fueron mas estables que otros durante el desarrollo, y que

al considerarlos a todos conjuntamente los niveles de FA variaron entre ejemplares.

0,24 2300
2200 T
0,22 -
_ | - . 2100 - 1
< —_ <
5 020 j s 2000 L
g g 0
E [ S q iw] 2 o
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0,18 — L A
e 1800 1
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Figura 4-9. Valores medios de FA11 (izquierda) y FA 15 (derecha) obtenidos en cada grupo cromosdmico para las
tres agrupaciones de caracteres establecidas (superior, mandibula completa; medio, regién alveolar; inferior, ramus
ascendente). Las barras indican dos veces el error tipico.
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El coeficiente de concordancia de Kendall fue significativo solamente para FA4 en los
caracteres del ramus ascendente (W = 0,406; p < 0,05). Aunque en el resto de pruebas
este coeficiente no fue significativo (region alveolar: FA1, W = 0,230; FA4, W = 0,291;
FA10, W = 0,190; ramus ascendente: FA1, W = 0,238; FA10, W = 0,206; mandibula
completa: FA1, W = 0,080; FA4, W = 0,059; FA10, W = 0,036), se observé una cierta
tendencia a la concordancia en ambas regiones morfogenéticas, especialmente en la
muscular. Considerando este tltimo resultado, una buena estima de la ordenacion de las
muestras en funcidon de los niveles de FA se obtuvo mediante los valores de R, (Soulé
1967; Alibert et al. 1997). En la region alveolar los valores de R, de los tres indices fueron
més elevadosen Rb1 que en Sty menores en Rb Il y RbIII que en Rb 1 (Figura 4-10). En
la regién del ramus ascendente los valores mas altos se obtuvieron siempre en el grupo
St; los valores fueron mas bajos en Rb I, mds aun en Rb II, y mayores en Rb III que en Rb

II. Para la mandibula completa, R, fue

mas elevado en Rb I que en St (excepto

a) -
o ] en FA1l) y menor en Rb Il y Rb III que
50 en los grupos anteriores.
40 |
& 30 Figura 4-10. Valores de Rj de cada
grupo cromosdmico para los indices FA1,
20 FA4 y FA10 en las tres agrupaciones de
caracteres establecidas (grafico superior,
10 mandibula completa; grafico inferior
CIFAL izquierda, regién alveolar; grafico inferior
CIFA4 derecha, ramus ascendente).
0 HWFA10
St RbI Rb1I RbIN
30 30
20 ] 20
= B = -
10 10
[JFA1l CJFAl
CIFA4 (IFA4
0 mFA10 0 mFA10
St RbI RbII RbIII St Rb1 RbII RbIIT

Grupo Grupo
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4,5, Discusion de los resultados

Graham (1992), tras revisar los resultados obtenidos en distintos estudios sobre
inestabilidad del desarrollo en zonas hibridas postulé que algunas poblaciones hibridas
pueden ser una combinacion de subpoblaciones con ‘distintos niveles de DI. A pesar de
que el estado actual de conocimiento de la zona de estudio sugiere que se la trate como
unaregion de polimorfismo Robertsoniano en vez de como una zona hibrida cromosomica,
se considera que los procesos evolutivos que puedan estar ocurriendo en ella pueden ser
comparables a los que puedan ocurrir en una zona de hibridacién cromosémica tipica. En
consecuencia, cabe suponer que los resultados aqui obtenidos pueden ser extrapolables,
hasta cierto punto, a zonas de hibridacién. Dado que la FA se considera una medida de la
DI en caracteres morfoldgicos bilaterales (Palmer y Strobeck 1986; Zakharov 1989) y
que los niveles de FA difirieron significativamente entre grupos de introgresién de la
zona de polimorfismo Robertsoniano del noreste peninsular, los resultados obtenidos
concuerdan con la hipétesis de Graham. En particular, aunque en los analisis de los
caracteres por separado solamente algunas DPMs presentaron valores de FA
significativamente distintos entre algunos grupos de introgresion, en el estudio simultaneo
de miltiples variables, tanto los rasgos no métricos como los métricos mostraron en estos
grupos cambios significativos en los niveles de FA. En este sentido, hay que tener en
cuenta que la relacion entre FA y estrés es habitualmente débil y heterogénea cuando se
basa en caracteres individuales (Leung y Forbes 1996), por lo que los analisis que
impliquen varios rasgos son necesarios para incrementar la probabilidad de detectar dicha
relacion (Leung et al. 2000). De hecho, los caracteres por separado mostraron pequeiias
divergencias en los niveles de FA entre grupos cromosémicos pero patrones de
diferenciacion parecidos, de modo que cuando las diferencias se analizaron de forma
global (analisis multivariables), éstas tuvieron un efecto aditivo que llevé a la significacion.
Las concordancias obtenidas en los caracteres no métricos y en cada una de las dos
regiones mandibulares por separado asi lo sugieren; ya que aunque no todas fueron
significativas, la mayoria rozaron la significacién, mostrando algunas de ellas valores
relativamente elevados.

Individualmente los caracteres no métricos mostraron una menor sensibilidad que los
caracteres métricos a la hora de detectar cambios en los niveles de FA, ya que de los 20
rasgos empleados ninguno mostr6 diferencias significativas entre grupos de introgresion,

mientras que cinco de las 19 medidas mandibulares divergieron al menos entre dos de los
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grupos. Estos resultados concuerdan con el hecho de que los rasgos no métricos,
especialmente aquellos con un pequefio rango de variacién, han sido considerados
indicadores de DI menos sensibles que los caracteres métricos (Swain 1987). No obstante,
el nimero de animales en los que se registraron los rasgos no métricos fue bastante menor
que el de animales en los que se tomaron las medidas mandibulares, lo que podria estar
afectando a las significaciones. A pesar de ello, en los analisis multivariables los rasgos
no métricos demostraron ser efectivos, evidenciando diferencias significativas en FAI,
FA4 y FA15, y presentaron ademas patrones de variacién muy similares a los obtenidos
con las medidas mandibulares. Aunque de los tres indices multivariables empleados sé6lo
FA15 mostrd cambios significativos en los niveles de asimetria, hay que tener en cuenta
que cuando la curtosis es elevada -como se observé para buena parte de los caracteres-
los valores de FA obtenidos de indices no paramétricos de suma de rangos (como es
FA15) proporcionan mayor poder estadistico que los demas indices (Leung et al. 2000).

En todos los grupos Robertsonianos los valores promedios de FA1 del ramus ascendente
fueron sustancialmente menores que los de la region alveolar, indicando que los caracteres
de esta altima parecen mostrar una mayor sensibilidad al estrés de tipo genémico. Aunque
no se han encontrado trabajos que corroboren esta suposiciéon, se ha sugerido que los
factores de estrés pueden afectar a la DI del-organismo de un modo similar al margen de
su origen (Freebairn et al. 1996). Asimismo, se ha demostrado que los caracteres
mandibulares de ciertas especies de musaraifia difieren en su sensibilidad a los cambios
ambientales, quedando la variacién inducida por el estrés confinada a la regién anterior
de la mandibula (Badyaev et al. 2000). En este sentido, se ha argumentado que la baja
canalizacién genética y ambiental de los caracteres de la regién alveolar los podria hacer
mas sensibles a las perturbaciones, no tan s6lo ambientales, si no también genéticas,
asociadas con el estrés (Badyaev y Foresman 2000).

En la zona de polimorfismo Robertsoniano del noreste peninsular se observaron dos
patrones basicos de variacion de los niveles de FA de los grupos cromosoémicos, con
algunas pequefias variaciones dependiendo del indice o de la agrupacién de caracteres
analizados. Por un lado, el observado en los caracteres no métricos, en la region alveolar
y en la mandibula completa y, por otro, el detectado en la regiéon del ramus ascendente.
En el primer caso se observd: i) una clara tendencia hacia el incremento de la FA en el
grupo cromosémico Rb I respecto a las poblaciones pertenecientes a la raza estandar
(exceptuando FA12 en los rasgos no métricos y Rj para FA1 en la mandibula completa);

ii) una reduccion de los niveles de FA respecto a este grupo en las poblaciones con un
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-numero intermedio de fusiones céntricas (Rb II); iii) un incremento (en los rasgos no
métricos) o una falta de variacion (en las medidas mandibulares) respecto a Rb II en las
poblaciones con los nimeros diploides mas bajos (Rb III). El segundo patrén se observo
en todos los indices calculados para el ramus ascendente. En este casd se detecté una
disminucién progresiva de los valores de FA desde el grupo St hasta Rb II y una ligera
recuperacion de los valores de asimetria en Rb III, sin llegar a los niveles de St.

A la luz de estos resultados, deberia tenerse en consideracién que la DI en poblaciones
naturales es el resultado del balance existente entre factores favorables y perjudiciales de
origen tanto genémico como ambiental (Moller y Swaddle 1997). Asi, diferentes
condiciones ambientales a lo largo del espacio y/o el tiempo podrian afectar los resultados
observados. No obstante, los ANOVAs y las pruebas de Kruskall-Wallis realizadas entre
localidades de muestreo y entre afios de captura no indicaron en ningin caso diferencias
significativas en los niveles de FA de ningun caracter. Es mas, los grupos de introgresion
estuvieron compuestos por varias localidades de muestreo y varios afios de captura con
condiciones ambientales supuestamente heterogéneas. De este modo, cabe asumir que
las diferencias observadas en los niveles de FA fueron debidés mas probablemente a
factores genéticos que ambientales. Tal y como se expuso en la introduccion del presente
capitulo, los principales factores genéticos que se asocian a los cambios de DI son la
heterocigosidad y la coadaptacion gendmica. En las poblaciones que estan hibridandose
se espera tanto un incremento de la heterocigosis como una disrupcién de la coadaptacion
genémica (Graham 1992). Aunque el incremento en la heterocigosis se ha asociado con
una reduccion de la DI (Leary et al. 1983; Leary et al. 1984; Clarke 1993), en algunos
estudios no se ha detectado dicha relacion (Wooten y Smith 1986; Auffray et al. 1999,
Vollestad et al. 1999). Por otro lado, se ha argumentado que la disrupcion de la
coadaptacion incrementa la DI (Graham y Felley 1985; Zakharov 1989), pero hasta el
momento esta relaciéon no ha sido demostrada de manera concluyente (Graham 1992).
En la zona de estudio se observé un incremento de la DI de algunos caracteres, aunque en
otros este parametro disminuyé. Estos resultados sugieren que, a pesar de que ambos
factores estan actuando en la zona, el efecto que tienen depende de los caracteres
analizados. Buen ejemplo de ello se observa en la mandibula, en la que el ramus ascendente
presenta un patrén claramente distinto al de la region alveolar. En esta tiltima, la disrupcioén
de la coadaptacion parece ser mdas importante que el supuesto incremento de la
heterocigosidad (especialmente en Rb I), posiblemente debido a la menor canalizaciéon y

mayor sensibilidad que se le atribuye a los caracteres de esta parte de la mandibula
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(Badyaev y Foresman 2000). Sin embargo, la mayor canalizacién que se le supone a la
region del ramus ascendente (Badyaev y Foresman 2000) podria reducir los efectos de la
disrupcién en la coadaptacién gendémica, produciéndose una disminucién de la DI en los
animales Robertsonianos debido a los efectos positivos del incremento de la
heterocigosidad. Cabe mencionar que bajo estos supuestos el patrén observado en los
rasgos no métricos (muy parecido al de la regidn alveolar), apuntaria también a que éstos
presentan una baja canalizacion y una elevada sensibilidad a factores de estrés. En este
sentido se ha argumentado que los caracteres de elevada importancia funcional estan
mas canalizados y son menos vulnerables al estrés que los caracteres funcionalmente
menos importantes (Gavrilets y Hastings 1994). Los rasgos no métricos se consideran
selectivamente neutros (Pankakoski y Hanski 1989) de modo que pequefios cambios en
ellos son de menor importancia que los concernientes a otro tipo de caracteres, como por
ejemplo los propios del sistema reproductivo o del digestivo. Esta circunstancia explicaria
el patrén observado en la zona de estudio. Asi, a pesar de que los caracteres no métricos
no se consideran indicadores sensibles de DI por su naturaleza discontinua (Swain 1987),
el hecho de que sean presumiblemente neutros frente a la seleccion natural podria justificar
su utilidad para detectar cambios de DI.

Aparte de las alteraciones que cabe esperar en la constitucion genética de los animales
de una zona de introgresion que podrian alterar la coadaptacion gendmica, es pdsible que
en estas zonas puedan estar actuando también factores de tipo estructural. Asi, se ha
sugerido que la coadaptacién puede verse perturbada por la presencia de reorganizaciones
cromosomicas no balanceadas (Barden 1980; Shapiro 1983; Chatti et al. 1999). En el
caso particular de los sistemas Robertsonianos de M. m. domesticus, se detect6 en la zona
hibrida de Tunez una cierta tendencia al incremento de los valores de FA al aumentar el
numero de fusiones céntricas desapareadas, lo que llevd a sugerir que la acumulacion de
cromosomas estructuralmente diferenciados podria impedir progresivamente la
estabilidad del desarrollo (Chatti et al. 1999). En el presente estudio las pruebas gamma
no mostraron ninguna tendencia ni ninguna correlacion significativa entre los valores de
FA y el numero de fusiones céntricas en heterocigosis. No obstante, el hecho de que el
nimero de fusiones desapareadas sea bastante menor en la zona de polimorfismo del
noreste peninsular (hasta un maximo de cuatro en los especimenes empleados) que en
Tunez (hasta 9 fusiones en heterocigosis) sugiere la existencia de un valor umbral en el
numero de estas reorganizaciones a partir del cual se observe un aumento significativo

de los niveles de FA. Asimismo, los metacéntricos que se encuentran en ambos sistemas
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son completamente distintos (Said y Britton-Davidian 1991; Sans-Fuentes 2004), por lo
que también cabria esperar que el efecto de las fusiones desapareadas sobre los niveles
de FA dependa también de los acrocéntricos que las conforman.

Algunos estudios han detectado que la DI vuelve a su nivel inicial tras un periodo
relativamente corto de tiempo después de la acciéon de una factor de estrés (Clarke y
McKenzie 1987; Clarke 1993). Asimismo, se ha sugerido que, en algunos casos de
hibridacion, la estabilidad del desarrollo que se ha visto mermada por la disrupcion de la
coadaptacion puede ser restablecida al cabo de poco tiempo (Graham 1992). En general,
se considera que las razas metacéntricas de ratén doméstico se originan in situ (Britton-
Davidian et al. 1989; Nachman et al. 1994) por una acumulacién sucesiva de fusiones
Robertsonianas (White 1978a; Capanna 1982). Basidndose en estos supuestos, Chatti et
al. (1999) concluyeron que en la zona hibrida de Tunez los taxones parentales no
divergieron en los niveles de FA porque a pesar de que cada reorganizacién cromosémica
de nueva aparicion podria haber producido una reduccién de la estabilidad del desarrollo,
ésta podria haber vuelto a su nivel original antes de que apareciera la siguiente fusion
Robertsoniana. No obstante, en un estudio realizado cruzando en el laboratorio ratones
de poblaciones salvajes pertenecientes a dos razas cromosémicas que divergian en una
unica fusion, Auffray et al. (2001) no detectaron diferencias en los niveles de FA entre los
hibridos y los taxones parentales. Estos autores concluyeron que una sola fusién balanceada
no produce ninguna alteracion de la actividad gendémica en ninguna fase de su fijacién en
las poblaciones. Sin embargo, parece que estos autores no tuvieron en cuenta que el efecto
de la reduccién de la coadaptacion gendmica sobre la DI es probablemente distinto en
poblaciones naturales y en condiciones de laboratorio. En cualquier caso, los patrones
observados en la zona de estudio apoyan las suposiciones hechas por Graham (1992) y
Chatti et al. (1999). Segun se ha comentado en la introduccién de esta memoria, la zona
de polimorfismo Robertsoniano del noreste peninsular muestra una estructura escalonada,
en la que el escalonamiento de las clinas podria reflejar la secuencia de formacién de los
metacéntricos (Giindiiz et al. 2001; Sans-Fuentes 2004). Asi, cabe asumir que el
metacéntrico con la distribucién mas amplia y més alejado del centro de la zona de
polimorfismo es el que se formo primero, y el metacéntrico de distribucién mas restringida
y mads préximo al centro de la zona de polimorfismo el de apariciéon més reciente (Giindiiz
etal. 2001). En este sentido, cabe destacar que las poblaciones Robertsonianas periféricas
(Rb I) representan el limite de distribucién de cinco de las siete fusiones existentes en la

zona, por lo que en estas poblaciones los metacéntricos son de apariciéon mds reciente
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que en aquéllasque se hallan més proximas al centro de la zona de polimorfismo. De este
modo, es posible que la coadaptacion no haya tenido tiempo de restablecerse en las
poblaciones periféricas. Por el contrario, en las localidades més préximas al centro de la
zona de polimorfismo las fusiones aparecieron mucho antes, de tal forma que ha habido
mas tiempo para el restablecimiento de la coadaptacidon gendmica y para que la FA haya
vuelto a valores semejantes a los de las poblaciones no alteradas (i. e. poblaciones
estandar). El hecho de que el grupo St no muestre diferencias significativas en los niveles
de FA con Rb III es concordante con estas observaciones.

Otros factores que afectan a la coadaptacion genémica también podrian estar actuando
durante las primeras fases de aparicién de las fusiones en poblaciones originariamente
estandar. En particular, ciertos estudios en ratén doméstico han demostrado que las
reorganizaciones cromosomicas balanceadas pueden provocar cambios estructurales, tales
como variaciones en los patrones y tasas de recombinaciéon (Davisson y Akeson 1993) o
perdidas de secuencias pericentroméricas de ADN (Garagna et al. 1995), que también
podrian alterar la coadaptacion. La gran variedad de factores que pueden provocar
alteraciones en la estabilidad del desarrollo en las zonas hibridas (o de polimorfismo), el
tiempo de divergencia de los taxones parentales (o la fase del proceso de diferenciacion
en la que nos encontremos), asi como la diversidad en cuanto estructura y naturaleza de
las zonas hibridas, podrian ser factores responsables de la heterogeneidad de resultados
obtenidos en los estudios de DI de estas zonas (para revision véase Graham 1992; Alibert

y Auffray 2003).



Capitulo 5. Efecto de la variacion cromosomica sobre los

patrones de integracion morfologica.
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5.1. Introduccion a la integracion fenotipica o morfologica

La variacién fenotipica normalmente se estudia bajo el prisma del andlisis multivariante
con el objetivo de detectar afinidades entre poblaciones. Ahora bien, este tipo de estudios
desestiman en cierta medida los patrones de covariacién entre caracteres, ya que muchos
de los estadisticos empleados (como por ejemplo la distancia generalizada de
Mahalanobis) ponderan intrinsecamente la correlacion entre rasgos para no incrementar
artificialmente las distancias entre grupos (Gonzalez-José et al. 2004). No obstante, existe
un amplio consenso en que los fenotipos son ensamblajes complejos de diversas partes
constituyentes, y también en que es necesario conocer estas asociaciones y como varian
a lo largo del proceso evolutivo (Schlichting y Pigliucci 1998). De esta tarea se encarga
precisamente el estudio de la integracion fenotipica, llamada también integracidn
morfolégica cuando los caracteres fenotipicos implicados son exclusivamente
morfologicos. El concepto fundamental de integracién morfologica fue postulado hace
afios por Olson y Miller (1958), quienes propusieron que los diferentes caracteres de un
organismo estan integrados en grupos segun su relaciéon funcional u ontogénica. Ademas,
estos autores postularon que el grado de asociacién o integracion entre los caracteres que
conforman estas series, estimado tipicamente por correlaciones, deberia ser relativamente
elevado.

Actualmente, la integracion morfolégica se define, en sentido amplio, como las
conexiones o relaciones existentes entre elementos morfolégicos que se pueden dar a
tres niveles distintos: funcional o de desarrollo, genético y evolutivo (Cheverud 1996a).
En el primer caso, los caracteres morfol6gicos tienden a asociarse cuando comparten una
funcién especifica y/o una aparicion sincrénica durante la ontogenia. La integracién
genctica se da cuando dos o mds caracteres se expresan asociados simplemente por
pleiotropia o por desequilibrio de ligamiento. Finalmente, la integracion evolutiva se da
mediante la seleccién estabilizadora, que actia sobre rasgos implicados en el mismo
complejo funcional (Cheverud 1996a; Marroig y Cheverud 2001). Estos tres tipos de
integracion no son independientes uno del otro, sino que se alimentan mutuamente. La
funcion y el desarrollo producen asociacién de caracteres. Los grupos de rasgos asi
formados son puestos a prueba de manera integrada por la accién de la seleccion
estabilizadora, de modo que las variantes con una eficacia menor tenderan a desaparecer
conjuntamente del genoma, mientras que aquellas asociaciones favorables tenderan a

perpetuarse en la poblacion. De este modo, la seleccion puede favorecer la integracion
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fenotipica. Habitualmente la integracion se entiende como un mecanismo que estabiliza
los patrones de correlaciéon y de varianza/covarianza a lo largo del proceso evolutivo
(Gonzalez-José 2003) y por tanto se la considera como un factor que limita o que constrifie
la variacion (Schwenk 1994). En otras palabras, como los caracteres no son seleccionados
independientemente, sino que lo hacen en grupos funcionalmente eficaces, no todas las
combinaciones de determinados caracteres son viables. En aquellos casos en los que la
combinacién alternativa de caracteres, a pesar de ser posible desde el punto de vista
ontogénico, no es funcional (o lo que es lo mismo, es menos eficaz), se espera que la
seleccion las elimine. No tan sélo ésto, sino que ademas en estos casos se espera incluso
que la seleccion favorezca mecanismos genéticos u ontogénicos que reduzcan la aparicion
de estas combinaciones de caracteres. Consecuentemente, las limitaciones en la
produccion de ciertas combinaciones de caracteres se ven habitualmente como
constricciones en la evolucién (Schwenk 1994), pero en realidad estas mismas
constricciones son a la vez adaptaciones (Pigliucci 2003; Pigliucci y Preston 2004).
Mientras que en el grupo de los hominoideos se ha detectado que los patrones de
covariacion facial divergen entre las distintas especies y que ademads estos patrones
concuerdan con la filogenia del grupo (Ackermann 2002), otros trabajos han demostrado
en diferentes taxones de vertebrados que los patrones de covariacion fenotipica son estables
y no dependen de la filogenia (Cheverud 1988; Roff 1996; Marroig y Cheverud 2001;
Gonzalez-José et al. 2004). Incluso se han apreciado patrones de covariacién parecidos
entre especies tan distantes como son el ratdn (Mus musculus) y el macaco (Macaca
mulatta; Hallgrimsson et al. 2004). Parece pues que existe cierta controversia en cuanto
a la estabilidad de los patrones de covariacion a lo largo de la filogenia. No obstante,
algunos autores argumentan que probablemente esta controversia se deba al nivel
taxonémico analizado, ya que la mayoria de trabajos tratan los patrones de covariacion a
nivel supra-especifico (Gonzalez-José 2003). Una explicacioén plausible podria
encontrarse en el hecho de que, si bien en general los patrones de covariacion pueden
estar fijados a nivel especifico, la disrupcidon de la integracion morfolégica podria
desencadenar una serie de novedades evolutivas a partir del cambio de relaciones entre
variables y entre patrones de desarrollo de las mismas, mediante cambios heterocrénicos
por ejemplo (Gould 1979). De este modo, los patrones de covariacion dejarian de ser
estables y se podrian explicar las radiaciones repentinas y la aparente falta de gradualismo
.en los procesos de especiacidon de grupos como los hominidos (Gonzalez-José 2003), o

incluso de los mismos roedores.
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5.2. Integracién morfolégica de la mandibula y polimorfismo cromosémico

Tal y como se apreci6 en el apartado 1.2.3.2., la mandibula de raton es una estructura
compleja formada por distintas unidades morfogenéticas con origenes embrioldgicos y
tiempos de diferenciacion diversos que se agrupan en dos médulos funcionales: la region
alveolar y el ramus ascendente (Atchley y Hall 1991; Atchley 1993). Por tratarse de una
estructura de elevada complejidad estructural y ontogénica pero a la vez homogénea en
cuanto a funcién y constitucion, la mandibula ha sido considerada un elemento ideal para
los estudios de integracion morfologica (Leamy 1993). No obstante, mientras que los
resultados obtenidos en algunos estudios apoyan la hipotesis de los dos moédulos
mandibulares (Atchley et al. 1985; Leamy 1993; Cheverud et al. 1997; Mezey et al. 2000)
otros no detectan dicha separacion (Klingenberg y Leamy 2001; Klingenberg et al. 2001).
En la actualidad la visidon que se tiene sobre este tema es que las dos regiones mandibulares
son parcialmente auténomas, pero que dicha modularidad es mas bien una cuestion de
gradacion (Klingenberg et al. 2003; Klingenberg et al. 2004; Jojic et al. 2007). Cabe
mencionar que en un estudio reciente se han detectado cambios en los niveles de
integracion morfoldgica vinculados a la existencia de cromosomas B en el ratén leonado
Apodemus flavicollis, de modo que los animales portadores de estos cromosomas
mostrarian niveles mas altos de integracion que los animales que no tienen tales
cromosomas (Jojic et al. 2007). Los autores de este trabajo argumentan que la existencia
de estos cromosomas podria incrementar los niveles de integracién mandibular por via
del desequilibrio de ligamiento, ya que se ha observado que su existencia esta asociada
con cambios en la frecuencia de los quiasmas. En este sentido, cabe recordar que la
aparicion de translocaciones céntricas puede disminuir la tasa de recombinacion en zonas
préximas al centrémero de cromosomas metacéntricos en heterocigosis (Davisson y
Akeson 1993; Pialek et al. 2001), lo que podria favorecer la apariciéon de nuevos grupos
de ligamiento, y por tanto un aumento de la integracion fenotipica a nivel genético.
Ademas, tal y como se ha visto en el capitulo anterior, en la zona de estudio se han detectado
cambios en los niveles de asimetria fluctuante, hecho que podria indicar alteraciones de
la estabilidad del desarrollo debidas a una posible disrupcion de la coadaptaciéon génica
y/o un incremento de la heterocigosis. La existencia de estos cambios en el proceso del
desarrollo también podria afectar de alguna manera a los patrones de integracion, pues,

como se ha comentado, la asociacion entre caracteres puede aparecer por una proximidad
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. espacial y temporal durante el desarrollo embrionario (Marroig y Cheverud 2001;
Gonzalez-José et al. 2004).

Teniendo en cuenta estas consideraciones en el presente capitulo se pretende identificar
los efectos potenciales de las fusiones Robertsonianas en los patrones de integracion
morfolégica de la mandibula de M. musculus domesticus. Para ello se plantean tres
objetivos concretos: a) evaluar si los patrones y los niveles de integracion mandibular
son constantes o bien si cambian entre los grupos cromosémicos establecidos, b) detectar
cuales son estos patrones de integracion, poniendo especial énfasis en la hip6tesis de los
dos mo6dulos mandibulares, y ¢) evaluar su relacién con la variacién morfolégica detectada

en el capitulo 3.
5.3. Métodos
5.3.1. Caracteres y agrupacion de la muestra

Para el presente capitulo se emplearon 22 de las 24 medidas. mandibulares utilizadas
en los capitulos 4 y 5. Las DPMs eliminadas fueron la 3-5 y la 9-11, ya que ninguna de las
dos medidas pertenece a una regién morfogenética concreta, sino que unen varias regiones.
Los 227 animales se agruparon siguiendo el mismo criterio que en el estudio sobre
variacién morfoldgica de la mandibula, de modo que se formaron los mismos grupos

cromosOmicos (véase apartado 3.3.1.1.).
5.3.2. Obtencion de matrices de correlacién y varianza/covarianza

Como primer paso en el analisis de los patrones de integracion se obtuvieron las
matrices de correlacién fenotipica (C) y de varianza/covarianza (V/CV) de cada grupo
cromosOmico para las 22 medidas mandibulares empleadas. Adicionalmente, las matrices
C y V/CV se calcularon también para el total de la muestra. El tamafio es un factor
potencialmente importante que contribuye significativamente en los patrones y en el nivel
de correlacion entre caracteres (Zelditch, 1988). Por tanto, se le puede considerar como
un factor que genera confusion a la hora de testar hip6tesis de integracién morfologica,
ya que algunos caracteres suelen estar mas asociados con el tamafio que otros (Marroig
et al. 2004). Para mitigar el efecto del tamafio en el célculo de las matrices de correlacion
los datos se corrigieron empleando el ajuste propuesto por Darroch y Mosimann (1985),

el cual ha sido utilizado anteriormente en estudios de integracion morfologica (Ackermann
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2002; Ackermann 2005). En esta correccion cada variable (¥) es dividida por la media
geométrica de todas las variables de un mismo individuo (GM), creando asi un caracter
libre de efectos de escala (X), de modo que X'= Y/GM (Darroch y Mosimann 1985; Jungers
et al. 1995).

Para detectar posibles cambios en los patrones de covariacién y de integracion
morfolégica entre los grupos cromosémicos se aplicaron distintas técnicas estadisticas

en las matrices C y V/CV, que se detallan en los apartados siguientes.
5.3.3. Integracion morfolégica y efectos de colinealidad

En primer lugar se procedié a evaluar los niveles de integraciéon morfolégica de la
mandibula completa y de cada uno de los dos mddulos funcionales mediante el célculo
del indice de integracién, I (Jojic et al. 2007). Este indice se calculd restando a uno la
media geométrica de los valores propios derivados de la matriz C que se obtienen mediante
un analisis de componentes principales (Cheverud et al. 1983). Cuanto mayor el valor de
I mas estrechas las correlaciones entre caracteres, y por tanto mayor el nivel de integracion.
No obstante, este indice es muy sensible al tamafio muestral (Cheverud et al. 1989),
viéndose incrementado su valor en muestras pequefias. Para corregir este posible sesgo,
en aquellos grupos con tamafios muestrales superiores a 30 (40St, 2n = 28-30 y 2n = 31-
33) se realiz6 un remuestreo sin remplazamiento de los individuos seleccionados de 200
submuestras de n = 25 (los grupos 40Rb, 2n = 34-37 y 2n = 38-39 presentaron tamafios
muestrales iguales o0 muy préximos a 25) y se calculd el valor promedio de estas 200
submuestras. De modo que los valores I fueron comparables entre los grupos, a pesar de
que éstos presentaron tamafios muestrales desiguales.

Para valorar las pautas de integracion morfolégica entre caracteres se emplearon
matrices hipotéticas de disefio basadas en desarrollo y/o funcién compartidos, cuya
construccion y base tedrica se detalla en numerosos articulos (Cheverud 1995; Cheverud
1996b; Marroig y Cheverud 2001; Gonzalez-José et al. 2004). En el presente capitulo las
matrices de disefio se construyeron independientemente de las matrices C observadas
(Marroig et al. 2004), considerando el parecido tedrico entre caracteres bajo modelos
particulares (Cheverud 1995). Esto se hizo dando valores de uno en la matriz hipotética
de integracion a aquellos pares de rasgos que bajo un determinado modelo pertenecen al
mismo grupo ontogénico o funcional, y valores de cero a aquellos pares que no comparten

tal asociacion (Marroig y Cheverud 2001). Aquellas medidas que se encuentran en el
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limite entre dos regiones se consideraron pertenecientes a ambas, y por tanto a las
correlaciones entre éstas y los caracteres de ambas regiones se les dio un valor de 1. Con
tal de evaluar varias hipoétesis de integraciéon en cada grupo cromosémico y en el total de
la muestra, las DPMS se clasificaron en funcién de la region mandibular a la cual

pertenecen bajo dos criterios: funcional y ontogénico (Tabla 5-1). Funcionalmente la

Tabla 5-1. Medidas mandibulares consideradas en el estudio de integracion y regiones funcionales y
ontogénicas a las que se ha asignado cada una de ellas. La divisi6n funcional se ha realizado teniendo en
cuenta la hipétesis de los dos médulos y, la ontogenética, considerando simultdneamente las unidades
morfogenéticas y las inserciones musculares (véanse apartados 1.2.3.2. y 1.2.3.3.). Las medidas en el limite
de dos regiones han sido consideradas pertenecientes a ambas.

Criterio de agrupacién

DPM Funcional Ontogénico/Muscular
1-2 Alveolar Sinfisis
1-12 Alveolar Sinfisis
2-3 Alveolar Diastema
2-12 Alveolar Sinfisis/Diastema
3-4 Alveolar Region molar
3-11 Alveolar Diastema/Regién molar
3-12 Alveolar Diastema
4-5 Rama ascendente Proceso coronoide
4-8 Rama ascendente Proceso coronoide/Masetero
4-10 Alveolar Region molar/M asetero
4-11 Alveolar Regi6on molar/M astero
5-6 Rama ascendente Ninguna
5-8 Rama ascendente Proceso coronoide
6-7 Rama ascendente Proceso condilar
6-8 Rama ascendente Proceso condilar
7-8 Rama ascendente Proceso condilar/Masetero
7-9 Rama ascendente Masetero
8-9 Rama ascendente Masetero
8-10 Rama ascendente Masetero
9-10 Rama ascendente Masetero
10-11 Alveolar Regién molar/M asetero
11-12 Alveolar Diastema

mandibula se dividio6 siguiendo la hipétesis de los dos médulos, mientras que en la division
ontogénica se tuvieron en cuenta tanto las unidades morfogenéticas, como las principales
inserciones musculares (véase apartado 1.2.3.2. y Cheverud et al. 1991). Teniendo en

cuenta esta clasificacion se testaron seis hipétesis distintas de integracion:
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- HIF (HIFAL + HIFRA): hipétesis de los dos mdédulos mandibulares funcionales,
i.e. integracion dentro de ambas regiones pero no entre ellas,

- HIFAL: integracion de toda la region alveolar pero no de la rama ascendente,

- HIFRA: integracion de toda la rama ascendente pero no de la regién alveolar,

- HIO (HIOAL + HIORA): hip6tesis de integracion ontogénica, i.e. dentro de las
unidades morfogenéticas pero no entre ellas,

- HIOAL: integracion de las unidades morfogenéticas pertenecientes a la region
alveolar pero no de las pertenecientes a la rama ascendente,

- HIORA: integracion de las unidades morfogenéticas pertenecientes a la rama
ascendente pero no de las pertenecientes a la region alveolar.

Las matrices HIF y HIO son matrices compuestas que se obtuvieron sumando las
matrices hipotéticas indicadas entre paréntesis (Marroig et al. 2004).

Se considera que la colinealidad, es decir, la covariacién entre DPMs debida al hecho
de compartir un mismo punto de origen, puede generar falsas correlaciones que podrian
enmascarar los verdaderos patrones de integracion morfologica (Cheverud et al. 1991;
Leamy 1993). Con el objetivo de evaluar los efectos de la colinealidad se construy6 una
matriz de conectividad entrando valores de uno en aquellas celdas de la matriz entre
caracteres que compartiesen un punto morfométrico, y ceros entre DPMs no colineales.

El ajuste entre las matrices de disefio y las matrices C de cada grupo cromosémico y
del total de la muestra se obtuvo mediante el procedimiento de Mantel (Mantel 1967,
Cheverud et al. 1989; Marroig y Cheverud 2001; Marroig et al. 2004). Ademas, para
eliminar los efectos de colinealidad (aunque ésta sélo fue significativa en uno de los
grupos; véase apartado 5.4.1.) se calcularon las pruebas parciales de Mantel (Smouse et
al. 1986; Oden y Sokal 1992) entre las matrices de disefio y las de correlacién observadas,
entrando la matriz de colinealidad como covariable. Debido a que los resultados fueron
muy parecidos con ambos tipos de analisis solamente se muestran los obtenidos mediante
las pruebas parciales de Mantel. La correlacién de matrices es una medida del grado de
asociacion entre ellas que va de -1 a 1. Una correlaciéon de matrices de 1 indica una
identidad del patrén de correlaciones entre las matrices comparadas, aunque éstas puedan
diferir en la magnitud de las correlaciones. Por otro lado, una correlacién de 0 indica que
no existe ninguna similitud estructural entre las matrices, y una correlacién igual a -1
indica que las matrices son imégenes especulares. Las significaciones de las pruebas de
Mantel y parciales de Mantel se obtuvieron comparando los valores observados de las
correlaciones con las distribuciones permutacionales obtenidas a partir de 10.000

permutaciones de la matriz original (véase apartado 3.2.1.5.).
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5.3.4. Variabilidad en las matrices de correlacion y varianza/covarianza

Dado que las matrices C y V/CV no se pueden analizar empleando las mismas técnicas,
la variabilidad en los patrones de integraciéon entre los grupos cromosomicos se analizo
separadamente para las correlaciones y para las covarianzas (Cheverud 1996b).

Los patrones de correlacién de los diferentes grupos cromosémicos se compararon
empleando el test de correlacion de matrices (Mantel 1967) y las significaciones se
obtuvieron a partir de las distribuciones permutacionales (10.000 permutaciones). No
obstante, la asociacion entre matrices de V/CV se evalu6 aplicando una modificacion del
método del sesgo aleatorio! (Pielou 1984; Cheverud 1996a; Marroig y Cheverud 2001;
Manly 2007), en el que se compara la respuesta evolutiva de cada matriz V/CV a unos
vectores de seleccion aleatorios (Cheverud 1996b). Este método deriva de la ecuacion de
prediccion de la respuesta multivariante a la seleccion de Lande (1979):

Az =G,

donde Az es el vector de las diferencias en las medias de determinados caracteres entre
diferentes generaciones, G es una matriz de V/CV genética aditiva de dimensiones n x n,
y B representa un vector del gradiente de seleccion aleatorio de dimension n x 1 que mide
la seleccion sufrida por los n caracteres (Marroig y Cheverud 2001). Este vector 8 se
conoce como skewer y se genera a partir-de una distribucién uniforme de valores que
oscilan entre -1 y 1 (Gonzélez-José 2003). Cabe decir que para conjuntos de caracteres
morfolégicos es dificil, o incluso imposible, obtener medidas precisas de G. Sin embargo,
esta matriz puede ser substituida por la matriz de V/CV fenotipica (W) si ambas son
similares o proporcionales, lo que hace los anélisis de reconstruccién de la seleccion mas
sencillos, ya que las matrices W se pueden estimar facilmente y de manera mas fiable que
las G (Cheverud 1996a). En este sentido parece factible que se puedan realizar
comparaciones entre matrices W, especialmente para los caracteres morfologicos (Marroig
y Cheverud 2001), ya que asumiendo la independencia y aditividad de los factores
genéticos y ambientaleé, la covariacién fenotipica entre caracteres no es mas que la suma
de les covariaciones genética y ambiental. Por lo tanto, si la covariacion genética es una
componente considerable de la fenotipica, la constancia de ésta es poco probable sin la
constancia de la primera (Lande 1979). Numerosos estudios que han evaluado la constancia
y la proporcionalidad de las matrices genéticas y fenotipicas proponen que en los

caracteres morfoldgicos los patrones fenotipicos son un buen indicador de los genéticos

! Traducci6n literal del término inglés random skewer method.
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(Marroig y Cheverud 2001).

En la practica, la asociacion entre los patrones de covariacion de dos grupos diferentes
se obtuvo calculando la correlacion entre los vectores respuesta (Az) de cada uno de los
grupos. Para cada agrupacion cromosémica se obtuvieron 1.000 vectores respuesta
multiplicando la matriz V/CV por 1.000 vectores de seleccién o skewers generados al
azar. A continuacion, para cada par de grupos cromosémicos se calculd la correlacion
entre los vectores respuesta obtenidos a partir de un mismo skewer, de modo que se
obtuvieron 1.000 correlaciones para cada par de grupos. La correlacion entre los patrones
de covariacion de estos dos grupos cromosémicos se calculé promediando los 1.000
coeficientes de correlacion entre vectores respuesta. Este promedio es un estimador de la
similitud entre las matrices de V/CV (Marroig y Cheverud 2001; Ackermann 2002). La
correlacion de vectores sera igual a 1 cuando las matrices de V/CV sean iguales o
proporcionales, y 0 cuando no exista una estructura comun entre ambas (Marroig y
Cheverud 2001).

Las matrices con los valores de correlacion obtenidos al comparar las matrices Cy V/
CV de todas las combinaciones posibles de grupos cromosdémicos se transformaron en
matrices de distancia. Estas distancias se calcularon simplemente restandole a 1 el valor
del coeficiente de correlaciéon (1 — r). Las dos matrices de distancias asi obtenidas se
utilizaron para realizar un analisis de conglomerados (mediante el UPGMA) y otro de
agrupacion no jerarquica MDS, con las correspondientes medidas de ajuste. Ademas,
también se calculd el algoritmo MST que se sobrepuso a la representacion grafica del
MDS (véase apartado 3.3.1.4. para un mayor detalle acerca de estas metodologias).
También se calculd la correlacidn entre estas distancias y las distancias de Mahalanobis

(D) obtenidas en el capitulo de variacién morfoldgcia.
5.3.5. Repetibilidad de las matrices

Un factor importante a tener en cuenta en los estudios de integracién es que tanto las
matrices de correlacion como las de varianza fenotipica se estiman con un considerable
grado de error (Cheverud 1988; Cheverud 1996b). Este error se debe a las desviaciones
en las estimaciones de los elementos individuales de la matriz y limita ademas la
correlacién maxima observable entre las matrices estimadas (Cheverud 1996b). Para
ponderar los datos por este tipo de error de muestreo se calcularon las repetibilidades de

las matrices C y V/CV de cada grupo cromosémico y del total de la muestra.
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Dado que las correlaciones observadas (R ) se estiman siempre con error, la
correlacion maxima tedrica entre dos matrices (R __ ) nunca es de 1. No obstante, si ambas
matrices se obtienen de muestras grandes, R ___puede aproximarse a este valor (Cheverud
1996b). Para tener en cuenta este factor de error, R__ para un par de matrices ay b
cualesquiera se define como una funcién de sus respectivas repetibilidades (t), de tal
modo que R = (t,t)*’ (Marroig y Cheverud 2001). En la presente tesis las repitibilidades
de las matrices se estimaron empleando un método de auto-correlacién con remuestreo
(Marroig y Cheverud 2001; Young 2004). Para cada grupo cromosémico de tamario n, se
extrajeron n individuos al azar sin eliminar los ejemplares seleccionados, de modo que
un mismo individuo pudo ser seleccionado més de una vez. A partir de esta base de datos
de remuestreo se calculd una matriz C que se comparé con la original mediante el test de
Mantel. Este proceso se repitié 1.000 veces, siendo la media de los 1.000 coeficientes de
correlacion la repetibilidad de la muestra. A las matrices de disefio se les adjudicé una
repetibilidad de 1. Posteriormente se empled R___para calcular la correlacion de matrices
ajustada, la cual tiene en cuenta el efecto del error de medida en la magnitud de la
correlacion de matrices. La correlacion de matrices ajustada entre pares de grupos se
obtuvo dividiendo R | por R__ del par de grupos comparados.

Debido a que las comparaciones de las matrices V/CV realizadas empleando el método
del sesgo aleatorio también se ven afectadas por el error de estimacién (Marroig y
Cheverud 2001), también se calcularon sus repetibilidades. No obstante, dado que los
patrones de covariacién no son adecuados para las pruebas de similitud de matrices
(Cheverud 1989; Cheverud 1996b), es necesario aplicar otro procedimiento para estimar
laR__ (Marroig y Cheverud 2001). En este caso se aplic6 una prueba bootstrap de auto-
correlacién (Cheverud et al. 1989; Cheverud 1996b; Ackermann 2002): a partir de las
observaciones originales del grupo cromosdmico de tamafio n se generd una nueva muestra
del mismo tamaiio seleccionando n individuos que fueron devueltos a la matriz tras ser
elegidos. Lamatriz V/CV asi obtenida se compar6 con la matriz V/CV original empleando
el método del sesgo aleatorio (descrito en el apartado anterior). La repetibilidad de la
matriz V/CV se calcul6 como la correlacion media entre los vectores respuesta de la
matriz original y los de las 1.000 matrices de remuestreo (Cheverud et al. 1989; Cheverud
1996b). Las correlaciones observadas de los vectores se ajustaron para la repetibilidad
del mismo modo que se hizo para las matrices C. Todos estos calculos se hicieron
empleando dos aplicaciones de Excel disponibles en Internet, Poptools 2.6.9. (Hood 2005)
y NtRand 2.01 (Torii 2003).
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5.4. Resultados

5.4.1. Integracion morfologica y efectos de colinealidad

En primer lugar, destacar que los niveles de integracion de ambos médulos funcionales
y de la mandibula completa fueron siempre mayores en los grupos Robertsonianos que
en los animales estandar, a excepcion del valor de I del grupo 2n = 34-37 en la regién
alveolar (Figura 5-1). El global de la mandibula present6 siempre valores mas altos de I
que cada uno de los modulos por separado. No obstante, aunque la region alveolar presentd
niveles de integracién mas elevados que el ramus ascendente en los grupos 40St, 2n =
31-33 y 2n = 28-30, en el resto de grupos cromosémicos fueron mas elevados los valores

de I del ramus ascendente.

Lo Figura 5-1. Valores de I de las dos
regiones morfofuncionales y de la
mandibula completa en los seis grupos

e cromosdmicos analizados.
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Las repetibilidades de todas las matrices de correlacion fueron relativamente elevadas,
con valores que oscilaron entre 0,82 en el grupo 40 Rb y 0,96 en el total de la muestra
(Tabla 5-2). Tal y como cabia esperar, las repetibilidades estuvieron estrechamente
correlacionadas con el tamafio muestral (r = 0,88, p < 0,01), presentando valores mas
elevados los grupos formados por un mayor nimero de individuos.

La mayoria de las pruebas de Mantel entre las matrices C y la matriz de colinealidad
fueron no significativas tras la correccion secuencial de Bonferroni, exceptuando la del
grupo 2n = 38-39 (r = 0,17; p < 0,1), que a pesar de ser significativa mostré un ajuste
relativamente bajo (Tabla 5-2). Este hecho indica que la colinealidad, aunque presente

por la propia naturaleza de los datos, no supone una fuente importante de covariacién en
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el esquema de medidas utilizado. Aun asi, para eliminar el posible efecto que ésta pueda
tener sobre los patrones de correlacion, en las comparaciones de las matrices C con las
matrices de disefio se consider6 el valor de la prueba parcial de Mantel, en la que la

matriz de colinealidad se mantuvo como constante.

Tabla 5-2. Valores de repitibilidad (Rep) de las matrices C de los distintos grupos cromosémicos y del
total de la muestra, y coeficientes de correlacion ajustados por la repitibilidad entre estas matrices y las
matrices de disefio. En la tercera columna (Col) se muestran los coeficientes de correlacion entre las
matrices C y una matriz disefiada para valorar la colinealidad. **p<0,05; *p <0,1; tras la correccion
secuencial de Bonferroni (Ngmws =7).

Grupo | Rep  Col HIF  HIFAL HIFRA  HIO HIOAL HIORA
28-30 | 0,895 0,112 0,250*%* 0,127%* 0,126% 0,351** 0,179*% (,235**
31-33 [ 0,909 0,033  0,192%% 0,122%* 0,074 0,264** 0,170*%* 0,151**
34-37 | 0,825 0,085  0,239%% 0,197** 0,052 0,227%* 0,134** 0,]39**
38-39 | 0,862 0,170* 0,240%* 0,264** 0,008 0,248** 0,178** 0,129*
40Rb | 0,823 0,118 0,205%% 0,154** 0,058 0,392%* 0,169** 0,286%*
40St | 0,843 0,125 0,377** 0,333%* 0,061 0,227** 0,165%* 0,117*
Total | 0,964 0,102 0,272** 0,209%* 0,072 0,309%* 0,194%* 0,181**

Los valores de correlacion y de significacion obtenidos al comparar las matrices C de
los grupos cromosémicos y las matrices hipotéticas de integracion se muestran en la
Tabla 5-2. Aunque los coeficientes de correlacion entre los patrones tedricos de integracion
y las matrices C observadas pueden parecer moderados, algunos de los ajustes obtenidos
pueden considerarse realmente buenos si se tiene en cuenta que el grado de relacién entre
caracteres fue definido de forma totalmente categorica (con valores de 0 o de 1). De estos
resultados cabe destacar que de las seis hipotesis testadas, cinco se correlacionaron
significativamente con todas las matrices C observadas. La hip6tesis que menos se ajustd
a las matrices C de los distintos grupos fue HIFRA, o la hipotesis de integracion funcional
del mdédulo de la rama ascendente, la cual solamente se correlacioné significativamente
con la matriz C del grupo 2n = 28-30. No obstante, la hipoétesis alternativa (HIORA) fue
significativa en todos los grupos cromosdmicos. Los coeficientes de correlacion maés
elevados se observaron en la mayoria de grupos (excepto en 2n = 38-39) en las hipotesis
compuestas: HIF y HIO (Figura 5-2). No obstante, mientras que HIO mostré un ajuste
claramente mayor con las matrices C de los grupos 2n = 28-30, 2n = 31-33, 2n = 40Rb,
HIF lo hizo con el grupo 40St, mientras que en 2n = 34-37 y 2n = 38-39 ambas hipdtesis
mostraron ajustes similares. En los grupos en los que predomino HIO sobre HIF ésto se
debid basicamente a que HIOAL se ajusté mejor a las matrices C de estos grupos que

HIFAL.
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| Figura 5-2. Coeficientes de
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5.4.2. Variabilidad en las matrices de correlacién y varianza/covarianza

Las comparaciones entre grupos cromosémicos de las matrices C y V/CV mostraron
resultados bastante homogéneos, con correlaciones altas entre grupos y poca variacion
en la magnitud de las asociaciones (Tabla 5-3). Todas las comparaciones fueron
significativas con una p < 0,01. En general, los resultados apuntaron a un alto grado de
estabilidad y similitud en los patrones de correlacién y de covarianza en todas las
comparaciones de pares de grupos cromosomicos, siendo las asociaciones entre matrices
V/CV mas altas que las existentes entre las matrices C (también lo fueron sus
repetibilidades). El valor mas alto de asociacion entre matrices V/CV se dio entre los

grupos 2n = 28-30 y 2n = 31-33, mientras que el mas bajo se obtuvo entre 2n = 38-39 y

Tabla 5-3. Correlaciones de Mantel entre pares de matrices C corregidas por las
repetibilidades (por encima de la diagonal), y correlaciones promedio entre pares de
vectores “random skewer” corregidas por las repetibilidades (por debajo de la diagonal).

OMPO | pep. C Rep. VICV 2830 3133 3437 3839 d0Rb 40t
Cromosomico
28-30 0,895 | 0,933 ~ 0,770 0,705 0744 0,741 0674
3133 0909 | 0M5 0909 - 0,724 0740 0,750 0,686
34-37 0,825 | 0,884 0865 L& - 0,740 0,698 0,645
38-39 0862 | 095 0831 084 0849 - 0,726 0716
40Rb 0823 | 0874 0827 0853 0835 0839 - 0701
408t 0843 | 096 0853 083 0818 0786 084 - |
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40St. De modo similar, para las asociaciones de matrices C, el valor mas alto se detect6
entre 2n = 28-30 y 2n = 31-33, no obstante, en este caso el més bajo fue entre 2n = 34-37
y 40St.

Las distancias entre grupos cromosOmicos para los patrones de correlacién y de
covariacion, calculadas a partir de los valores observados en la Tabla 5-3, se muestran en
la Tabla 5-4. Asimismo, los diagramas de agrupacién (UPGMA y MDS) obtenidos a

partir de estas matrices se muestran en las Figuras 5-3 y 5-4.

Tabla 5-4. Distancias entre pares de grupos cromosdmicos en los patrones de correlacién
(porencima de la diagonal), y de covariacién (por debajo de la diagonal).

Grupo

cromosémico 28-30 31-33 34-37 38-39 40Rb 40St
28-30 - 0,230 0,295 0,256 0,259 0,326
31-33 0,091 - 0,276 0,260 0,250 0,314
34-37 0,135 0,136 - 0,260 0,302 0,355
38-39 0,169 0,176 0,151 - 0,274 0,284
40Rb 0,173 0,147 0,165 0,161 - 0,299
40St 0,147 0,177 0,182 0,214 0,156 -

Ambos tipos de diagramas de asociacién mostraron buenos ajustes, tanto para la matriz
de distancias en los patrones de correlacion (Figura 5-3) como para la de distancias en los

patrones de covariacion (Figura 5-4). No obstante, tanto el UPGMA como el MDS

N
30 —— -
2830 r=083 — \

3133 ——

40Rb

34-37

Dimension 3

38-39

408t

0,22 0,24 0,26 0,28 0,30 0,32

Distancia de ligamiento

Figura 5-3. Diagramas de agrupacién en los que se muestra las afinidades entre grupos cromosémicos en
funcién de sus matrices C. a) Dendrograma obtenido por el método UPGMA,; b) representacion tridimensional del
MDS en el que se han superpuesto los valores calculados con el MST (en negrita), que muestran las distancias de

cada grupo al grupo mas préximo. El ajuste de los gréficos lo indican el coeficiente de correlacion cofenética(r) y
lamedida de estrés (s).
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Figura 5-4. Diagramas de agrupacion en los que se muestra las afinidades entre grupos cromosémicos en
funcion de sus matrices V/CV. a) Dendrograma obtenido por el método UPGMA; b) representacidn tridimensional
del MDS en el que se han superpuesto los valores calculados con el MST (en negrita), que muestran las distancias
entre cada grupo y el grupo més proximo. El ajuste de los graficos lo indican el coeficiente de correlacion
cofenética (r) y lamedida de estrés (s).

elaborados a partir de las distancias en los patrones de correlacién mostraron una distorsion
algo menor respecto a la matriz original que los obtenidos a partir de las diferencias en
los patrones de covariacién. El Gnico conglofnerado que siempre se mantuvo en todos los
analisis fue el de los grupos 2n = 28-30 y 2n = 31-33, que fueron los que presentaron
matrices C y V/CV mas similares. El resto de agrupaciones variaron dependiendo de la
matriz de distancias empleada. Asi, mientras que en el UPGMA para las matrices C los
grupos que cambiaron de posicion respecto al estudio de variacion morfoldgica fueron
2n =34-37 y 40Rb, en el UPGMA para las distancias de V/CV fueron 2n = 38-39 y 40St.
En cuanto a los MDSs, destacar que a pesar de mostrar ciertas diferencias entre los patrones
de correlacion y de varianza/covarianza (hecho que se reflejo en las distancias del MST),
la variacién en la dimensién 1 fue similar en ambos casos, mostrando una separacion
gradual de los grupos cromosémicos paralela a las diferencias en el cariotipo.

A pesar de las diferencias observadas en los diagramas de agrupacién, al comparar la
matrices de distancias C y V/CV con la matriz de distancias morfolégicas se observéd
que, tanto las diferencias en los patrones de correlacion (r = 0,805; p < 0,05) como las de

los patrones de covariacion (r = 0,440; p < 0,1) se asociaron significativamente con las

distancias de Mahalanobis mostradas en la Tabla 3-10.
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5.5. Discusion de los resultados

Si bien es cierto que recientemente se ha analizado el efecto de ciertas alteraciones
cromosomicas sobre los patrones de integracion fenotipica de la mandibula de Apodemus
favicollis (Jojic et al. 2007), hasta el momento en ninguno de los sistemas Robertsonianos
de M. m. domesticus conocidos se ha abordado especificamente la variacion morfoldgica
desde esta perspectiva; a pesar de que hay algunas evidencias de que existe variacion
morfolégica vinculada a las fusiones Robertsonianas y de que ciertos cambios producidos
por la apariciéon de metacéntricos podrian desembocar en alteraciones de los patrones de
integracion (véase apartado 5.2.).

Los resultados obtenidos en el presente estudio indican que los niveles de integracion
de los dos mddulos funcionales y de la mandibula completa, evaluados por medio del
indice I (Cheverud et al. 1983), son ligeramente mayores en los grupos Robertsonianos
que en los animales estandar (a excepcién del valor de I de la region alveolar en el grupo
2n = 34-37, que es menor que el valor de 40St). Estos resultados son concordantes con
los obtenidos por Jojic et al. (2007), quienes observaron queblos niveles de integracion
aumentaron en ratones portadores de otro tipo de alteracién cromosémica, los cromosomas
B. Tal y como ya se ha comentado anteriormente, la presencia de metacéntricos puede
reducir la eficacia de la recombinacion por una disminucién del nimero de quiasmas y
un alejamiento de los mismos respecto al centromero (Wallace et al. 1992; Bidau et al.
2001; Dumas y Britton-Davidian 2002; Castiglia y Capanna 2002; Panithanarak et al.
2004), lo que conduce a un aumento del desequilibrio de ligamento en las regiones
pericentroméricas. Si bien esta reduccion de la recombinacién podria originar un
incremento de los niveles de integracion genética por la apariciéon de nuevos grupos de
ligamiento, tal y como postulan Jojic et al. (2007), no parece que ésta sea la causa del
aumento de los niveles de integracion observados en la zona de estudio. Si asi fuera, y
dado que en el ratéon doméstico los 19 autosomas contienen QTLs que intervienen en la
morfologia mandibular (Cheverud et al. 1997; Klingenberg et al. 2001; Ehrich et al. 2003),
cabria esperar que a medida que aumentase el nimero de fusiones, y por tanto los grupos
de ligamiento, también lo hicieran los niveles de integracién. Sin embargo, en ninguno
de los mddulos, ni en la mandibula completa, se observa tal tendencia. No obstante cabe
tener en cuenta que el desequilibrio de ligamiento afecta primordialmente a aquellos
genes proximos al centromero, y que ademas la supresion de la recombinacién depende

del cromosoma metacéntrico en cuestion (Davisson y Akeson 1993); por lo que un aumento
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del nimero de metacéntricos no implica necesariamente un aumento de la integracion
genética. Sin embargo, el patrén observado no parece sefialar al aumento de la correlacion
genética por desequilibrio de ligamiento como causa principal de los cambios observados.

En cuanto a los patrones de integracion morfoldégica de la mandibula destacar que
analisis previos (no mostrados en la tesis) indicaron un importante efecto del tamafio
sobre los mismos que no permitié detectar las asociaciones subyacentes de caracteres
hasta que se aplicé la correccién (la cual se mostré muy efectiva). Tales observaciones
concuerdan con las hechas en trabajos previos, en los que se pone de manifiesto la
importancia de eliminar el tamafio en los estudios de integracién por la asociacién
diferencial que éste muestra con los distintos rasgos (Zelditch 1988; Marroig et al. 2004).
La comparacion de las matrices C de los grupos cromosdmicos con las matrices hipotéticas
de disefio puso de relieve distintos aspectos de los patrones de integraciéon y de su variacion
en los distintos grupos. Los resultados derivados de la comparacién de las matrices C con
la matriz de modularidad funcional apoyaron la existencia de los dos mddulos en todos
los grupos cromosomicos, asi como en el total de la muestra. No obstante, mientras que
la region alveolar present6 tanto una integracion funcional como ontogénica (con ligero
predominio de la primera), en la rama ascendente predomind claramente la segunda, hasta
el punto que la integracion funcional de este mddulo sé6lo fue significativa en el grupo 2n
= 28-30. En este sentido es interesante destacar que en el inico grupo en el que predominé
claramente la integracion funcional, o lo que es lo mismo, la divisién de la mandibula en
dos modulos, fue 40St; en los grupos Robertsonianos o bien predominé la hipétesis de la
integracion ontogénica (HIO), o bien los valores de correlaciéon de ambas hipotesis con
las matrices C fueron muy similares. Este hecho podria explicarse por una disminucién
de la coadaptacion genética en los Robertsonianos que podria afectar a los complejos de
genes que han sido seleccionados por presiones funcionales, de modo que la integracién
funcional disminuiria y la ontogénica tendria un papel mas importante. Esta hipétesis de
la disminucidn de la coadaptacion concordaria, al menos en parte, con lo observado en el
estudio de asimetria fluctuante (véase discusion del capitulo 5). Es cierto, sin embargo,
que el elevado ajuste de 40St a HIF es debido principalmente a que la region alveolar se
comporta claramente como un médulo, mientras que la rama ascendente estd mas
compartimentada y en ella predomina una integracion ontogénica por regiones
morfogenéticas, o por insercién muscular. Estos resultados sugieren, en primer lugar,
que los patrones de integraciéon mandibular, a pesar de mostrar una cierta constancia,

pueden variar entre poblaciones diferenciadas cariotipicamente. Y en segundo lugar que
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la hipétesis de los dos médulos funcionales se confirma parcialmente, ya que el analisis
de cada uno de ellos por separado indica que mientras la region alveolar se muestra
claramente como una unidad funcional con una integracion ontogénica subyacente, en el
ramus ascendente predomina claramente una integracién dentro de las unidades
morfogenéticas (no entre ellas), debida probablemente a una coordinacion durante el
desarrollo embrionario y/o a interacciones epigenéticas del tejido 6éseo con los musculos
(estos aspectos se argumentaran mas detalladamente en la discusién general sobre
variacion morfologica de la mandibula). Estos resultados son coincidentes con los
obtenidos por Cheverud et al. (1991), quienes observaron que las constricciones en la
variacion de tamaiio y forma de la mandibula eran congruentes con las esperadas bajo un
modelo de origen ontogénico comun y de efecto epigenético por las inserciones
musculares. Ademas, estudios genéticos han demostrado que la mayor parte de QTLs
implicados en la morfologia mandibular afectan a zonas muy concretas de la rama
ascendente (Cheverud et al. 1997; Ehrich et al. 2003), por lo que esta integracién
ontogénica parece tener una importante base genética. Los trabajos que han tratado la
organizacion modular de la mandibula del ratén son numerosos, y mientras que algunos
han encontrado una divisién de la misma en dos regiones diferenciadas (Leamy 1993;
Cheverud et al. 1997; Mezey et al. 2000), otros no confirman su existencia (Klingenberg
y Leamy 2001; Klingenberg et al. 2001). Mas recientemente se ha observado que a pesar
de que pueda existir una cierta tendencia a la division de la mandibula en dos médulos,
también se aprecian correlaciones significativas entre ambos (Klingenberg et al. 2003),
por lo que hoy en dia se postula que si bien las dos regiones mandibulares son parcialmente
autonomas, dicha modularidad es méas bien una cuestion de gradacion (Klingenberg et al.
2003; Klingenberg et al. 2004; Jojic et al. 2007). Los resultados aqui obtenidos serian
congruentes con esta vision, ya que a pesar de que la hip6tesis de los dos méodulos presenta
un buen ajuste en todos los grupos cromosoémicos, este varia dependiendo del grupo.
Ademas, la alternancia en estos grupos de la importancia relativa de la funcién o el
desarrollo en los patrones de integracién sugiere que la asociacion entre caracteres podria
ser un balance entre los distintos factores que influyen sobre los mismos, como son, entre
otros, el desarrollo, la funcién o los factores genéticos.

Los resultados obtenidos en la comparacion de pares de matrices C y V/CV indican
que los distintos grupos cromosémicos de M. m. domesticus de la zona de polimorfismo
Robertsoniano de Barcelona comparten unos patrones de covariacion y correlacion

relativamente estables, ya que todas las comparaciones fueron significativas y los
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coeficientes de correlacion fueron relativamente altos y mostraron poca variacion. No
obstante, si estos coeficientes se contrastan con los obtenidos en trabajos que comparan
especies distintas (Marroig y Cheverud 2001) o poblaciones distantes de una misma especie
(Gonzélez-José et al. 2004), se observa que los valores son similares, ain y cuando los
ejemplares analizados en el presente estudio pertenecen a la misma subespecie y proviene
de una region geografica pequefia. En este sentido, cabe destacar que existe cierta
controversia en cuanto a la estabilidad de los patrones de integracion. Asi, mientras que
en ciertos trabajos realizados en primates se detecta una elevada constancia, ya sea entre
especies distintas (Marroig y Cheverud 2001) o dentro de la misma especie (Gonzalez-
José 2003; Gonzalez-José et al. 2004), en otros se observa cierto grado de variacion
congruente con la filogenia (Ackermann 2002). Algunos estudios han evidenciado incluso
correlaciones significativas entre especies tan distantes como son el macaco y el raton
doméstico (Hallgrimsson et al. 2004), aunque los coeficientes de correlacion observados
son mucho mas bajos que los que se obtienen entre especies préximas o entre poblaciones
de una misma especie. Asi, aunque en principio parece que los patrones de integracion de
los distintos grupos cromosOmicos analizados en el presente estudio son estables y
presentan poca variacion, quizas para poblaciones de la misma especie proximas entre si
cabria esperar valores mas elevados de correlacion y/o de covariacion.

En cuanto a la disimilitud entre grupos segin sus patrones de integracion destacar que
aunque los valores no fueron elevados, se observaron pautas de asociacién entre grupos
similares a las obtenidas para las distancias morfoldgicas. Asi, aunque los MDSs y las
distancias de los MSTs no fueron muy similares a los calculados mediante las distancias
de Mahalanobis, los UPGMA s presentaron un parecido evidente. Por un lado, el UPGMA
derivado de las distancias en las matrices C presentd la misma topografia que el de
distancias morfolégicas para la mandibula completa (Figura 3-9), y la tinica diferencia
entre ambos fue la posicién relativa de 40Rb y 2n = 34-37. Por el otro, el UPGMA de las
distancias V/CV también fue bastante similar, ya que se mantuvo el conglomerado formado
por 2n = 28-30, 2n = 31-33 y 2n = 34-37, aunque en este caso cambio la posiciéon de 2n =
38-39 y 40St. Ademads, aunque la distribucién de los grupos en el MDS no parecié a
priori muy semejante a la de las distancias morfoldgicas, la variacion en la dimension 1
siguid el mismo patrén, con un incremento de la distancia a medida que aumentaron las
diferencias cariotipicas entre grupos. Estas similitudes quedan corroboradas por el hecho
de que tanto la matriz de distancias C como la de distancias V/CV se asociaron

significativamente con las distancias morfologicas. La topologia de las matrices de
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distancias morfolégicas o moleculares es el resultado final de la historia y la estructura
de las poblaciones, de manera que su significado sélo se puede interpretar como una
interaccion compleja de factores muy diversos, como son cuellos de botella, tamafios
poblacionales efectivos variables, flujo genético, migracion, seleccion, etc. (Gonzalez-
José 2003; Gonzélez-José et al. 2004). Por otro lado, se ha postulado que el parecido en
las matrices C y V/CV entre poblaciones diferenciadas, asi como la falta de asociacion
entre éstas y las distancias genéticas y/o morfoldgicas indica que la estabilidad de estos
patrones es independiente de la historia y la estructura de las poblaciones (Marroig y
Cheverud 2001; Gonzalez-José 2003; Gonzalez-José et al. 2004). El hecho de que las
distancias en los patrones de C y V/CV entre grupos cromosémicos se hayan
correlacionado significativamente con las distancias morfolégicas podria indicar que en
la zona estudiada los patrones de correlacioén y covariaciéon no son independientes de la
historia y estructura poblacionales, y que quizs los cambios que se dan en estos patrones
influyan en la diferenciacién morfoldgica detectada. En los hominoideos se ha observado
una relacién entre los patrones de correlacién y covariacidon, y la filogenia molecular
(Ackermann 2002), y se ha propuesto que tal vez este hecho esté relacionado con los
procesos repentinos de especiacion que se han dado en el grupo (Gonzalez-José et al.,
2004). Procesos que quizas hayan sido provocados por la acumulacion de alteraciones
cromosémicas entre algunas de sus especies, como son los humanos y los chimpancés
(Navarro y Barton 2003).
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Las discusiones de los distintos capitulos se han centrado primordialmente en analizar
el efecto de las fusiones Robertsonianas en cada uno de los aspectos de la variacion
morfologica tratado. No obstante, con el objetivo de ofrecer una visién global del conjunto
de resultados obtenidos, se expone seguidamente una discusion integrada sobre como
pueden estar afectando la naturaleza genética y ontogénica de los caracteres estudiados a
los patrones de diferenciacién observados.

En cuanto a los caracteres no métricos, destacar en primer lugar que los resultados
obtenidos presentan una elevada congruencia con los referentes a la morfologia
mandibular, principalmente con los correspondientes a la region alveolar, tanto en lo que
concierne a polimorfismo como a la estabilidad del desarrollo. Asimismo, en el estudio
de polimorfismo morfologico el porcentaje de variacién en estos rasgos explicado por
los dos factores de aislamiento considerados fue el més elevado, incluso méas que el del
total de la mandibula. Por todo ello se estima que estos rasgos son adecuados para ambos
tipos de estudios. En este sentido cabe destacar que los rasgos no métricos han sido
considerados reiteradamente de gran utilidad para analizar la variacién morfologica a
escala interpoblacional (Markowski 1995; Lazarova 1999; Ansorge 2001), especialmente
entre poblaciones estrechamente emparentadas (Rosing 1984). Sin embargo, su aplicacion
en los estudios de estabilidad del desarrollo ha sido mas limitada. De hecho, si bien estos
caracteres han sido empleados en varias ocasiones (Leary et al. 1985; Pankakoski 1985;
Pankakoski et al. 1992; Markowski 1993; Pertoldi et al. 1997; Dosselman et al. 1998;
Lazarova 1999), en relacion a los rasgos métricos, su uso ha sido mucho menos frecuente,
quedando también en un segundo plano en las revisiones metodolégicas (Palmer 1994;
Palmer y Strobeck 2003). Quizas haya contribuido a ello el hecho de que los caracteres
discontinuos, especialmente los que presentan pocas categorias de variacion, se consideran
poco sensibles a cambios sutiles en los niveles de inestabilidad del desarrollo (Swain
1987). Los resultados obtenidos en la presente tesis muestran, sin embargo, que ambos
tipos de rasgos (continuos y discontinuos) son igualmente ttiles para detectar variaciones
en los niveles de asimetria fluctuante al utilizar una cantidad parecida de variables, incluso
cuando el tamafio muestral es bastante menor en el estudio de los caracteres no métricos.
Ademas, en general, estos ultimos presentaron valores de concordancia mas elevados
que en el global de la mandibula, indicando una mayor congruencia entre caracteres.
Todo ello podria deberse a que los rasgos no métricos, al ser selectivamente neutros,
tolerarian una mayor variacién que los rasgos adaptativamente mas importantes, como

pueden ser ciertas dimensiones corporales asociadas a estructuras locomotoras o que
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intervengan en la alimentacion, como es el caso de la mandibula (Pankakoski y Hanski
1989). A la larga, ésto podria conducir a una menor canalizacién de aquellos caracteres
sometidos a una menor presion selectiva lo que los haria mas sensible a los factores de
estrés (Gavrilets y Hastings 1994). Asi pues, aunque quizas las variables discontinuas
presenten una menor eficacia estadistica para detectar cambios en los niveles de asimetria
fluctuante, el hecho de que sean selectivamente neutras les podria hacer mas sensibles a
las fuentes de estrés. Ahora bien, cabe tener en cuenta que el tratamiento estadistico de
estos rasgos presenta algunas particularidades por lo que hay ciertos aspectos que deberian
considerarse para sacar un buen rendimiento de ellos. Por ejemplo, durante la deteccion
de asimetria fluctuante hay que tener en cuenta que los caracteres no métricos, por su
propia naturaleza discontinua, suelen presentar valores mas elevados de curtosis, sin que
ello quiera decir que no sean buenos indicadores de estabilidad del desarrollo (Dosselman
et al. 1998). Ademas, aunque trabajos mas antiguos indicaban que los caracteres con
asimetria fluctuante debian presentar distribuciones de (D — I) perfectamente normales y
que habia que evitar distribuciones leptocurticas (Palmer 1994), mas recientemente se ha
sugerido que la distribucién de los valores de (D —I) en los rasgos con asimetria fluctuante
no tiene porqué ajustarse a una normal, més al contrario, puede ser leptocurtica (Leung y
Forbes 1997; Gangestad y Thornhill 1999; Graham et al. 2003). Si se tiene en cuenta que
para incrementar la probabilidad de detectar la relacion entre estrés y FA son necesarios
analisis que impliquen multiples rasgos (Leung y Forbes 1996), eliminar rasgos
discontinuos por el mero hecho de presentar distribuciones leptocurticas de asimetria
con signo puede estar mermando la capacidad para detectar dicha relacién. Otro aspecto
interesante a tener en cuenta es el de los indices de asimetria empleados. Asi, en el presente
estudio, FA15 fue el inico indice multivariante que mostré diferencias significativas entre
grupos cromosOomicos en los niveles de FA de los rasgos no métricos. Precisamente, una
de las caracteristicas de este indice es que proporciona un poder estadistico mayor que
los demas indices cuando los valores de curtosis son elevados (Leung et al. 2000), como
fue el caso de la mayoria de variables discontinuas empleadas.

Referente a la mandibula son numerosos los aspectos a discutir. No obstante, uno de
los mas interesantes es que a pesar de su aparente homogeneidad como estructura ésea,
el comportamiento de los dos médulos funcionales es manifiestamente distinto en los
tres aspectos de la variacion morfoldgica estudiados: polimorfismo, estabilidad del
desarrollo e integraciéon morfolégica. Si bien es cierto que dentro de un mismo mddulo

los rasgos que lo componen no se comportan siempre homogéneamente (véase por
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ejemplo la Figura 3-21 o la Tabla 4-2), también lo es que al analizar separadamente las
dos regiones morfofuncionales se observan diferencias claras entre ambas, asi como una
mayor congruencia en los resultados que se refleja incluso en las significaciones. Si se
fija la atencion en los patrones el polimorfismo morfolégico, por ejemplo, se observa que
a pesar de que en el anéalisis completo de la mandibula se obtuvieron distancias
morfoldgicas mas elevadas, mayor poder de discriminacién y un porcentaje méas elevado
de la variacion explicado por los factores de aislamiento que en cada una de las regiones
por separado, lo cierto es que el efecto de los dos factores de aislamiento es claramente
distinto en cada una de ellas, predominando las diferencias en el cariotipo en el ramus
ascendente y la distancia geografica en la region alveolar. Algo similar ocurre en el analisis
de los niveles de FA. Mientras que el andlisis de toda la mandibula muestra diferencias
significativas con un patrén determinado entre grupos cromosomicos, €l analisis de los
dos moddulos por separado muestra patrones y niveles claramente distintos entre ambos.
En cuanto a los patrones de integracion, mientras que en la regién dentaria predomina
una integracion funcional del conjunto de los caracteres, la region muscular muestra una
integracion ontogénica de las distintas regiones morfogenéticas (o de inserciones
musculares) por separado. Ante este escenario parece légico pensar que la constante
divergencia entre ambas regiones esté relacionada con posibles diferencias en la
naturaleza genética y/o ontogénica de ambas.

En este contexto habria que destacar ciertos aspectos, como por ejemplo que el ramus
ascendente es ontogénicamente mas complejo que la region alveolar. En la parte posterior
de la mandibula, en particular en las superficies mediales de los tres procesos (Atchley y
Hall 1991), se inserta un niitrido grupo de musculos (véase Figura 1-15) de origen
mesenquimatico (Noden 1987) que afectan tanto al desarrollo como al crecimiento
mandibular (Atchley y Hall 1991). Sin embargo, el nimero de musculos que se inserta en
la regién anterior de la mandibula y la superficie que ocupan son mucho menores. Parece
que esta mayor complejidad ontogénica de la rama ascendente se corresponde, a su vez,
con una mayor complejidad genética. Asi, existen evidencias de que los rasgos de la
region muscular no tan sélo presentan una mayor heredabilidad que los de la regién
alveolar (Bailey 1986; Cheverud et al. 1991), si no que ademads estdn controlados por una
mayor cantidad de QTLs (Cheverud et al. 1997; Ehrich et al. 2003). De los 27 QTLs que
afectaron a distintas dimensiones mandibulares, el 50% mostr6 efectos significativos
sobre la region posterior, el 27% sobre la regién alveolar y el 23% sobre el total de la

mandibula (Cheverud et al. 1997). En un estudio posterior se detectaron 40 QTLS que



Discusion general 199

afectaron a la morfologia mandibular, de los cuales 22 a la regioén posterior, cinco a la
region alveolar y 13 a la estructura completa (Ehrich et al. 2003). Esta mayor complejidad
genética y ontogénica de la region del ramus ascendente podria explicar, al menos en
parte, las diferencias observadas en los patrones de variacién morfolégica entre ambos
modulos. El hecho de presentar rutas ontogénicas mas complejas, asi como un mayor
numero de interacciones entre distintos tipos de tejidos durante el desarrollo embrionario,
podrian ser algunas de las causas de que en el ramus ascendente predomine una integracion
por unidades de desarrollo frente a una integracion funcional del médulo completo. Asi,
aquellos i'asgos que pertenezcan a una regiéon mandibular que se desarrolle a partir de
una misma condensacion celular o que esté afectada por la insercién de un mismo musculo
estaran mas relacionados entre si que con los rasgos originados a partir de otra
condensacion celular o bajo el efecto de otro musculo. En este sentido, es interesante
subrayar que de los 27 QTLs que no afectaron al global de la mandibula, la mayoria
presentaron un efecto muy localizado, especialmente en la zona del ramus ascendente
(Ehrich et al. 2003). Por otro lado, la region alveolar, con un menor nimero de unidades
morfogenéticas y de interacciones con otros tipos de tejidos, presenté mayoritariamente
una integracion funcional, aunque también mostr6 una integracién ontogénica.

Otro aspecto a destacar es la sensibilidad diferencial frente al estrés que presentan los
caracteres durante el desarrollo embrionario (aspecto comentado someramente en la parte
referente a los rasgos discontinuos de la presente discusion). En este sentido se ha sugerido
que dicha diferenciacién est4 directamente relacionada con la intensidad de la seleccion
estabilizadora (véanse referencias en Badyaev et al. 2000), de modo que los caracteres
que se encuentran bajo una presion selectiva méas fuerte desarrollan una mayor
canalizacién y estan mas preparados para mitigar alteraciones durante la ontogenia que
aquellos rasgos selectivamente menos importantes (Gavrilets y Hastings 1994; citas en
Badyaev et al. 2000). En particular, se ha demostrado que los caracteres mandibulares de
ciertas especies de musarafia difieren en su sensibilidad frente a los cambios ambientales,
y que la variacién inducida por estrés queda confinada especialmente a los rasgos no
integrados (sensu Badyaev y Foresman 2000, i.e. que no participan en la unién del mismo
musculo), que son principalmente los de la region alveolar. Esto ha llevado a sugerir que
la baja canalizacion ambiental y genética de los rasgos no integrados los podria haber
hecho mas sensibles a las alteraciones ambientales y genéticas asociadas al estrés
(Badyaev et al. 2000). Ademas, dado que los factores de estrés pueden afectar de modo

similar a la estabilidad del desarrollo del organismo independientemente de su origen
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(Freebairn et al. 1996), los resultados obtenidos en la presente tesis concuerda con lo
postulado por Badyaev y Foresman (2000). Asi, los niveles mas bajos de FA detectados
en larama ascendente de la mandibula respecto a la region alveolar sugieren que la primera
es menos sensible al estrés genético que la segunda, y que por tanto la regién de insercién
de la musculatura mandibular esta sujeta a una seleccion estabilizadora mas intensa que
la zona anterior de insercién dentaria. La mayor estabilidad y canalizacion de la regién
muscular frente a los factores de estrés podria ser la causa de las diferencias observadas
en los patrones de FA de ambas regiones. Asi, el hecho de que la rama ascendente presente
mayor resistencia a los factores de estrés podria explicar que los Robertsonianos presenten
en general niveles de FA en esta region mas bajos que los animales estandar. Las zonas de
hibridacién presentan una particularidad como fuente de estrés que no presentan otros
factores estresantes como pueden ser los ambientales, y es que se supone que los niveles
de FA en ellas son un balance entre el efecto positivo del aumento de la heterocigosidad
y el negativo de la disrupcion de la coadaptacion génica (véase capitulo 4). Asi, en aquellos
rasgos o regiones morfologicas menos sensibles al estrés quizas los efectos positivos
predominen sobre los negativos. Por el contrario, en los caracteres o regiones morfolégicas
menos estables, si el estrés genético es suficientemente importante, el efecto de la
disrupcién de la coadaptacion tal vez sobrepase los efectos positivos del incremento de
heterocigosidad y se observe un incremento de la inestabilidad. En este sentido, dado que
los rasgos no métricos se consideran selectivamente neutros (Pankakoski y Hanski 1989),
el patron detectado en los mismos concordaria con esta hipotesis. Teniendo en cuenta
estas observaciones y los resultados aqui obtenidos se recomienda considerar
cuidadosamente los rasgos o la regiéon morfolégica empleada para el estudio de la
inestabilidad del desarrollo, especialmente en las zonas de hibridacion, ya que de ello
pueden depender los resultados que se obtengan. Mientras que los caracteres, o las regiones
morfologicas, selectivamente neutros o bajo una seleccion estabilizadora leve pueden
verse afectados mas intensamente por la disrupcion de la coadaptacién, mostrando
incrementos de FA, en los rasgos, o regiones, bajo una intensa seleccion estabilizadora
pueden predominar los efectos positivos del aumento de heterocigosidad y obtenerse
una disminucién de la FA. Esta podria ser también una de las razones de la elevada
heterogeneidad de resultados observada en los estudios de estabilidad del desarrollo en
zonas hibridas. Ademas, el anélisis conjunto de caracteres sujetos a distintas presiones
selectivas puede ocultar la existencia de cambios significativos en los niveles de FA. Un

indicio de este hecho podrian ser las bajas concordancias obtenidas al analizar
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conjuntamente todas las medidas mandibulares. No obstante, al analizar los moédulos
separadamente las concordancias aumentaron significativamente.

Asimismo, la mayor complejidad ontogénica y genética de la rama ascendente de la
mandibula respecto a la regién dentaria, asi como su mayor estabilidad del desarrollo,
podrian explicar la mayor correlaciéon observada entre la diferenciacion morfologica de
esta region y las divergencias en el cariotipo, y la menor asociacién entre aquélla y la
distancia geografica. La mayor estabilidad del desarrollo de la rama ascendente quizas
sea una de las causas del menor porcentaje de variacién explicado por la distancia
geografica, y del no explicado. Aunque es dificil asegurar la presencia de algiin cambio
ambiental gradual a lo largo de la zona de estudio, no se puede descartar la variacion
ambiental como factor de variacién morfoldgica asociada a la distancia geografica. Asi,
la diferenciacion morfologica vinculada a la distancia geografica puede tener, bien un
origen ambiental, o un origen genético de aislamiento por distancia. La menor estabilidad
de la regién alveolar durante al desarrollo la podria hacer mas susceptible, no sélo a los
factores de estrés, si no también a los cambios ambientales. Por otro lado, tal y como se
ha visto mas arriba, el nimero de regiones cromosémicas que afectan a la morfologia de
la parte posterior de la mandibula es muy superior (mas de cuatro veces) que el de regiones
cromosOmicas vinculadas a los cambios de forma de la region alveolar, y ademas se
distribuyen de forma mas amplia por el genoma (Ehrich et al. 2003). Bajo el supuesto
que los cambios cromosdmicos funcionen como barrera de aislamiento por una
disminucion de la eficacia en la recombinacién, cuanto mayor sea el namero de regiones
cromosoémicas (sobretodo las proximas a los centrémeros) que intervengan en el desarrollo
de una determinada estructura morfolégica, mayor la probabilidad de que en alguna de
ellas se fije algiin alelo que quede aislado en el cambio cromosémico en cuestion. Lo que
podria originar diferencias morfolégicas en la estructura vinculadas al cariotipo. Asi,
bajo esta hipoétesis, el mayor niimero de QTLs detectados para la region muscular la hacen
mas susceptible a presentar un mayor porcentaje de la variacion asociado a las diferencias
en el cariotipo, tal y como se observa en la presente tesis. Adicionalmente, se ha sugerido
que la divergencia evolutiva en fenotipos complejos, como puede ser la forma de un
determinado hueso, se origina més probablemente por cambios en los patrones y tiempos
de activacion y represion génica durante el desarrollo que no por el resultado de cambios
realmente estructurales (Atchley y Hall 1991). En este sentido cabe mencionar que, en el
capitulo 5, se aprecié que los cambios morfolégicos se asociaron significativamente con

los referentes a los patrones de integracion, lo que podria sugerir que las diferencias
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morfoldgicas observadas entre animales diferenciados cariotipicamente estén dirigidas
por cambios sutiles en los patrones de asociacioén entre caracteres. Dentro del marco del
modelo para el estudio del desarrollo y la evolucién de las estructuras morfolégicas
complejas elaborado por Atchley y Hall (1991), los cambios morfolégicos observados
podrian deberse a cambios en las unidades ontogénicas, que estarian en el origen de los
patrones de asociacion. Asi, mientras que los cambios en el tamafio mandibular se deberian
a alteraciones de estas unidades antes de la diferenciacién de las células mesenquimaéticas,
los cambios de forma (shape) serian debidos a cambios similares una vez se han
diferenciado las células.

Teniendo en cuenta el conjunto de resultados obtenidos, se sugiere que la variacion
fenotipica observada en la zona de polimorfismo Robertsoniano de Barcelona es el
resultado de una accién conjunta de las diferencias en el cariotipo y la distancia geografica
como barreras al flujo genético. Los cambios cromosomicos, a través de la disminucion
de la recombinacion (o de su eficiencia) y/o de la eficacia de los hibridos, producirian un
incremento de las diferencias genéticas entre animales con distinto cariotipo,
especialmente en aquellas regiones morfoldgicas de mayor complejidad genética y
ontogénica. Estos cambios genéticos afectarian mas probablemente a los patrones de
integracidon que a la estructura propiamente, lo que a su vez producirian de manera
coordinada modificaciones morfolégicas. Asimismo, esta alteracion genética y estructural
debida a la aparicion de las fusiones podria originar los cambios observados en los niveles
de inestabilidad del desarrollo, los cuales dependen a su vez de la intensidad de seleccién

estabilizadora a la que estan sujetos los distintos rasgos morfoldgicos.
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1. Existe variacion morfoldgica significativa (tanto al considerar rasgos no
métricos del craneo y la mandibula, como medidas mandibulares) entre las
poblaciones de raton doméstico (Mus musculus domesticus) de la zona de
polimorfismo cromosdémico del noreste peninsular y las poblaciones estandar
circundantes, asi como entre algunos grupos cromosoémicos de la zona de

polimorfismo.

2. Considerando la naturaleza poligénica de ambos tipos de rasgos y la
asociacion entre la diferenciacion morfolégica y las distancias geografica y
cromosomica, las divergencias detectadas sugieren que en la zona estudiada

ambos factores actian conjuntamente como barreras al flujo genético.

3. Tanto la distancia geografica como la diferenciacion cariotipica explican
una parte significativa de la variacién de los caracteres no métricos, si bien,
el efecto del primer factor es algo mayor.

4. Los factores de aislamiento (distancia geografica y diferencias cariotipicas)
actian de manera desigual sobre la diferenciacion morfolégica en las dos
regiones mandibulares (alveolar y rama ascendente). La variacién en la regiéon
alveolar explicada por los factores de aislamiento se ajusta casi exclusivamente
a la distancia geografica y es menor que la de la rama ascendente, que se

ajusta principalmente a las diferencias en el cariotipo.

5. El elevado porcentaje de variacién de los rasgos no métricos explicado por
los dos factores de aislamiento, asi como la concordancia entre los patrones
de variacion obtenidos con éstos y con las medidas mandibulares sugieren
que los caracteres no métricos son buenos indicadores de la existencia de
aislamiento en zonas de polimorfismo cromosémico.

6. Las diferencias detectadas, principalmente por los analisis multivariantes,
en los valores de asimetria fluctuante de rasgos no métricos y de medidas
mandibulares indican que existen cambios significativos en los niveles de
inestabilidad del desarrollo entre los ratones de localidades estandar y los de
la zona de polimorfismo Robertsoniano, asi como entre ciertos grupos de esta
zona.
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7. Los niveles de inestabilidad del desarrollo observados en la zona de estudio
varian segun la naturaleza de los caracteres considerados. Mientras en la rama
ascendente predominan los efectos del supuesto incremento de
heterocigosidad, en los rasgos no métricos y en laregion alveolar lo hacen los

de la posible disrupcion de la coadaptacion.

8. Los patrones de asimetria fluctuante observados en la zona de polimorfismo
Robertsoniano de Barcelona podrian explicarse por: i) la existencia de un
balance entre los efectos que se le supone al incremento de heterocigosidad y
los debidos a una disrupcién de la coadaptacion, ii) una sensibilidad diferencial
de los distintos rasgos o regiones morfologicas a factores estresantes de tipo
génico, iii) una recuperacion de los niveles de inestabilidad del desarrollo

tras la aparicion de las fusiones.

9. Los caracteres no métricos son efectivos para detectar alteraciones en los
niveles de inestabilidad del desarrollo debidas a factores genéticos. Si bien
estos rasgos presentan un menor poder estadistico que los continuos para
apreciar dichos cambios, el hecho de ser selectivamente neutros sugiere que
deben estar menos canalizados y que por tanto son mas sensibles a los factores
de estrés.

10. A pesar de que los niveles de integracion morfoldgica son, en la mayoria
de casos, superiores en los ratones Robertsonianos que en los estandar, los
patrones observados no parecen ajustarse a la hipdtesis del aumento del
desequilibrio de ligamiento como causa principal del aumento de integraciéon
morfolégica.

11. Todos los grupos analizados se ajustan a la hipotesis de los dos moédulos
funcionales. A pesar de ello, mientras que la regién alveolar se comporta
como un verdadero modulo funcional (con integracidén ontogénica), la rama
ascendente presenta una integracion por unidades morfogenéticas que se ajusta

principalmente a la ontogenia y a los patrones de inserciéon muscular.
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12. Los patrones de integracidén de la mandibula, a pesar de mostrar una cierta
constancia, varian entre poblaciones diferenciadas cariotipicamente y muestran,

en general, una mayor afinidad entre grupos cromosémicos mas préximos.

13. La correlacién observada entre las distancias en los patrones de asociacion
de caracteres y las distancias morfoldgicas sugieren que los cambios sutiles
en los patrones de integracién podrian estar influyendo en la variacion

morfologica de la mandibula.
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Apéndice 1. Localidades de origen y cariotipos de los ejemplares estudiados. n: niimero de ejemplares de
cada localidad con un cariotipo determinado. Entre paréntesis y separados por una coma se indican el mimero de
los ejemplares utilizados en el estudio de caracteres no métricos (izquierda) y en el de medidas mandibulares
(derecha); 2n: nimero diploide; A: homocigoto acrocéntrico; H: heterocigoto; M: homocigoto metacéntrico.

Codigo Localidad n 20 38 414 515 610 717 911 1213
AN Anglesola  2(,2) 39 A H A A A A A
303 40 A A A A A
AV  Avinyonet 1(1,0) 32 A M M A A M M
) 33 A M H A A M M
BE Bellaterra 101) 38 A A H A A A H
) 38 A M A A A A A
202 39 A H A A A A A
202 39 A A H A A A A
10) 3% A A A A A A H
606) 40 A A A A A A A
CA Calaf 22 39 A H A A A A A
505 40 A A A A A A A
CF  Calafell 202 35 A M H A A A M
202 3% A H H A A H M
202 35 A M A A A H M
L) 36 A M A A A A M
1) 36 A H A A A M H
10) 36 A H A A H H H
303) 37 A H A A A A M
FU Fulleda 191817 40 A A A A A A A
GA  Garraf 333) 286 M M M M A M M
1,0 29 M H M H H M M
L) 29 H M M M A M M
1) 29 M M M H A M M
333) 29 M M M M A M H
22 30 H M M H A M M
L) 30 M M M M A H H
L) 30 H M M M A H M
1) 30 M M M H A M H
1) 30 M M H H H M H
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Apéndice 1. Continuacion.

Codigo Localidad

n

2n 3-8 414 515 610 717 911

12

N
fam—y
98]

GA  Garraf
GV  Gava
EC  L’EspulgaCalba

LG

La Granada

10,1
10,1)
1(0,1)
100,1)
1(0,1)
1(0,1)
1(1,0)
1(1,0)
1(1,0)
4(3,4)
1(1,1)
1(0,1)
1(1,1)
8(6,7)
2(2,2)
1(1,0)
1(1,1)
3(1,3)
1(0,1)
1(0,1)
1(1,1)
1(1,0)
4(0,4)
2(0,2)
1(0,1)
100,1)
1(0,1)
2(1,1)
3(2,3)
2(0,2)

30
32
32
32
32
32
33
35
35
30
30
31
32
40
29
29
29
30
30
30
30
30
31
31
31
31
31
31
32
32
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Apéndice 1. Continuacion.

Codigo Localidad n 2n 38 414 515 610 717 911 1213

>
>

LG La Granada 1(0,1) 32 M M
1(1,0) 32
1(1,0) 32
1(1,0) 32
1(0,1) 33
1(0,1) 34
1(1,1) 34
LL LalLlacuna 1(1,0) 36
LR LaRiera 7(0,7) 40
LV  Lavern 1(1,1) 31
1(0,1) 31
1(0,1) 31
1(1,1) 32
2(0,2) 32
3(0,3) 32
2(0,2) 33
2(0,2) 33
1(0,1) 33
BC  Les Borges del 4(3,4) 40
Camp
1L.O Les Ordes 1(0,1) 38
LP Les Pobles 4(3,3) 37
1(0,1) 37
2(2,2) 38
1(1,1) 38
1(1,1) 38
1(1,1) 39
2(0,2) 39
1(1,0) 39
6(3,6) 40

M
M
M
M
M
M
M
H
A
M
M
M
M
H
M
H
H
M
A
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Apéndice 1. Continuacién.

Cédigo

Localidad

2n 38 414 515 610 717 9-11 1213

LLP

SA

SM

SP

SS

SC

Lloreng del

Penedeés

Sabadell

Sant Marti Sarroca

Sant Pau d’Ordal

Sant Sadumi

d’Anoia

Santa Coloma de

Queralt

1(1,0)

1(1,1)
1(1,0)
3(3,0)
4(1,4)
2(2,2)
2(0,2)
4(4,4)
9(6,7)
5(5,5)
1(1,1)
4(0,4)
1(0,1)
2(0,2)
2(0,2)
1(1,1)
3(0,3)
1(0,1)
1(1,1)
1(0,1)

1(0,1)
1(0,1)
1(0,1)
1(0,1)
1(1,1)

1(1,1)
1(0,1)

36

36
37
38
39
32
33
28
29
29
30
30
30
31
31
32
32
33
34
33
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Apéndice 1. Continuacion.

Cddigo Localidad n 2n 38 414 515 610 717 9-11 12-13
VA Vallbonad’Anoia 1(1,1) 39 A A A A A A H
303) 40 A A A A A A

VI  Viladecans I(L,) 29 H M M M A M M
1(LO) 30 A M M M A M M

101) 31 A M H M A M M

VG Vilanovaila 1L,1)) 31. A M H M A M M

Geltra

100,) 31 H M M A A M M

101) 31 A M A H M M M

1,) 31 A M H H H M M

332 32 A M M A A M M

101) 32 H M H A A M M

101) 32 H H M A A M M

(L)) 3 A H M A A M M

10) 3 H M A A A M M

101) 3 A H M H A M H

101) 4 A M H A A H M
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Apéndice 2. Valores de varianza interindividual (Varianza .

inter-

) eintraindividual (Varianza,__)de cada DPM

con el correspondiente porcentaje de error calculado a partir de la formula %EM

Se muestra también la repetibilidad, calculada como 100 - % Error -

=100 *

2
S intra
2 2
Sintra t Sinter

DPM Varianza ineer Varianza ig, % Error Repetibilidad
12 488107 4,40 x 107 47,40 52,60
1-12 482x 10°% 5,45 x 10°° 10,16 89,84
2-3 2,23x 10°% 3,92 x 10%° 14,93 85,07
2-12 3,63x 10" 510x10% 12,32 87,68
34 1,67x10* 6,38 x 10 27,63 72,37
3-5 1,97x 10 3,66 x 10°° 1,82 98,18
3-11 3,23x 10" 3,89 x 107 10,75 89,25
3-12 3,13x10% 4,98 x 10°° 13,72 86,28
4-5 1,11x 10 3,03 x 107 2,67 97,33
4-8 512x10% 7,11 x 1% 12,19 87,81
4-10 571x10% 1,17 x 10% 16,98 83,02
4-11 6,32x10°% 7,58 x 10°° 10,71 89,29
5-6 4,79x 10 8,07 x 16% 14,41 85,59
5-8 3,89x 10 1,88 x 10 4,60 95,40
6-7 3,72x10% 6,94 x 10°° 15,72 84,28
6-8 4,86 x 10 6,37 x 10 11,59 88,41
7-8 6,30x10% 594 x10% 8,62 91,38
79 7,94x10°% 2,16 x 10 2,65 97,35
8-9 1,03x 10 2,20 x 109 2,08 97,92
8-10 342x10% 1,38 x 10% 28,71 71,29
9-10 121x10® 6,35 x 10% 5,00 95,00
9-11 2,51x10% 1,04 x 10%* 3,98 96,02
10-11 7,07x 10°% 1,67 x 10% 19,08 80,92
11-12 528x 10 1,20 x 10 18,51 81,49
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Apéndice 3. Resultados obtenidos en el ANOVA factorial de modelo mixto. DPM: distancia entre puntos
morfométricos; MC: media cuadratica; gdl: grados de libertad; ns: no significativo; * * P<0,05; ¥ P<0,1; tras la
correccion de Bonferroni(N__ =96).

Brupos

Individuo Lado Interaccion Error
DPM Grupo n | MC F MC F MC F gdl MC
1-2 St 34 0,017 1451ns 0,008 0,700ns 0,012 2433** 136 0,005
RbI 52 0,032 2673** 0,045 3,723ns 0,012 2,358** 208 0,005
RbII 47 0,027 2249** 0,026 2,169ns 0,012 3,014 ** 188 0,004
RbIOD 80 0,025 4,674** 0,007 1,310ns 0,005 1,465** 320 0,004
1-12 St 34 0,205 10463 ** 0,079 4,017ns 0,020 4310** 136 0,005
RbI 52 0,283 7241** 0,008 0,194ns 0,039 5454** 208 0,007
RbII 47 0,134 2525** (0,153 2,896ns 0,053 7,624 ** 188 0,007
RbIOD 80 0,208 6,664** 0,011 0,354ns 0,031 5458** 320 0,006
2-3 St 34 0,114 9401** 0,08 7275ns 0,012 4469** 136 0,003
RbI 52 0,106 6,781 ** 0,018 1,129ns 0,016 3,247** 208 0,005
RbII 47 0,074 10,374** 0,037 5,174ns 0,007 1,755** 188 0,004
RbIODI 80 0,105 15,094 ** 0,070 10,099ns 0,007 2,820** 320 0,002
2-12 St 34 0,196 12251 ** 0,041 2530ns 0,016 3993** 136 0,004
RbI 52 0,216 7,172** 0,003 0,095ns 0,030 4,277** 208 0,007
RbII 47 0,114 3474** 0,097 2963ns 0,033 5,283 ** 188 0,006
RbI 80 0,154 7,019** 0,016 0,738ns 0,022 4,425** 320 0,005
3-4 St 34 0,084 10,601 ** 0,392 49,143 ** (0,008 1,745** 136 0,005
RbI 52 0,112 7,747** 0,326 22497 ** 0,014 2,169** 208 0,007
RbII 47 0,073 7228** 0,350 34,787 ** 0,010 1,714** 188 0,006
RbIII 80 0,075 3,898** 1,253 65,133 ** 0,019 3,048 * * 320 0,006
3-5 St 34 0,674 49,060** 0,050 3,628ns 0,014 4,187** 136 0,003
RbI 52 0917 54,748** 0,104 6,190ns 0,017 5,366 ** 208 0,003
RbII 47 0986 35,168** 0,014 0,507ns 0,028 7,625** 188 0,004
RbII 80 0938 31,330** 0,069 2,318ns 0,030 9,831** 320 0,003
3-11 St 34 0,174 14324** 0,010 0,831ns 0,012 2,819** 136 0,004
RbI 52 0,155 14,031** 0,034 3,070ns 0,011 2811** 208 0,004
RbII 47 0,142 13,711 ** 0,104 10,035ns 0,010 2,759** 188 0,004
RbII 80 0,167 15,090** 0,006 0,558ns 0,011 2877** 320 0,004
3-12 St 34 0,150 12415** 0,001 0,112ns 0,012 2493 ** 136 0,005
RbI 52 0,162 16305** 0,003 0,337ns 0,010 2,223** 208 0,004
RbII 47 0,142 13,686** 0,002 0,198ns 0,010 1,946** 188 0,005
RbI 80 0,157 17,079** 0,008 0,864ns 0,009 2,160** 320 0,004
4-5 St 34 0481 17866** 0,107 3967ns 0,027 9437** 136 0,003
RbI 52 0,388 19,264** 0,191 9468ns 0,020 5906 ** 208 0,003
RbII 47 0,589 18397** 0,025 0,782ns 0,032 11,390* 188 0,003
RbII 80 0,566 15,043** 0,031 0,816ns 0,038 13,820* 320 0,003
4-8 St 34 0,227 13,202** 0,366 21,251 ** 0,017 2,468 ** 136 0,007
RbI 52 0229 11,323** 0,508 25,141 ** 0,020 2,925** 208 0,007
RbII 47 0,244 15386** 0,364 22879 ** 0,016 2,169** 188 0,007
RbIO 80 0,277 9,783 ** 1,044 36,888 ** 0,028 3,704 ** 320 0,008
4-10 St 34 0,220 4,336** 0,792 15,624 ** 0,051 4,153** 136 0,012
RbI 52 0,313 11,061 ** 0,627 22,155 ** 0,028 2,532** 208 0,011
RbII 47 0331 15394** 0,335 15,601 ** 0,021 2,182** 188 0,010
RbII 80 0,338 6,816** 2061 41,569 ** 0,050 47287** 320 0,012
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Apéndice 3. Continuacién.
Individuo Lado Interacci6n Error

DPM Grupo n | MC F MC F MC F gdl MC
4-11 St 34 0,363 7,.871** 0,006 0,i139ns 0,046 6,201 ** 136 0,007
RbI 52 0,334 4462** 0,053 0,711ns 0,075 8,865** 208 0,008
RbIl 47 0,271 5,765** 0,071 1,511ns 0,047 7,506** 188 0,006
RbIII 80 0,263 5287** 0,220 4,430ns 0,050 9,112** 320 0,005
5-6 St 34 0,480 15,794 ** 0,551 18,134* * 0,030 5,535** 136 0,005
RbI 52 0,251 8,398** 0,019 0,636ns 0,030 4,468** 208 0,007
RbII 47 0,155 4251** 0,251 6,885ns 0,036 5,023** 188 0,007
RbIll 80 0,286 10,378 ** 0,588 21,379 * * 0,028 4,358 * * 320 0,006
5-8 St 34 0,184 15,440** 0,000 0,017ns 0,012 7,262** 136 0,002
Rb 1 52 0,207 23,549** 0,008 0904ns 0,009 6,586** 208 0,001
RbIl 47 0,156 17,317** 0,063 6,943ns 0,009 6,013** 188 0,001
RbIIl 80 0,236 21,295** 0,004 0,388ns 0,011 5487** 320 0,002
6-7 St 34 0,173 7,351** 0,037 1,565ns 0,023 3,149** 136 0,007
RbI 52 0,112 4865** 0,094 4,082ns 0,023 3,795** 208 0,006
RbIl 47 0,167 7,505** 0,047 2,102ns 0,022 3,695** 188 0,006
RbIll 80 0,218 17,017** 0,000 0,031ns 0,013 2,333** 320 0,005
6-8 St 34 0,356 19,330** 0,000 0,006ns 0,018 2,622** 136 0,007
RbI 52 0,301 14920** 0,026 1296ns 0,020 4,004** 208 0,005
RbIl 47 0,156 8,787** 0,054 3,035ns 0,018 2,874** 188 0,006
RbIIl 80 0,245 10,948** 0,018 0,799ns 0,022 4,681 ** 320 0,005
7-8 St 34 0,269 8493** 0,125 3,951ns 0,032 4,439** 136 0,007
Rbl 52 0,333 13,625** 0,522 21,329 * * 0,024 4,437** 208 0,006
RbII 47 0,255 13,930** 0,191 10,435ns 0,018 3,768 ** 188 0,005
RbIIl 80 0,318 12,009** 0,327 12,346 * 0,026 4,961 ** 320 0,005
7-9 St 34 0,447 12,591 ** 0,004 0,119ns 0,035 21,025* 136 0,002
Rb I 52 0,604 18,737** 0,082 2,538ns 0,032 15,508* 208 0,002
RbIl 47 0,339 13,646** 0,014 0,564ns 0,025 18,067* 188 0,001
RbIIl 80 0,253 9,907** 0,044 1,708ns 0,026 13,950* 320 0,002
89 St 34 0,524 21,999** 0,007 0,289ns 0,024 11,531* 136 0,002
RbI 52 0,533 22,658** 0,008 0,332ns 0,024 12,876* 208 0,002
RbII 47 0,548 60,787 ** 0,005 0,502ns 0,009 4,889 ** 188 0,002
RbIIl 80 0,413 31,802** 0,035 2,667ns 0,013 5684** 320 0,002
8-10 St 34 0,256 7,290** 0,041 1,180ns 0,035 2,537** 136 0,014
RblI 52 0,186 5,682** 0,055 1,683ns 0,033 2,396** 208 0,014
RbIl 47 0,142 5261** 0,148 5478ns 0,027 2,815** 188 0,010
RbII 80 0,221 7226** 0,139 4,531ns 0,031 2,779** 320 0,011
9-10 St 34 0,796 16,883 ** 0,007 0,142ns 0,047 4,797** 136 0,010
RbI 52 0,485 20974** 0,004 0,160ns 0,023 4,425** 208 0,005
RbII 47 0,616 37271 ** 0,049 2,960ns 0,017 4,178** 188 0,004
RbIll 80 0,587 20,672** 0,177 6,231ns 0,028 4,007 ** 320 0,007
9-11 St 34 1,383 34914** 0,120 3,021ns 0,040 4,196** 136 0,009
RbI 52 0988 15,043** 0,092 1,404ns 0,066 5811** 208 0,011
RbII 47 1,159 19,792** 0,265 4,530ns 0,059 6,794** 188 0,009
RbIIl 80 1,334 22,643** 0,376 6,391ns 0,059 8,906** 320 0,007
10-11 St 34 0,413 5879** 0,078 1,114ns 0,070 3,440** 136 0,020
Rb1I 52 0,267 2,560** 0,004 0,039ns 0,104 5963 ** 208 0,017
RbII 47 0,282 3,288** 0,035 0403ns 0,08 8,183** 188 0,010
RbIll 80 0412 5,193** 0,014 0,172ns 0,079 6,570** 320 0,012
11-12 St 34 0,196 4,832** 0,001 0,0l6ns 0,040 3,336** 136 0,012
RbI 52 0,336 3951** 0056 0,663ns 0,085 5,172** 208 0,016
RbIl 47 0,294 3,503** 0,272 3240ns 0,084 6,684** 188 0,013
RbIIl 80 0,237 3,659** 0,000 0,005ns 0,065 6,435** 320 0,010
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