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4.1. INTRODUCCION

En una escala evolutiva, la interrupcion del flujo genético entre poblaciones puede implicar la
divergencia genética gradual de éstas, primero como resultado de la segregacion genética
de loci polimdrficos existentes y seguidamente como resultado de la acumulacion de nuevas
mutaciones (Festing & Roderick, 1989; Harrison, 1998, citado en Perfectti, 2002). El alcance
de la divergencia genética puede ser medido por el analisis directo de las secuencias de
ADN, por el andlisis de proteinas mediante electroforesis, por técnicas inmunoldgicas o bien
estudiando caracteristicas morfologicas. Los caracteres morfoldgicos presentan la desventaja
de ser fenotipos complejos en los que los loci individuales se pueden expresar en diversos
grados, pero a su vez son faciles de obtener y pueden ser el resultado de la expresion de
muchos loci. Entender la evolucion de la morfologia de un organismo requiere el conocimiento
de la base genética de la variacion de la forma y del tamafo. El interés en la variacion
morfolégica ha sido desde hace tiempo el motor de muchos estudios de biologia. Buscar
una explicacion a esta variacion es el mayor objetivo de muchas investigaciones, incluyendo
campos tan diversos como la morfologia funcional, la macroevolucion, la seleccion sexual y

la biologia evolutiva del desarrollo.

La morfometria geométrica surge a finales de los afios 80 como un nuevo modo de estudiar
las diferencias morfoldgicas, teniendo en cuenta la globalidad de la forma. Se diferencia de
la morfometria tradicional en que el estudio de la forma se realiza mediante coordenadas de
puntos, o landmarks, representadas en un plano o en un espacio cartesiano. La morfometria
geométrica, llamada por Bookstein (1993) “nueva sintesis morfométrica”, deriva de la sintesis
de dos escuelas que se desarrollaron independientemente durante el siglo pasado. Por una
parte la aproximacion que se origina directamente de la biometria de Karl Pearson (1857-
1936), Francis Galton (1822-1911), W. F. R. Weldon (1860-1906) y Ronald Aylmer Fisher
(1890-1962), quienes aplicaron el algebra de la estadistica multivariante (especialmente
matrices de covarianza) a conjuntos de distancias, tomadas a partir de una muestra de
individuos; y por otra parte la aproximacién geométrica asociada al nombre de D’Arcy
Wentworth Thompson (1860-1948) con el uso de la representacion directa de la diferencia

de forma mediante rejillas de deformacion (Thompson, 1917).

f;’a 167
T —

—_



4.1. INTRODUCCION

Los trabajos que establecieron la base tedrica de la morfometria geométrica aparecieron en
los anos ochenta: Bookstein (1984) propuso la descripcion de la forma mediante coordenadas
cartesianas que permitian visualizar las diferencias entre individuos y la posibilidad de aplicar
pruebas t de Student para valorar la significacion estadistica; Goodall (1983) describié como
utilizar los valores de las F en coordenadas no estandarizadas para la dimension; y finalmente
Kendall (1984) teorizé la existencia de un espacio de la forma (o espacio de Kendall)
demostrando como los trabajos de Bookstein y Goodall se interpretaban en este espacio. A
finales de los anos 80, la estadistica multivariante y la posibilidad de representar visualmente
las diferencias morfoldgicas encontradas entre organismos hallaron su sintesis en la
morfometria geométrica, que ha tomado contribucion de las matematicas, de la estadistica,
de la geometria no Euclidea y del desarrollo de los ordenadores cada vez mas potentes con

la finalidad de realizar las operaciones complicadas de los calculos necesarios.

La morfometria geométrica estudia la forma de los organismos, entendiéndose como forma
(form) el conjunto de dos componentes: dimension (size) y conformaciéon (shape). La
dimensién viene definida por el tamano del centroide (centroid size), que constituye una
estimacion geométrica de la dimension de un objeto en todas las direcciones respecto a su
centroide, a diferencia de las medidas lineares entre dos puntos, y se define como la raiz
cuadrada de la suma de los cuadrados de las distancias entre el centroide del objeto y cada
punto homdlogo (Bookstein, 1991). La conformacion se caracteriza unicamente por su
propiedad geomeétrica (la posicion relativa de las coordenadas en el espacio), y a su vez
esta formada por una componente uniforme y otra no uniforme. La primera representa toda
la diferencia de forma asociada a una escala infinita, es decir no localizada en ningun punto
del objeto que se esta estudiando. Forman parte de esta transformacion el alargamiento
(dilatacién) o la compresion o bien el deslizamiento de una parte sobre la otra. Las diferencias
no uniformes son aquéllas localizadas en determinadas areas de la configuracion (Bookstein,

1996).

Los métodos geométricos, los cuales se aplican a datos obtenidos en forma de coordenadas
de landmarks en dos o tres dimensiones, han engendrado un especial entusiasmo porque
permiten recuperar y visualizar la informacion espacial que no es capturada por el conjunto

de medidas de distancias. En estudios de sistematica, la morfometria geométrica es una
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herramienta muy potente. El analisis de grupos muy préximos, como es el caso de
poblaciones, demos y subespecies, siempre implica la comparacién de formas muy similares,
que difieren sobre todo en pequefios desplazamientos relativos de landmarks. Esto significa
qgue es mas probable que los landmarks sean homadlogos cuando se comparan diferentes

formas de grupos préximos que cuando los taxones no estan tan relacionados (Loy, 1996).

Comunmente en los trabajos de morfologia en zonas hibridas se ha descrito la variacion
morfoldgica entre los taxones que se hibridan y como esta variacion se muestra en los
descendientes hibridos entre dichos taxones (Festing, 1972; Leamy, 1982a, 1982b; Thorpe
& Leamy, 1983; Leamy & Thorpe, 1984; Festing & Roderick, 1989; Alibert et al., 1997). La
heterocigosidad estructural de los hibridos entre razas cromosomicas o entre éstas y las
poblaciones caracterizadas por un cariotipo estandar pueden sufrir un decremento de la
fertilidad, que puede llevar a la esterilidad, dependiendo del numero de cromosomas
heterocigotos o de la presencia de homologias monobranquiales (Wallace et al., 1992;
Castiglia & Capanna, 2000), como ya ha sido discutido en capitulos previos. Esto puede
determinar el establecimiento de aislamiento reproductor con la consiguiente ruptura del
flujo génico entre poblaciones y por consiguiente se puede producir una diferenciacion
morfoldgica (Thorpe et al., 1982; Corti & Thorpe, 1989; Corti & Rohlf, 2001; Hauffe et al.,
2002; Munoz et al., 2003). Pero no sélo se puede establecer una ruptura o disminucion del
flujo génico por esterilidad de hibridos, sino también por la supresion de la recombinacion en
cromosomas Robertsonianos en estado heterocigoto como resultado de un mal apareamiento
de los cromosomas durante el paquiteno (Davisson & Akeson, 1993), o en estado homocigoto
por la pérdida de la heterocromatina pericentromérica (Yamamoto & Miklos, 1978; Choo,
1998). Trabajos previos que comparan razas cromosomicas y animales estandar de Mus
domesticus, efectuados ya sea con técnicas de morfometria geométrica (Corti & Rohlf,
2001) o con técnicas de morfometria tradicional (Thorpe et al., 1982; Hauffe et al., 2002;
Said et al., 1999), apuntan a una diferenciacion morfoldgica atribuible a una reduccién evolutiva
del numero cromosomico. También se detecta esta variacion morfologica, relacionada con
la diversidad cariotipica, en un estudio previo realizado en la zona de polimorfismo
Robertsoniano Barcelona, en el que se utilizaron caracteres epigenéticos del craneo y de la
mandinbula para investigar la variabilidad fenética entre grupos cromosémicos (Mufioz-Munoz
etal., 2003).
)
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4.2. MATERIAL Y METODOS

En el presente capitulo se analiza el grado de diferenciacion morfolégica, y por tanto el grado
de aislamiento genético, entre animales pertenecientes a distintos grupos cromosémicos
de la zona de polimorfismo Robertsoniano Barcelona de Mus domesticus. Concretamente
se atiende a la variabilidad de la forma de diversas estructuras éseas en funcion de la
heterocigosidad estructural y del numero cromosdmico. De manera particular se escogio,
como fuente de datos morfométricos, las normas dorsal y ventral del craneo, lingual de la
mandibula y dorsal de la escapula. Cabe tener en cuenta que diferentes estructuras pueden
dar informacién diversa sobre el pasado histérico de la zona de polimorfismo Robertsoniano,
puesto que la presion selectiva no es la misma sobre todas ellas. El craneo y la mandibula
contienen el cerebro y la mayor parte de los 6rganos de los sentidos y el aparato masticador
y por consiguiente reflejan tanto patrones de procesos de adaptacion como de filogenia.
Como estructura post-craneana se utilizé la escapula, por ser una estructura plana en la
que el error de la adquisicion de datos se reduce, al estar minimizado el factor tridimensional.
En consecuencia, se pretende valorar asimismo si la diferenciacion morfoldgica ha actuado
al mismo nivel en diferentes estructuras 6seas. Se trata del primer estudio realizado, mediante
técnicas de morfometria geométrica, en una zona de polimorfismo Robertsoniano de M.

domesticus en la que no han sido detectadas razas cromosdmicas.

4.2. MATERIAL Y METODOS

4.2.1. Muestra analizada

Se analizaron animales procedentes de 16 localidades de la zona de polimorfismo
Robertsoniano de Barcelona y la zona estandar que la circunda (tabla 4.1). Los animales se
dividieron en tres clases de edad atendiendo al estado reproductivo, mediante el estudio de
las gbnadas, y a las dimensiones corporales: juveniles (clase de edad I; longitud del cuerpo
(CC)<73 mm; ausencia de espermatozoides en los tubulos seminiferos), subadultos (clase
de edad Il; 73mm<CC< 86; presencia de espermatozoides en los tubulos seminiferos) y
adultos (clase de edad lll; CC>86; presencia de espermatozoides en los tubulos seminiferos).
Se optd por esta separacion de clases de edad y no la basada en el desgaste dentario,
propuesta por Lidicker (1966), porque los animales procedian de poblaciones salvajes muy

diversas en las que la variacion en la dieta podria haber provocado un desgaste dentario

170 /N

_
N
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Tabla 4.1. Numero de animales por localidad geografica, por grupo de heterocigosidad estructural y
por rango cromosomico para cada estructura dsea. Cl.1I: clase de edad Il; Cl. lll: clase de edad IlI;
40ST: estandar; 40H: estandar hibridos; HH: homocigotos estructurales; HTI: heterocigotos con una
fusién en heterocigosis; HTII: heterocigotos con dos fusiones en heterocigosis; HTIII: heterocigotos
con tres o mas fusiones en heterocigosis.

Estructura dsea estudiada

Norma dorsal Norma ventral Norma lingual Norma dorsal
del craneo del craneo de la mandibula de la escapula
Cl 1l CL 1l Cl 1l Cl. Il ClL 1l Cl. Il ClL 1l CL 1l
Localidad
Bellaterra 12 4 10 3 11 4 9 4
Calaf 0 5 0 5 0 6 0 5
Calafell 8 4 7 4 10 4 10 4
L’Espluga Calba 4 3 4 3 4 4 2 3
Fullera 3 15 3 15 4 15 3 13
Garraf 14 6 15 8 17 8 15 6
Gava 6 0 6 0 6 0 0 0
Lavern 10 3 11 3 11 3 11 2
La Granada 30 4 31 4 31 4 22 3
Les Pobles 8 10 8 11 8 9 6 9
La Riera 2 4 3 3 2 5 3 4
Sabadell 6 1 6 1 4 1 0 0
Santa Coloma de Queralt 0 0 0 0 0 0 2 3
Sant Pau d’Ordal 21 16 21 15 20 15 22 14
Sant Sadurni d’Anoia 2 4 2 5 2 3 1 4
Vilanova i la Geltru | 6 6 6 7 7 8 4 5
Heterocigosidad
estructural
HH 16 7 17 7 15 7 9 5
HTI 44 28 44 28 48 26 40 25
HTII 32 11 32 13 33 14 28 12
HTII 21 9 21 11 22 9 18 9
40H 10 8 9 7 9 9 7 8
40ST 9 22 10 21 10 24 8 20
Rango cromosémico
28-30 35 14 37 16 29 17 30 11
31-33 48 20 49 21 50 19 42 19
34-37 15 13 14 13 16 12 14 11
38-39 15 8 14 9 13 8 9 10
40H 10 8 9 7 9 9 7 8
40ST 9 22 10 21 10 24 8 20

diferente entre ejemplares de la misma edad. Dado el numero relativamente bajo de

especimenes de la clase |, sélo se utilizaron los animales de las clases Il y lll.

Debido a la estrecha relacidon existente entre la heterocigosidad estructural y el numero
diploide cromosémico se procedié a analizar los datos clasificando los animales en funcion
de ambas variables. La ditribucion de los ejemplares segun el criterio de heterocigosidad

estructural fue la siguiente:
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4.2. MATERIAL Y METODOS

- Homocigotos estructurales (HH): animales de numero cromosémico comprendido entre
28 y 38 cromosomas en los que todas las fusiones que presentaban estaban en un
estado de homocigosis estructural.

- Heterocigotos | (HTI): animales con una fusion en heterocigosis estructural.

- Heterocigotos Il (HTII): animales con dos fusiones en heterocigosis estructural.

- Heterocigotos Il (HTIII): animales con tres 0 mas fusiones en heterocigosis estructural.

- Estandar hibridos (40H): animales con un numero diploide de 40 cromosomas pero
que proceden de localidades en las que se han encontrado conjuntamente animales
de cariotipo estandar e individuos con un 2n<40 cromosomas.

- Estandar (40ST): animales con 2n=40 cromosomas procedentes de localidades

formadas integramente por animales estandar.

En los grupos HTI, HTIl y HTIII no se tuvo en cuenta el numero cromosomico y la presencia

adicional de fusiones en estado homocigoto.

En el estudio de la variacion de forma respecto al 2n, los animales se agruparon en rangos
de numero diploide, lo que permitié disponer de un tamafo de muestra mayor en cada
grupo. Los rangos cromosémicos establecidos fueron: 28-30, 31-33, 34-37, 38-39, 40H y
40ST. Los grupos correspondientes a los animales de 40 cromosomas coinciden con los

dos ultimos de la clasificacion anterior.

Los ejemplares clasificados como 40H pueden ser descendientes sélo de animales con 40
cromosomas, de heterocigotos estructurales para todas las fusiones, o bien proceder de
apareamientos entre estos ultimos y animales con 2n=40. Debido a este posible origen
multiple no se pudo asegurar una procedencia integramente estandar de los animales 40H,
pudiéndose tratar de un grupo genéticamente mas préximo a las poblaciones Robertsonianas.

Por este motivo, se optd por separar los grupos 40ST y 40H en los analisis morfométricos.

4.2.2. Obtencion y analisis de datos

Las estructuras 6seas analizadas fueron las normas dorsal y ventral del craneo, la norma
lingual de la mandibula y la norma dorsal de la escapula. El numero de ejemplares estudiados

para cada estructura fue diferente debido al diverso estado de conservacion de las piezas
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Oseas (tabla 4.1). La mandibula es posiblemente el sistema de caracteres morfoldgicos
mas apropiado para el estudio puesto que presenta una amplia serie de rasgos heredables,

como se ha demostrado en el raton de laboratorio (Festing, 1972; Leamy, 1990).

4.2.2.1. Adquisicion de las imagenes

Se realizaron fotografias digitales de cada muestra mediante una camara digital (Pixera
Profesional; Pixera Corporation) con una resolucion de 1.2 millones de pixeles y con una
lente Nikon de 135 mm, colocando el objeto a 53 cm de distancia. La distancia en la que se
efectuan las fotografias debe ser constante para poder comparar las dimensiones de los
individuos y debe ser suficientemente grande, respecto a la dimension del objeto, como
para reducir al minimo el error causado por la perspectiva. En cada fotografia se inserté una

referencia milimétrica para determinar el valor de la escala.

4.2.2.2. Obtencion de landmarks

Los landmarks se digitalizaron mediante el programa TpsDig 1.31 (Rohlf, 1996a). Los datos
obtenidos correspondieron a coordenadas x e y de 22 landmarks en la vision dorsal de
craneo, 27 landmarks en la vision ventral del craneo, 16 landmarks en la vision lingual de la
mandibula y 10 landmarks en la vision externa de la escapula (figura 4.1, tabla 4.2). El criterio
de la seleccion de los puntos es importante: deben ser buenos descriptores de la forma,
equivalentes (homdlogos) en los diversos ejemplares y se han de poder ubicar con precision
y certeza. Esta homologia, referida a los landmarks, es de tipo operativa (Marcus et al.,
2000) y no debe confundirse con el concepto de homologia utilizado en taxonomia, es decir
la sinapomorfia utilizada en cladistica. Los landmarks no son atributos bioldgicos a comparar

sino que son el medio que ayuda a escoger estos atributos (Marcus et al., 2000).

Segun Bookstein (1991) se pueden definir tres tipos de puntos en funcion del criterio

geométrico o bioldgico utilizado para su ubicacion:

-Landmarks de tipo 1: aquellos que se encuentran en una zona de yuxtaposicion de diversos

tejidos o huesos.
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4.2. MATERIAL Y METODOS

Figura 4.1. Representacion de los landmarks escogidos para cada estructura. A: Norma dorsal del
craneo. B: Norma ventral del craneo. C: Norma lingual de la mandibula. D: Norma dorsal de la escapula.

-Landmarks de tipo 2: aquellos que su homologia entre casos viene dada sélo por evidencias
geomeétricas y no histoldgicas.

-Landmarks de tipo 3: aquellos que tienen al menos una coordenada deficiente, como por
ejemplo cualquiera de los extremos del didmetro mas largo o la parte mas baja de una
concavidad. La base multivariante de la geometria morfométrica permite utilizarlos como
landmarks en algunos analisis, pero la deficiencia que implican se ha de tener en cuenta en

las interpretaciones geométricas o bioldgicas.

La descripcion y tipo de landmarks utilizados en el presente estudio se exponen en la tabla

4.2 (véase también figura 4.1).

4.2.2.3. Analisis de la dimension

Se utilizé el centroid size como estimacion de la dimensién de la estructura. El tamano de
las normas dorsal y ventral del craneo se calculé como el centroid size de la hemiconfiguracion
de landmarks (para mas detalles ver apartado 4.2.2.4). Para la mandibula y la escapula se
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Tabla 4.2. Descripcion y clasificacion segun Bookstein (1991) de los landmarks utilizados para el
estudio de las normas dorsal y ventral del craneo, de la norma lingual de la mandibula y de la norma
dorsal de la escapula (véase también figura 4.1)

Landmarks Descripcion Tipo
Norma dorsal del
craneo 1 Punto anterior de la sutura internasal 1
2 Nasion 1
3 Bregma 1
4 Lambda 1
5 Margen posterior de la sutura interparietal-occipital 3
6 Opistion 2
7y8 Margen posterior del exoccipital 2
9y 10 Margen externo izquierdo de la sutura lambdoidea 1
11y12 Angulo posterior externo del proceso cigomatico del escamoso 2,3
13y 14 Angulo anterior externo del proceso cigomatico del escamoso 2,3
15y 16 Margen externo de la sutura coronal 1
17y 18 Punto de maxima concavidad de la constriccion interorbitaria 2,3
19y 20 Margen anterior del proceso zigomatico del maxilar 2,3
21y22 Margen exterior del foramen intraorbital 2,3
Norma ventral del
craneo 1 Prostion 1
2 Margen anterior del foramen incisivo 3
3 Margen posterior del foramen incisivo 3
4 Margen posterior de la placa horizontal del hueso palatino 2
5 Sincondrosio esfeno-occipital 1
6 Basion 3
7 Protuberancia occipital externa 3
8y9 Angulo marginal del condilo occipital 2,3
10y 11 Meato acustico 6seo externo 2
12y 13 Proceso muscular de la bulla timpanica 2
14y 15 Margen posterior interno del proceso zigomatico del escamoso 2,3
16y 17 Margen posterior del m® 2
18y 19 Margen anterior del proceso cigomatico maxilar 3
20y 21 Margen anterior del M’ 2
22y23 Margen exterior del foramen infraorbital 2
24y 25 Margen inferior del foramen infraorbital 2,3
26y27 Margen exterior del incisivo 2
Norma lingual de
la mandibula 1 Margen superior de la incision del incisivo inferior 2,3
2 Punto de maxima curvatura del diastema inferior 3
3 Margen anterior del M, 2
4 Margen posterior del M3 2
5 Proceso coronoide 2
6 Punto de maxima curvatura interna del proceso coronoide 3
7 Punto de maxima curvatura inferior del proceso articular 3
8 Margen anterior del céndilo articular 2
9 Margen superior del condilo articular 3
10 Margen posterior del condilo articular 2
11 Margen posterior del foramen mandibular 2
12 Punto de maxima curvatura de la rama ascendente del dentario 3
13 Proceso angular 2
14 Incisura facial de los vasos 3
15 Punto de maxima curvatura inferior de la sinfisis 3
16 Margen inferior de la insercion del incisivo inferior 2,3
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4.2. MATERIAL Y METODOS

(continuacion, tabla 4.2)

Landmarks Descripcion
Norma dorsal de
la escapula

=
1o
o

Margen externo del acromion
Margen externo del proceso coracoideo
Margen anterior del proceso coracoideo
Punto de maxima curvatura del borde anterior de la escapula
Angulo craneal
Punto de maxima curvatura del margen dorsal
Angulo caudal
Punto de maxima curvatura del borde externo
Margen posterior del angulo externo
0 Angulo del acromion

w
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obtuvo el centroid size de la estructura derecha e izquierda de cada individuo y se realizo la
media entre ambos. El célculo de los valores del centroid size se realiz6 con el programa

TpsSmall (Rohlf, 1998).

El estudio del dimorfismo sexual, de las diferencias entre clases de edad y del efecto de la
localidad se realiz6 mediante un ANOVA de tres factores, con interaccion, sobre el centroid
size. Para ello sélo se tuvieron en cuenta los animales de 40 cromosomas estandar. La
finalidad de seleccionar un grupo homogéneo para el estudio del efecto de estos factores
fue eliminar del analisis variables que incluyeran variabilidad, puesto que en los grupos
establecidos, tanto para la heterocigosidad estructural como para el numero cromosémico,
la distribucion de clases de edad y de sexos no estaba balanceada, y los factores localidad,
heterocigosidad estructural y numero cromosoémico estan estrechamente relacionados, con
lo que resulta dificil independizar sus efectos. Los resultados obtenidos se extrapolaron a la
totalidad de la muestra analizada. Puesto que la heterocigosidad estructural y el nimero
cromosomico estan fuertemente ligados, se estudié la variacion del centroid size realizando

ANOVAs independientes sobre cada uno de estos factores.

Se estudié la normalidad de la distribucion de los datos y la homogeneidad de varianzas,

mediante las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Levene, respectivamente.

4.2.2.4. Analisis de la conformacion

Previamente al analisis de los datos se procedi6 a eliminar el posible efecto de la asimetria,
obteniendo la media entre las configuraciones de landmarks de la parte izquierda y derecha

de cada una de las estructuras estudiadas. Para las visiones dorsal y ventral del craneo se
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rotaron las configuraciones de manera que el landmark que determina el margen posterior
del foramen magnum se situé en el origen de coordenadas (0,0) y el landmark que marca el
extremo del rostro se ubico sobre el eje de abcisas (x,0). A continuacion se promediaron los
landmarks de las partes derecha e izquierda del craneo. Estas hemiconfiguraciones fueron
las que se utilizaron para los andlisis subsiguientes. Para la mandibula y la escépula se
realizé la imagen especular de la configuraciéon de landmarks correspondiente al lado derecho
del cuerpo, cambiando de signo las coordenadas x de cada uno de los landmarks. A
continuacion se superpuso la pieza izquierda y la imagen especular de la derecha mediante
el algoritmo de minimos cuadrados de Procrustes y se promediaron las coordenadas de
ambas configuraciones. Estos promedios fueron los que se utilizaron en los analisis

posteriores.

Las configuraciones de landmarks resultantes, después de haber eliminado el efecto de la
asimetria, se redujeron al espacio de la forma o de Kendall. Esto se realizé mediante el
analisis generalizado de Procrustes (GPA; procedimiento ortogonal de GLS, Generalised
Least Squares; Rohlf & Slice, 1990). Los pasos en los que se basa el método son: a) trasladar
las configuraciones de manera que coincidan los centroides respectivos; b) estandarizar
las dimensiones haciendo el centroid size igual a uno; c) calcular la configuracién media (o
consenso) del conjunto de individuos, como media de las coordenadas para cada landmark;
d) superponer los individuos segun el criterio de minimos cuadrados respecto a una
configuracion consenso; e) calcular los residuos (nuevas coordenadas para cada individuo
después de los pasos a-d) sobre los que se realizaran los analisis estadisticos. Por este
método la configuracion consenso se calcula cada vez que se afiade una nueva conformacion,
siendo éste el modo de obtener la menor distancia posible entre cada uno de los individuos
y la conformacion consenso. De esta forma, los residuos se calculan respecto a una
configuraciéon consenso éptima no definida a prioriy que tiene en cuenta la dispersion efectiva
de los puntos. En este momento del andlisis, la representacion mediante landmarks de
cada ejemplar corresponde a un punto en un espacio curvo, no Euclideo llamado espacio de
la forma o espacio de Kendall (1984, 1986, citado en Rohlf, 1996b). En el caso de puntos
bidimensionales, al pasar las configuraciones al espacio de forma se ha producido una
pérdida de dimension dada por la traslacion (dos grados de libertad), la rotaciéon (un grado

de libertad) y la estandarizacion a la dimension unitaria (un grado de libertad). Asi pues el

(=" 177

(e~
—_



4.2. MATERIAL Y METODOS

espacio de la forma esta caracterizado por pk-4 dimensiones, siendo p el numero de

landmarks y k la dimensién de los puntos (2 en el caso de puntos bidimensionales).

La distancia entre los puntos en el espacio de Kendall se denomina distancia de Procrustes.
Esta se define como la raiz cuadrada de la suma de las diferencias al cuadrado entre la
posiciones de los landmarks de dos configuraciones superpuestas al centroid size (Bookstein,
1996). La distancia de Procrustes tiene la propiedad de no variar respecto a la direccién de
la deformacion. Las propiedades matematicas del espacio de la forma son muy complejas
no pudiéndose utilizar la estadistica multivariante convencional. Asi, una alternativa para
poder utilizar los analisis estadisticos convencionales es hacer una aproximacién del espacio
de forma no-Euclideo a un espacio tangente que presenta una geometria Euclidea. Este
espacio esta formado por las proyecciones de los objetos que se encuentran en el espacio
de forma a un espacio vectorial lineal tangente al espacio de forma. El punto de tangencia
viene dado por la configuracion consenso (estima media de las configuraciones). La variacion
de la forma capturada en el espacio tangente lineal no esta limitada s6lo a cambios lineales
de la forma (cambios uniformes) sino que recoge toda la informacion de la variacién de la

forma (figura 4. 2).

Bookstein (1989) adaptd un algoritmo, llamado thin-plate spline, para el estudio de la
deformacioén de finas laminas metalicas al calculo de reticulos de deformacion de formas
biolégicas, analogo a las cuadriculas utilizadas por D’Arcy Thompson (1917). Esta funcién
corresponde a un método para visualizar el espacio tangente en los andlisis estadisticos de
la variacion de forma. Minimiza la energia de torsidon (bending energy) necesaria de
deformacién de una hoja metalica para hacer coincidir los landmarks de la configuracion
media con los de una forma determinada o viceversa. Esta energia es mayor cuanto mas
préximos estan los puntos donde se aplica la deformacion. La funcion thin-plate spline esta
formada por dos componentes, la deformacion afin y no afin, ambas funcién de la matriz de
energia de torsién. La transformacion afin es una componente linear que comprende
translacion, rotacion, escala y deformacion (shearing). Solo esta ultima es una componente
de la forma y corresponde a una extension o compresién uniforme y una posible reflexion
(reflection) de un objeto en una direccion determinada. Es lo que Bookstein (1991) denomina
componente uniforme de la forma. Los cambios afines son aquéllos que las lineas paralelas
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Figura 4.2. El diagrama muestra una seccién transversal del espacio de la forma
(circulo de linea discontinua), el espacio preforma de las formas alineadas respecto a
la referencia por GLS (semicirculo) y el espacio tangente (linea horizontal). El angulo p
es la distancia de Procrustes en radianes entre una forma (A) y la forma media (punto
de tangencia entre el espacio de forma, el espacio preforma y el espacio tangente). El
punto B corresponde a la posicion de A en el espacio preforma después de la
superposicion por GLS de ser escalado respecto al centroid size unitario. C es la
proyeccion estereografica del punto A en el espacio tangente (coordenadas de forma)
y D es la proyeccién ortogonal del punto B en el espacio tangente (coordenadas del
espacio tangente de Kendall). La proyeccién ortogonal, que es la comunmente utilizada,
subestima la distancia entre B y la configuracion consenso, mientras que la
estereografica la sobrestima (Rohlf, 2002a).

las mantienen paralelas, pero puede cambiar el angulo entre ellas. La transformacién no afin
describe las diferencias entre un objeto y la referencia como la suma de las deformaciones
no lineares del objeto. Esto corresponde a deformaciones locales de expansién, compresion,

torsion, etc. y es el cambio de forma no uniforme.

La matriz de energia de torsion resultante del ajuste de la funcién thin-plate spline a la
configuracion de referencia se puede descomponer en una matriz de diversos ejes
ortogonales, denominados principal warps y en una matriz diagonal de valores propios. Los
principal warps son vectores propios de la matriz de energia de torsion que describen las
deformaciones de la configuracién de referencia a diferentes escalas espaciales. Tanto la
matriz de energia de torsibn como los principal warps son una funcién exclusiva de la
conformacion de la configuracidn consenso. Los tres ultimos valores propios de la matriz de

(" 179

7’-(_ L —
-



4.2. MATERIAL Y METODOS

energia de torsidn son siempre igual a cero. Los vectores asociados a éstos representan
las componentes uniformes y todas las transformaciones que no requieren energia. A partir
de ahora la forma no se define sobre la base de las coordenadas de los puntos originales
sino sobre los principal warps. Los parametros asociados a cada individuo se pueden expresar
en funcion de los principal warps. Esto lleva a definir los partial warps (Bookstein, 1989), que
corresponden a los principal warps aplicados a lo largo de cada eje de coordenadas y
escalados apropiadamente con la finalidad de corresponder a la parte no afin de la funcién
thin-plate spline que transforma las coordenadas de referencia en las de un espécimen en
particular (Rohlf, 1996b). Los partial warps, junto con los términos uniformes, proporcionan
una base ortogonal para un espacio que es tangente al espacio de forma de Kendall, cerca
de la forma media. La proyeccién de los individuos superpuestos sobre los partial warps
produce las puntuaciones de los partial warps, que describen las desviaciones a partir de la
configuracion consenso. La matriz de las puntuaciones de los partial warps se denomina
weight matrix y puede ser utilizada como un conjunto de variables en los subsiguientes
analisis estadisticos multivariantes (Rolhf, 1996b, Rohlf et al., 1996). La geometria de los
partial warps viene determinada exclusivamente por la geometria de los principal warpsy no
tiene en cuenta la covariacion de landmarks en la muestra de estudio. Por este motivo su
geometria es inestable de modo que si se cambia la configuracion de referencia cambia
dicha geometria y los valores de los partial warps. Los partial warps estan correlacionados
entre ellos y por consiguiente no se pueden analizar como variables biologicas separadas.
Asi los principal warps de la matriz de la bending energy representan la base ortogonal para
describir las diferencias de forma en el espacio tangente al espacio de Kendall, y la weight
matrix la modificacion de la forma de cada individuo respecto a la configuracion consenso
en cada uno de los principal warps. Los relative warps (RW) son componentes principales
de una distribucion de formas en el espacio tangente definido por la weight matrix. Cuando el
estudio de morfometria geométrica se realiza sobre dos dimensiones, la componente
uniforme esté escrita por dos variables (Unixy Uniy) y la no uniforme (weight matrix) por p-3

parejas de variables (x e y) donde p es el numero de landmarks.

El ajuste entre el espacio tangente y el espacio de la forma fue estimado utilizando el programa
TpsSmall (Rohlf, 1998), que compara las distancias de Procrustes entre individuos, en el
espacio de la forma, con las distancias Euclideas, en el espacio tangente. Las componentes
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uniformes (Unix y Uniy, Bookstein 1991) y no uniformes (weight matrix) de la forma se
calcularon mediante el programa TpsRelw (Rohlf, 2002a). Estas componentes se combinaron
para formar una weight matrix ampliada (W’). A lo largo del capitulo se hara referencia a la

weight matrix ampliada simplemente como weight matrix.

Para estudiar el dimorfismo sexual, los efectos de la edad y de la localidad de procedencia
se utilizé el Modelo Linear General (MLG), de tres factores con interaccioén, con el que se
estudio la significacion de cada uno de estos factores y sus interacciones sobre un conjunto
de relative warps (con 0=0; Rohlf, 1993) que explicaron al menos un 70% de la varianza. Los
relative warps se obtuvieron mediante TpsRelw (Rohlf, 2002a). Por los motivos expuestos
en el apartado 4.2.2.3, las diferencias en edad, sexo y localidad se estudiaron sélo en animales
estandar. Se utilizaron los RW y no la weight matrix con el objetivo de reducir el nimero de
variables respecto al tamano de muestra ya que el numero de individuos pertenecientes al
grupo de heterocigosidad estructural estandar fue bajo (del orden de 30). También se
analizaron sobre las dos componentes uniformes, la variacion de forma debida al sexo, a la

edad y a la procedencia geografica mediante ANOVAs de tres factores con interaccion.

Se estudiaron los cambios de forma total, no uniforme y uniforme separadamente entre
grupos de heterocigosidad estructural y rango cromosdmico mediante analisis multivariante
de la varianza (MANOVA). Las diferencias entre grupos de heterocigosidad estructural y
cromosomicos fueron resumidas mediante pruebas T? de Hotelling sobre las distancias de
Mahalanobis al cuadrado no sesgadas (D?). En el caso de tamafios de muestra pequefios
estos valores pueden ser negativos. Cuando esto ocurrié se substituyeron por un cero
(Marcus, 1993). Se aplico la correccion de Bonferroni en los niveles de significacion de las
distancias de Mahalanobis (Rice, 1989; Marcus, 1993). Se estudié la correlacion, mediante
la prueba de Mantel, entre la matriz de distancias de Mahalanobis entre grupos obtenida a
partir de las componentes de forma total (W’) y la obtenida a partir de las componentes no
uniformes (W). Una correlacién significativa indicé que la mayor parte de los cambios de
forma fueron de origen no uniforme, utilizandose entonces la W’ para los analisis posteriores.
Los cambios de forma relacionados con la heterocigosidad estructural y el numero diploide
se estudiaron mediante los relative warps. Cuando con el analisis de los relative warps no se
consiguié una segregacion satisfactoria, se utilizé la weight matrix para realizar un analisis
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de variables canénicas (AVC). Este Ultimo es aconsejado en estudios morfolégicos entre
grupos en los que la variabilidad individual es elevada, puesto que maximiza la cantidad de
variabilidad existente entre grupos en relacion con la existente dentro de los grupos (Albrecht,

1980).

Los cambios de forma total y uniforme se visualizaron mediante una regresion entre la W’y
los vectores canonicos, y la W’y las componentes uniformes, respectivamente, utilizando el

programa TpsRegr (Rohlf, 2000).

Para investigar las distancias fenéticas entre grupos, se realizaron dos tipos de andlisis a
partir de la matriz de la raiz cuadrada de las distancias de Mahalanobis (D): 1) analisis
jerarquico en el que se utilizé el algoritmo UPGMA (Unweighted pair-group method with
arithmetic averages; Sneath & Sokal, 1973) para la construccion del dendograma; 2) analisis
de ordenacién no métrica multidimensional (NMDS) basado en la ordenacion de las distancias
entre puntos (Shepard & Kruskal, 1964). El analisis de UPGMA se obtuvo por su comun uso
en estudios de distancias fenéticas y porque fue el método utilizado en estudios previos de
morfologia en animales de esta zona (Mufioz-Munoz et al., 2003), lo que permitié comparar
los resultados obtenidos en el presente trabajo. Las técnicas de conglomerados fenéticos
asumen que los datos estan anidados jerarquicamente generando conglomerados aunque
las unidades taxondmicas tengan que ser forzadas arbitrariamente para obtenerlos (Sneath
& Sokal, 1973). Asi, los procedimientos jerarquicos son inapropiados especialmente cuando
el objetivo es resumir las relaciones entre UTOs (unidades taxondmicas operacionales),
para las cuales no se ha hecho ninguna asuncion inicial respecto a su estructura. El
reconocimiento de diferentes nodos significa la formacion de conglomerados jerarquicos
basados en distancias distorsionadas entre UTOs (Queiroz & Good, 1997; Guiller et al.,
1998). Es por ello que se utilizé también el método de ordenacién NMDS que optimiza y
preserva las distancias entre UTOs, y tiene como unico requisito que las distancias, en el
nuevo espacio de k dimensiones (numero de dimensiones determinadas por el usuario),
presenten un buen ajuste con la funcion monotdnica de las distancias originales. Una medida
de esta relacion la da el estrés (s), que es una medida de la “maldad” de ajuste y se interpreta
de la siguiente manera (Kruskal, 1964): s=0,4 pobre; s=0,2 aceptable; s=0,1 bueno; s=0,05
excelente y s=0,0 perfecto. Los métodos de ordenacion mostraran un mejor ajuste que los
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de conglomerados cuando la tendencia de las muestras a situarse en agrupaciones
jerarquicas sea baja (Rohlf, 1970). Puesto que las distancias obtenidas después de una
ordenacion difieren de las originales, las relaciones entre los objetos pueden estar
distorsionadas. Para reflejar la estructura subyacente de los datos y el grado de distorsion
se superpusieron sobre los graficos tridimensionales del NMDS las graficas obtenidas
mediante el método de minimun-lenght spanning tree (MST: Gower & Ross, 1969). Estas
muestran las distancias entre parejas de los objetos mas cercanos. En ambos tipos de
analisis se obtuvieron medidas del grado de ajuste o falta de distorsion (Rohlf, 1970) entre la
matriz de distancias originales y el patron de distancias obtenidas después de aplicar el
método NMDS o UPGMA. Se utilizé el término de correlacion cofenética (Sneath & Sokal,
1973) para la correlacion entre las distancias originales y los valores cofenéticos. Los valores
cofenéticos fueron distancias euclideas obtenidas a partir del NMDS o distancias ultramétricas
obtenidas a partir del UPGMA (Guiller et al., 1998). La correlacién cofenética correspondié al
coeficiente robtenido a partir de la correlacion entre la matriz de distancias originales y la de
valores cofenéticos. Este coeficiente es una buena medida de bondad de ajuste (Rohlf &
Sokal, 1981). Una r>0,9 indica un nivel de ajuste muy bueno, 0,8<r<0,9 ajuste bueno,
0,7<r<0,8 ajuste pobre y r<0,7 ajuste muy pobre. En matrices de datos cuya estructura es
altamente jerarquica el método NMDS puede dar lugar a una solucion muy distorsionada
con un valor de estrés cercano a cero (NTSYS, 1986-1997), por lo que es conveniente
mostrar en este caso los valores de estrés y correlacion cofenética. Los anadlisis de UPGMA
y NMDS fueron llevados a cabo mediante el programa NTSYS-pc v2.01 (NTSYS Inc., 1986-
1997).

Se estudiaron también los patrones de cambio de forma entre la vision dorsal y ventral del
craneo, y de esta ultima con la vision lingual de la mandibula. Esto se llevé a cabo con el
analisis de minimos cuadrados parciales (PLS, partial least squares; Streissguth et al., 1993)
mediante el programa TpsPls (Rohlf, 2002b). PLS es un analisis multivariante que utiliza la
descomposicion del valor singular de la matriz de covarianzas entre dos matrices de partial
warps correspondientes a dos formas (A y B) que se comparan, donde el patrén de covariacion
entre las dos queda resumido por dos grupos de vectores latentes (combinaciones lineales),
uno para cada bloque. Estos vectores estan correlacionados dos a dos, de manera que el
primer vector extraido de la matriz A se correlaciona sdlo con el primer vector de la matriz B,
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el segundo de A sélo con el segundo de B, etc. Este analisis es similar al método de correlacion
canonica, pero a diferencia de este ultimo los vectores de un grupo no son ortogonales entre
ellos (Rohlf & Corti, 2000). El tamano muestral utilizado en el analisis PLS fue menor que el
empleado en los andlisis de variables candnicas o de clasificacion, puesto que sdélo se
escogieron aquellos animales de los que se disponian las tres estructuras completas (normas
dorsal y ventral del craneo y vision lingual de la mandibula), debido a que el andlisis de PLS

realiza correlaciones de conformacion entre estructuras de un mismo individuo.

Adicionalmente, con la finalidad de comparar los resultados obtenidos en el presente capitulo
con los procedentes de otros estudios morfoldgicos de la zona de polimorfismo Robertsoniano
Barcelona, se realizé un analisis NMDS a partir de las matrices de medidas medias de
divergencia (MMDs), obtenidas a partir de caracteres epigenéticos, entre grupos de
heterocigosidad estructural y rango cromosomico (tablas 2 y 4 de Munoz-Munoz et al., 2003).
Asimismo, se calcularon las distancias entre parejas de grupos mas cercanos mediante
MST. Se debe tener en cuenta que los grupos que definieron Mufoz-Mufoz et al. (2003) no
son equivalentes a los definidos en el presente estudio. Para la heterocigosidad estructural,
estos autores separaron los animales con un 2n=28, y con las fusiones Rb(3.8), Rb(4.14),
Rb(5.15), Rb(6.10), Rb(9.11) y Rb(12.13) en homocigosis (HHI), del resto de homocigotos
con 2n<40 (HHII). Para esta agrupacién tampoco diferenciaron los ejemplares con 2n=40
procendentes de poblaciones estandar de los que presentaban la misma dotacién
cromosomica pero que procedian de poblaciones polimdrficas. En el estudio del nimero
diploide, los rangos cromosdémicos que definieron fueron: 28, 29-32, 33-37, 38-39 y 40. En
esta ultima agrupacion, el grupo de 28 cromosomas es equivalente al grupo HHI definido

para el estudio de la heterocigosidad estructural.

Se estudio la normalidad multivariantes de las distribuciones de las variables independientes
y la homogeneidad de las matrices de covarianza mediante diagramas cuantil-cuantil
(basados en las distancias de Mahalanobis al cuadrado entre los centroides) y pruebas de M
de Box, respectivamente. Todos los andlisis de forma se realizaron separadamente para
cada una de las estructuras analizadas, visiones dorsal y ventral del craneo, vision lingual
de lamandibula y visién dorsal de la escapula y fueron computados con el paquete estadistico
SAS v8.02 (SAS Institute Inc., 1999-2001).

184 (N

RN



CapPiTuLO 4

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Andlisis de la dimension

Puesto que las distribuciones de los datos fueron normales y se obtuvo homogeniedad de

varianzas, se utilizaron pruebas estadisticas paramétricas para el analisis de las muestras.
4.3.1.1. Estudio de la edad, del dimorfismo sexual y efecto de la localidad

El estudio de la variacion del tamafio entre sexos, clases de edad y localidad se realizé sélo
con animales de 40 cromosomas procedentes de poblaciones estandar con la finalidad de
reducir variabilidad debida al efecto de la presencia de fusiones Robertsonianas y de la
reduccion del niumero cromosdmico. Los resultados obtenidos para las cuatro estructuras
fueron similares. EI ANOVA de tres factores mostro diferencias significativas entre clases
de edad para la normas dorsal (F=73,42; p<0,001) y ventral (F=17,35; p<0,001) del craneo,
la vision lingual de la mandibula (F=13,37; p<0,001) y la norma dorsal de la escapula (F=2,21;
p<0,001). Los animales de la clase de edad IIl presentaron, en todos los casos, valores del
centroid size mayores. En ningun caso se encontraron diferencias significativas entre sexos,

localidades o efecto de la interaccion.

Puesto que no se detectd dimorfismo sexual ni efecto de la localidad pero si diferencias
significativas entre clases de edad, el estudio de la variacion de los valores centroid size
respecto a la heterocigosidad estructural y numero cromosdémico se realizé

independientemente para cada clase de edad agrupando sexos y localidades.

4.3.1.2. Estudio del efecto de la heterocigosidad estructural y del numero cromosomico en
el tamaro de las estructuras oseas

Los ANOVAs realizados separadamente para el estudio de los efectos grupo de
heterocigosidad estructural y rango cromosomico, en el centroid size, mostraron resultados
diversos en las dos clases de edad analizadas. Mientras que en la clase de edad Il el efecto
de los dos factores fue significativo en todas las estructuras (tabla 4.3), en la clase de edad

[ll no se obtuvieron diferencias significativas entre grupos de heterocigosidad estructural o
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Tabla 4.3. Resultados obtenidos de los ANOVAs de un factor para estudiar el
efecto de la heterocigosidad estructural y rango cromosémico, en la clase de
edad Il, sobre el centroid size. Se muestran los valores de F a partir del
procedimiento MLG Tipo Il de SAS para modelos no balanceados en las normas
dorsal y ventral de craneo, en la vision lingual de la mandibula y en la vision dorsal
de la escapula. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

Centroid Size Heterocigosidad estuctural ~ Numero cromosémico
Norma dorsal del craneo 3,667** 2,752*

Norma ventral del craneo 3,934** 3,109*

Norma lingual de la mandibula 3,426™* 3,864
Norma dorsal de la escapula 2,696* 3,864**

numero cromosdmico en ninguna de las estructuras 6seas analizadas. Un estudio mas
detallado de las diferencias encontradas en la clase de edad I, mediante las pruebas de
comparaciones multiples de Tukey, mostrd patrones similares en la mayor parte de las
estructuras. Las pruebas de comparaciones multiples realizadas entre los grupos de
heterocigosidad estructural detectaron valores medios de centroid size significativamente
menores de HH respecto a 40H (vision dorsal del craneo: p<0,01; vision ventral del craneo y
mandibula: p<0,05) y HTII (visiones dorsal y ventral del craneo, mandibula: p<0,05) en todas
las estructuras excepto en la escapula (figura 4.3). La pruebas de comparaciones multiples
entre grupos de rango cromosomico, para las normas dorsal y ventral del craneo y la
mandibula, mostraron diferencias significativas, entre los grupos 34-37 y 40H (p<0,05), estos
ultimos con valores mas altos. En la mandibula, se encontraron ademas valores
significativamente menores del grupo 34-37 respecto a los animales de rango 38-39 (p<0,05).
En la escapula sélo se encontraron diferencias significativas entre los rangos 28-30 y 31-33

(p<0,05), este ultimo con valores mayores de centroid size (figura 4.4).

4.3.2. Analisis de la conformacion

La aproximacién del espacio de la forma al espacio tangente fue casi perfecta para el craneo
(visiones dorsal y ventral), la escapula y la mandibula. La correlaciéon entre las distancias
Euclidea y de Procrustes fue r=0,99 haciendo todas las estimaciones estadisticas muy
fidedignas. En todos los casos se obtuvo normalidad de las distribuciones multivariantes de
las variables independientes y homogeneidad de las matrices de covarianza, por lo que se
procedi6é a analizar los datos con pruebas estadisticas paramétricas.
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Figura 4.3. Centroid size de cada grupo de heterocigosidad estructural para las normas dorsal (A'y B)
y ventral del craneo (C y D), norma lingual de la mandibula (E y F) y norma dorsal de la escapula (G y
H). Las graficas de la columna izquierda corresponden a la clase de edad Il y las de la derecha a la
clase de edad lll. En todas las graficas se representa la media y el error tipico multiplicado por dos.
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Figura 4.4. Centroid size de cada rango cromosomico para las normas dorsal (Ay B) y ventral del
craneo (C y D), norma lingual de la mandibula (E y F) y norma dorsal de la escapula (G y H). Las
graficas de la columna izquierda corresponden a la clase de edad Il y las de la derecha a la clase
de edad lll. En todas las graficas se representa la media y el error tipico multiplicado por dos.
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4.3.2.1. Estudio de la edad, del dimorfismo sexual y del efecto de la localidad

El analisis de la varianza (MANOVA) de tres factores con interaccién (sexo, edad y localidad)
realizado utilizando como variables los 6 primeros relative warps (RW) no revelé efecto del
sexo, clase de edad o localidad en ninguna de las estructuras analizadas. Los 6 primeros
RW explicaron un 74,6% de la varianza para la norma dorsal del craneo, 78,8% para la
norma ventral del craneo, un 74,95% para la norma lingual de la mandibula y un 89,63% para
norma dorsal de la escapula. Los analisis posteriores se realizaron agrupando clases de
edad, sexos y localidades. Tampoco se encontraron diferencias significativas cuando se
analizaron las componentes uniformes. En consecuencia, en los analisis posteriores se

agruparon sexos, clases de edad y localidad de procedencia.

4.3.2.2. Estudio del efecto de la heterocigosidad estructural y nimero cromosémico en el
cambio de conformacion de las estructuras 6seas

Norma dorsal del craneo

Los MANOVAs realizados para estudiar los cambios de forma total y no uniforme entre
grupos de heterocigosidad estructural y rango cromosémico fueron significativos. Los
cambios de forma uniforme sélo mostraron diferencias significativas entre rangos

cromosoémicos (tabla 4.4). Puesto que el estudio de los relative warps no ofrecié una buena

Tabla 4.4. Analisis multivariante de la varianza para determinar los efectos de la heterocigosidad
estructural y nimero cromosémico sobre la forma total (W’), no uniforme y uniforme en las
normas dorsal y ventral de craneo, vision lingual de la mandibula y vision dorsal de la escapula.
Se muestran los valores F de la A de Wilks a partir del procedimiento GLM Tipo Ill de SAS para
modelos no balanceados. * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

Norma dorsal Norma ventral Norma lingual Norma dorsal

del craneo del craneo  de la mandibula de la escapula
Heterocigosidad
estructural w’ 1,542*** 1,750%** 1,982*** 1,808***
Componentes
no uniformes 1,594*** 1,717 1,963*** 1,968***
Componentes
uniformes 1,136 1,672 4,688*** 1,234
Numero
cromosomico w’ 1,683*** 2,620*** 2,730*** 2,444**
Componentes
no uniformes 1,5651*** 2,620*** 2,669*** 2,5623***
Componentes
uniformes 2,893** 1,949* 6,551** 2,088*
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4.3. RESuULTADOS

resolucion para la separacion entre los grupos de heterocigosidad estructural o rangos
cromosomicos, se realizaron analisis de variables candnicas (AVC) para estudiar la

diferenciacion morfolégica relacionada con cada uno de estos factores.

Factor heterocigosidad estructural: un analisis mas detallado de las diferencias encontradas
entre grupos para la forma total y no uniforme mediante pruebas T2 de Hotelling sobre las
distancias de Mahalanobis al cuadrado mostr6 que todas las distancias fueron significativas

a un nivel de p<0,001 (tabla 4.5).

El andlisis de variables candnicas en el caso de la heterocigosidad estructural mostré dos
vectores candnicos significativos que explicaron un 60,83% de la varianza. La probabilidad
media de casos bien clasificados fue baja, 44,12%, con un valor minimo de 34,78% y un
maximo de 63,89% (tabla 4.6). El porcentaje minimo correspondio a los animales HH, en los

que un 39,13% se clasificé como HTI, un 21,74% como HTIl y un 4,35% como 40ST. El

Tabla 4.5. Distancias de Mahalanobis al cuadrado no sesgadas
entre grupos de heterocigosidad estructural para la norma dorsal
del craneo. La linea superior corresponde a la forma total, la
segunda linea a la forma no uniforme y linea inferior ala uniforme.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, después de la correccion
secuencial de Bonferroni. Las distancias no significativas estan
resaltadas en negrita.

== HTI HTII HTII 40H
L
HTI 1,87***
1,74%*
0,18
HTII 1,51 0,68
1,44 0,65
0,17 0,00
HTII 324" 217 147
3,03 2,16 1,41
0,38 0,00 0,00
40H 479 329" 367 3,84
4,417 2,87 315 337
0,45 0,00 0,05 0,00
40ST 2,80 1,36 1,71 342" 2,03
2,50 1,29 152 337" 2,65
0,02 0,00 0,00 0,00 0,10
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Tabla 4.6. Porcentajes de clasificacion correcta (resaltado en negrita) e incorrecta entre los grupos
de heterocigosidad estructural para las normas dorsal (CD) y ventral (CV) del craneo, vision lingual
de la mandibula (MD) y vision dorsal de la escapula (ES).

HH HTI HTII HTIII 40H 40ST
HH
CcD 34,78 39,13 21,74 0,00 0,00 4,35
cv 54,17 29,17 8,33 4,17 4,17 0,00
MD 31,82 36,36 18,18 4,55 4,55 4,55
ES 21,43 42,86 21,43 14,29 0,00 0,00
HTI
CD 5,56 63,89 11,11 5,56 4,17 9,72
cv 4,17 63,89 18,06 6,94 4,17 2,78
MD 5,41 64,86 16,22 6,76 2,70 4,05
ES 1,54 70,77 12,31 7,69 1,54 6,15
HTII
CD 4,65 34,88 37,21 9,30 4,65 9,3
cv 2,22 35,56 51,11 6,67 0,00 4,44
MD 6,38 25,53 48,94 10,64 4,26 4,26
ES 5,00 27,50 57,50 5,00 0,00 5,00
HTIII
CD 0,00 33,33 16,67 43,33 3,33 3,33
cv 0,00 37,50 9,38 43,74 0,00 9,38
MD 0,00 29,03 16,13 41,94 3,23 9,68
ES 7,41 48,15 7,41 18,52 3,70 14,81
40H
CD 0,00 33,33 5,56 11,11 50,00 0,00
cv 0,00 43,75 0,00 0,00 43,75 12,50
MD 0,00 33,33 0,00 11,11 44,44 11,11
ES 0,00 46,67 0,00 6,67 40,00 6,67
40ST
CD 3,23 35,48 9,68 3,23 12,9 35,48
cv 3,23 12,90 9,68 3,23 0,00 70,97
MD 0,00 11,76 2,94 8,82 2,94 73,53
ES 0,00 32,14 17,86 0,00 0,00 50,00

porcentaje mas elevado de casos bien clasificados lo mostraron los animales pertenecientes
al grupo HTI. En la figura 4.5 estan representados los dos primeros vectores candnicos con
sus correspondientes rejillas de deformacién. El primer vector canoénico (31,59%) separd
los individuos de 40 cromosomas (40ST y 40H), y el segundo vector (29,24%) separd los
animales de 40 cromosomas no estandar y los HTIII del resto. En relacion al primer eje
canonico, las principales diferencias morfolégicas de los ejemplares 40H y 40ST respecto a
los otros grupos se centraron en la region interparietal y en la sutura interparietal. Estos
animales presentaron un interparietal mas estrecho en sentido antero-posterior y el margen
externo de la sutura frontoparietal situado mas proximo a la linea media del craneo y
ligeramente desplazado hacia la parte anterior del craneo. Respecto al segundo eje candnico,
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Figura 4.5. Analisis de la W’ para la norma dorsal del craneo entre grupos de heterocigosidad
estructural. La figura muestra las puntuaciones para los dos primeros vectores canonicos (VC 1 vs
VC 2) y las rejillas de deformacion correspondientes a los extremos negativo y positivo de los
vectores. Los cambios de forma han sido aumentados 3 veces con la finalidad de hacer las diferencias

los animales 40H y HTIII presentaron un alargamiento sagital del frontal, en sentido
antero-posterior, que conllevé a un desplazamiento en el mismo sentido de la linea media de
la caja craneana respecto a los landmarks que delimitan su margen. También se observo,

en estos dos ultimos grupos, un ligero desplazamiento hacia la parte posterior de la sutura

frontoparietal.

El fenograma obtenido con el algoritmo UPGMA a partir de las distancias de Mahalanobis
entre los centroides de cada grupo de heterocigosidad estructural mostré que el grupo mas
diferenciado fue 40H, seguido por el HTIII. Los animales HTI y HTIl quedaron préximos y
unidos seguidamente a los 40ST y, en menor medida, a los HH (figura 4.6 A). El nivel de

correlacion cofenética mostrd un ajuste “bueno” respecto a la matriz de distancias originales
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Figura 4.6. Fenograma obtenido por el método UPGMA y proyeccion en tres dimensiones de las
puntuaciones NMDS, ambos obtenidos a partir de las distancias de Mahalanobis entre los centroides
de cada grupo de heterocigosidad estructural (A) y rango cromosémico (B), para la norma dorsal del
craneo. Las lineas rojas discontinuas muestran el MST (los valores corresponden a las distancias

entre los grupos mas cercanos). r. correlacion cofenética; s: estrés.
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4.3. RESuULTADOS

(r=0,8601). El analisis NMDS, con una medida de estrés baja (s=0,0036) y una correlacion
cofenética alta, algo mayor que para el UPGMA (r=0,9577, ajuste “muy bueno”), mostré
resultados algo diferentes (figura 4.6 A). Los animales 40H quedaron claramente separados
del resto. El andlisis de MST mostr6 que el grupo mas préximo a 40H fue el 40ST, y que HTII

presenté mas similitud con HTI, HTIIl y HH que con 40ST, factor diferencial con el UPGMA.

Factor numero cromosdmico: las pruebas T2 de Hotelling sobre las distancias de Mahalanobis
al cuadrado, para la forma total y no uniforme, mostraron diferencias significativas entre
todos los grupos a nivel p<0,001 (tabla 4.7). Las componentes uniformes sélo presentaron
diferencias entre los animales de 34-37 cromosomas respecto a los de 28-30 (p<0,001),
31-33 (p<0,05), 38-39 (p<0,05) y 40ST (p<0,05). La prueba de Mantel realizada entre la
matriz de distancias de Mahalanobis entre rangos cromosdémicos obtenida a partir de la W’
y la obtenida a partir de la W fue significativa (r=0,96; p<0,001), indicando que las diferencias

observadas se deben especialmente a cambios de forma no uniforme.

Tabla 4.7. Distancias de Mahalanobis al cuadrado no sesgadas
entre rangos cromosomicos para la norma dorsal del craneo. La
linea superior corresponde a la forma total, la segundalinea a la
forma no uniforme y linea inferior a la uniforme. *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001, después de la correccién secuencial de Bonferroni.
Las distancias no significativas estan resaltadas en negrita.

f/_Q = 28-30 31-33 34-37 38-39 40H

\ \4—)‘?’
31-33 0,72***
0,62***
0,01
34-37 2,40*** 1,78***
1,79 1,36
1,04+ 0,56"
38-39 2,77 2,24** 4,53
1,78*** 1,73*** 3,59***
0,11 0,02 0,90*
40H 3,37*** 3,75"** 5,31*** 3,49***
2,43 3,26™** 5,19*** 2,96"**
0,29 0,07 0,00 0,40
40ST 1,65 1,57 3,56 2,98  2,92***
1,41 1,44*** 3,44*** 2,15 2,61
0,00 0,00 0,63* 0,00 0,12
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Se obtuvieron tres vectores candnicos significativos que explicaron un 77,32% de la varianza.

El porcentaje medio de casos bien clasificados fue de 46,76% (min. 29,03%; max. 63,24%).

El valor minimo correspondié a los animales 40ST, que presentaron morfologias mas similares

a los ejemplares de numero cromosomico bajo (un 35,48% se clasificaron como 31-33). El

valor maximo lo obtuvieron los especimenes del grupo 31-33. De hecho, un porcentaje alto

de animales de todos los grupos se clasificaron como 31-33 (tabla 4.8).

En las figuras 4.7 A y B estan representados los tres primeros vectores canonicos para el

cambio de forma total con sus respectivas rejillas de deformacion. El primer vector canénico

(36,24%) presento valores negativos para los animales con un numero diploide comprendido

Tabla 4.8. Probabilidades de clasificacion correcta (resaltada en negrita) e incorrecta, expresadas
en %, entre los rangos del numero cromosémico para las normas dorsal (CD) y ventral (CV) del
craneo, la vision lingual de la mandibula (MD) y visién dorsal de la escapula (ES).

28-30 31-33 34-37 38-39 40H 40ST
28-30
CD 40,82 30,61 6,12 6,12 4,08 12,24
cV 71,70 18,87 3,77 3,77 0,00 1,89
MD 67,86 26,79 3,57 0,00 1,79 0,00
ES 68,29 21,95 0,00 4,88 0,00 4,88
31-33
CD 17,65 63,24 4,41 4,41 2,94 7,35
cVv 15,71 70,00 4,29 1,43 2,86 5,71
MD 17,39 71,01 4,35 0,00 4,35 2,90
ES 14,75 65,57 4,92 8,20 1,64 4,92
34-37
CD 7,14 32,14 57,14 0,00 0,00 3,57
cVv 22,22 33,33 40,74 0,00 0,00 3,70
MD 10,71 21,43 53,57 14,29 0,00 0,00
ES 4,00 24,00 44,00 20,00 0,00 8,00
38-39
CD 4,35 34,78 0,00 34,78 17,39 8,70
cV 4,35 17,39 0,00 69,57 4,35 4,35
MD 9,52 23,81 0,00 52,38 4,76 9,52
ES 10,53 42,11 5,26 36,84 0,00 5,26
40H
CD 16,67 16,67 0,00 11,11 55,56 0,00
cV 6,25 25,00 0,00 12,50 43,75 12,50
MD 0,00 22,22 5,56 16,67 44,44 11,11
ES 0,00 26,67 0,00 13,33 53,33 6,67
40ST
CD 9,68 35,48 6,45 6,45 12,90 29,03
cVv 6,45 16,13 0,00 0,00 0,00 77,42
MD 0,00 11,76 5,88 5,88 2,94 73,53
ES 10,71 25,00 7,14 0,00 0,00 57,14
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Figura 4.7. Andlisis de la W’ para la norma dorsal del craneo entre rangos cromosomicos. A:
puntuaciones canodnicas de VC1 vs VC2; B: puntuaciones canédnicas de VC1 vs VC3; C:
componentes uniformes. Para cada vector candnico se muestran las rejillas de deformacion
correspondientes a los extremos negativo y positivo de los vectores. Los cambios de forma han
sido aumentados 3 veces con la finalidad de hacer las diferencias mas visibles.
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entre 38 y 40 cromosomas y valores positivos para los ejemplares con un numero
cromosomico menor. Estos ultimos presentaron un interparietal mas ancho en sentido antero-
posterior, un desplazamiento de la insercién del proceso zigomatico del escamoso hacia la
parte anterior y un ensanchamiento del craneo localizado en esta insercion y en la sutura
frontoparietal. ElI segundo vector canonico (20,70%) separ6 los animales de 38-39
cromosomas del resto. Estos mostraron un interparietal mas ancho, en direccion sagital, y
una reduccion de la sutura interparietal y de la distancia entre el opistion y la sutura parietal-
occipital. También se observé un desplazamiento hacia la parte posterior de la insercion del
proceso zigomatico del escamoso. El tercer vector (20,38%) separd los animales de 40
cromosomas no estandar y los de 34-37 cromosomas de los otros grupos. Este mismo
patron es el que mostraron las componentes uniformes (figura 4.8). Las deformaciones
asociadas a este vector correspondieron a cambios de forma uniforme situados

principalmente en la caja craneana que, en los animales pertenecientes a los grupos 34-37

s |
f 1 * Py B 2330
% 01 oy VvV 3133
34-37
-1 ©® 83
2 m ® 40H
© 08T
3 T T T T T
-4 -2 0 2 4 6 8

UNIX (x10-3) \

Figura 4.8. Andlisis de las componentes uniformes para la norma dorsal del craneo entre rangos
cromosomicos. Se muestran las rejillas de deformacion correspondientes a los extremos negativo
y positivo de la componente uniforme X. Los cambios de forma han sido aumentados 3 veces con
la finalidad de hacer las diferencias mas visibles.
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y 40, fue mas ancha y mas corta. También se observé un desplazamiento de la linea media

de la caja craneana hacia la parte anterior del craneo.

El fenograma obtenido por el método UPGMA para las distancias de Mahalanobis entre
rangos cromosomicos correspondientes a la forma total esta representado en la figura 4.6
B. La correlacién cofenética mostré una bondad de ajuste “buena” (r=0,8409). Los animales
40H, de manera similar a lo que sucedio para la heterocigosidad estructural, fueron los
animales mas diferenciados morfoldgicamente. Los animales 40ST presentaron una forma
préoxima a los animales con un rango cromosomico bajo (28-30 y 31-33). El analisis de
NMDS mostré una medida de estrés baja (s=0,0034) y una correlacion con las distancias
originales alta, mostrando una bondad de ajuste “muy buena” respecto la matriz original,
(r=0,9247). El grupo mas separado morfolégicamente del resto fueron también los animales
40H siendo, segun la representacion mediante MST, el grupo mas proximo a éste el formado
por los individuos 40ST. Los animales de numero diploide 28-30 y 34-39, tuvieron como

grupo mas cercano el formado por los individuos con 2n=31-33 (figura 4.6 B).

Norma ventral del crdneo

Los MANOVAs realizados separadamente para los cambios de forma total y no uniforme
entre grupos de heterocigosidad estructural y numero cromosémico fueron significativos
(p<0,001). Las componentes afines presentaron diferencias significativas entre rangos
cromosomicos (p<0,05), pero no entre grupos de heterocigosidad (tabla 4.4). El andlisis de
los relative warps en esta estructura tampoco ofrecié una buena resolucion para la separacion
entre grupos de heterocigosidad estructural o rangos cromosomicos, por lo que se realizaron
analisis de variables candnicas para estudiar la diferenciacion morfolégica relacionada con

cada uno de estos factores.

Factor heterocigosidad estructural: las pruebas T2 de Hotelling sobre las distancias de
Mahalanobis al cuadrado para el cambio de forma total y no uniforme, fueron significativas

en todos los casos (p<0,001; tabla 4.9).
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Tabla 4.9. Distancias de Mahalanobis al cuadrado no sesgadas
entre grupos de heterocigosidad estructural para la norma ventral
del craneo. La linea superior corresponde a la forma total, la
segunda linea a la forma no uniforme y linea inferior ala uniforme.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, después de la correccién
secuencial de Bonferroni. Las distancias no significativas estan
resaltadas en negrita.

HH HTI HTII HTII 40H
HTI 2,21%
1,98
0,24
HTII 2517 1,13
2,04 1,05"
026 0,00
HTII 366" 1,65 152
3,03 1,55 148"
0,81 0,08 0,02
40H 390 275" 321" 462
342 266" 321" 457"
046 0,00 0,00 0,00
40ST 622" 573" 518" 565 6,61
589" 524" 423" 474" 563"
019 0,00 0,00 0,23 0,00

El andlisis de variables canénicas mostrd dos vectores significativos que explicaron un 65,52%
de la varianza. El porcentaje medio de casos bien clasificados fue de 54,61% (min. 43,74%,
max. 70,97%; tabla 4.6). El porcentaje minimo correspondio a los animales HTIII, de los que
un 37,50% se clasifico como HTI, un 9,38% como HTIl y un 9,38% como 40ST. El mejor
porcentaje de clasificacion correspondié a los animales 40ST. Ninguno de los casos mal

clasificados de los animales 40ST se ubico en el grupo 40H.

La representacion grafica de los dos primeros vectores candnicos, con sus rejillas de
deformacién asociadas, se encuentra en la figura 4.9. El primer vector canénico (45,21%)
separd los animales estandar. Estos mostraron desplazamiento hacia el exterior, respecto
a la linea media del craneo, de los margenes internos de los procesos zigomaticos del
escamoso y del maxilar. Esta situaciéon podria estar relacionada con una mayor amplitud
zigomatica. También se observo el foramen infraorbital mas estrecho y la sutura interpalatina
mas corta debido a un foramen incisivo mas largo. El segundo vector canonico (20,31%)
separo los animales de 40 cromosomas no estandar y los homocigotos estructurales del
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Figura 4.9. Analisis de la W’ para la norma ventral del craneo entre grupos de heterocigosidad
estructural. La figura muestra las puntuaciones para los dos primeros vectores canénicos (VC 1 vs
VC 2)y las rejillas de deformacién correspondientes a los extremos negativo y positivo de los vectores.
Los cambios de forma han sido aumentados 3 veces con la finalidad de hacer las diferencias mas
visibles.

resto de grupos de heterocigosidad estructural. Estos dos grupos mostraron un
ensanchamiento de la parte posterior del craneo, el rostro ligeramente mas corto y un foramen

infraorbital mas estrecho.

El fenograma obtenido para el cambio de forma total a partir de las distancias de Mahalanobis
entre los centroides de los grupos de heterocigosidad estructural esta representado en la
figura 4.10 A. La correlacién cofenética obtenida (r=0,9555) mostré un nivel de ajuste “muy
bueno” de las distancias ultramétricas respecto las distancias originales. Los grupos formados
por animales de 40 cromosomas (40H y 40ST) fueron los mas diferenciados
morfolégicamente. Los ejemplares heterocigotos (HTI, HTIl y HTIIl) quedaron agrupados en
un mismo conglomerado al cual se unieron los homocigotos estructurales. El analisis de
NMDS mostré una medida de estrés muy baja (s=0,0000) y una correlacion con la matriz

original alta (r=0,9482). Los resultados obtenidos mediante este andlisis, junto la representacion
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r =0,9555

34-37

38-39

r=0,7507

40H

Figura 4.10. Fenograma obtenido por el método UPGMA y proyeccién en tres dimensiones de las
puntuaciones NMDS, ambos obtenidos a partir de las distancias de Mahalanobis entre los centroides
de cada grupo de heterocigosidad estructural (A) y rango cromosomico (B), para la norma ventral
del craneo. Las lineas rojas discontinuas muestran el MST (los valores corresponden a las distancias

entre los grupos mas cercanos). r. correlacion cofenética; s: estrés.

677N 201

(e~
—_



4.3. RESuULTADOS

mediante MST, fueron muy similares a los del UPGMA. Se observaron tres grupos claramente

diferenciados, 40ST, 40H e individuos con un 2n menor a 40 cromosomas (figura 4.10 A).

Factor numero cromosomico: las pruebas T2 de Hotelling para las distancias de Mahalanobis
al cuadrado entre rangos cromosémicos mostré diferencias similares entre todos los grupos
para el cambio de forma total y no uniforme (p<0,001; tabla 4.10). No se encontraron
diferencias significativas en las componentes uniformes. Puesto que las diferencias
detectadas en el MANOVA para las componentes uniformes fueron muy débiles (p=0,037;
tabla 4.4) y las pruebas de T2 Hotelling no dieron diferencias significativas se considero la

inexistencia de un cambio de forma afin debido al nimero cromosdémico.

Se obtuvieron cuatro vectores canodnicos significativos, que explicaron en su conjunto el
91,76% de la varianza total entre grupos relativa a la varianza dentro del grupo. Los tres
primeros vectores asociados a las rejillas de deformacion estan representados en la figura

4.11. El cuarto vector canonico se muestra en la figura 4.12. El porcentaje medio de casos

Tabla 4.10. Distancias de Mahalanobis al cuadrado no sesgadas
entre rangos cromosOmicos para la norma ventral del craneo.
La linea superior corresponde a la forma total, la segunda linea
a la forma no uniforme y linea inferior a la uniforme. *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001, después de la correccion secuencial de
Bonferroni. Las distancias no significativas estan resaltadas en
negrita.

28-30 31-33 34-37 38-39 40H

31-33 2,73
2,50***
0,22
34-37 4,21** 3,35***
4,06 334"
0,22 0,16
38-39 5,82*** 5,57*** 8,47
5,24*** 4,93*** 7,89***
0,00 0,25 0,12
40H 4,49*** 3,38*** 6,24 4,42**
417 3,34 6,19 4,01**
0,00 0,00 0,15 0,03
40ST 6,27 5,63 9,68*** 6,92*** 6,57
6,04*** 4,71 *kk 8,92*** 5,83*** 5,50***
0,00 0,17 0,26 0,00 0,00

202 2

_
N



CarPiTuLO 4

A }_l i
2 a
I i A
\1 ! "
1 ] 1
{ I .
- I
17 © ! rr
I ——
v
O 07 [
>
. EEasss=ssc
1] =+ S
S s e B
<*
= B
-2 i - 1 ey
) 1 0 2 I ;_l L ——
VC1 [
! L T I | T
SSSEElsetes
e o iy ey e o I
i ~ il \\E1‘_1|1 L
' = . -
= t‘% jj&f !
|- I
\‘
Bl Iy |‘
A 1
SN .
v e ]
° I i r r
'S 1 ] 11
0] © d f
o
&)
>
-1 m 0
* L]
] N
! I 7 1.
— ] 1 [
= T T r
D) ‘ I { 1 1
2 -1 0 2 b s
vC1 1
B 233 vV 3133 34-37 © 339 @ 4H & 40ST

Figura 4.11. Andlisis de la W’para la norma ventral del craneo entre nimeros cromosomicos. A:
puntuaciones canonicas VC1 vs VC2; B: puntuaciones candnicas VC1 vs VCS3. Para cada vector
canodnico se muestran las rejillas de deformacién correspondientes a los extremos negativo y
positivo de los vectores. Los cambios de forma han sido aumentados 3 veces con la finalidad de

hacer las diferencias mas visibles.
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Figura 4.12. Andlisis de la W’ para la norma ventral del craneo entre rangos cromosémicos. La
figura muestra las puntuaciones para el primer y el cuarto vector canénico (VC 1 vs VC 4) y las
rejillas de deformacion correspondientes a los extremos negativo y positivo de los vectores. Los
cambios de forma han sido aumentados 3 veces con la finalidad de hacer las diferencias mas
visibles.

bien clasificados fue 62,20% (min. 40,74%, max. 77,42%; tabla 4.8). El porcentaje mas bajo
de clasificacion correspondio a los animales del grupo 34-37, de los cuales, el 22,22% vy el
33,33% se clasificaron como pertenecientes a los grupos 28-30 y 31-33, respectivamente.
Los ejemplares del grupo 40H también mostraron un porcentaje bajo de casos bien clasificados
(43,75%). EI 25% de los individuos de este grupo se repartio equitativamente entre los grupos
40ST y 38-39. El mayor numero de casos bien clasificados correspondioé a los ejemplares
40ST, de los que ninguno se clasificé como 40H. El primer vector canénico (37,09%) mostré
un patrén similar al que se obtuvo para la norma dorsal del craneo: los animales de 38-39 y
40 cromosomas presentaron valores negativos para este vector, mientras que los restantes
grupos se situaron en los valores positivos del vector. La forma asociada al primer vector
canonico indicé un aumento del tamarno del foramen magnum relacionado con la reduccion
del numero cromosémico, asi como un acortamiento del basiesfenoides, un incremento de
la sutura interpalatina y un ensanchamiento del foramen infraorbital. EI segundo vector
canonico (21,56%) por si sélo no mostrd un patrén de discriminacion claro, pero combinado

con el primero separé los animales estandar del resto. El vector candnico tres (19,69%)
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separd los ejemplares de 28-30 cromosomas que presentaron un prostion desplazado hacia
la parte anterior y una posicidon mas proximal a la linea media del craneo del margen interior
del proceso zigomatico del maxilar (figura 4.11). El cuarto vector canonico (13,41%) separo
el grupo 34-37, caracterizado por la caja craneana mas ancha y un acortamiento en sentido

antero-posterior del pterigoides y el rostro (figura 4.12).

El fenograma obtenido por el método UPGMA sobre la matriz de distancias de Mahalanobis
de la forma total entre los centroides de los rangos cromosomicos se muestra en la figura
4.10 B. Se obtuvo una bondad de ajuste “pobre” de la matriz de distancias ultramétricas del
UPGMA respecto a las distancias originales (r=0,7507). Se pudieron diferenciar tres
agrupaciones, una formada por los individuos con bajo numero cromosémico (28-30, 31-33
y 34-37), otra formada por los animales de 38-39 cromosomas y 40H y finalmente los
individuos 40ST, que fueron los mas diferenciados morfolégicamente. La representacion de
NMDS mostré poca distorsion de los datos originales (s=0,0000 y r=0,9387). Este método
junto con el MST mostro también tres agrupaciones: 40ST, 28-37 y 28-39-40H. Cabe destacar
que aunque el NMDS situd al grupo 38-39 espacialmente cercano a los grupos 28-30, 31-33
y 34-37, la representacion mediante MST situé como vecino mas préximo a éste el grupo

formado por los individuos 40H (figura 4.10 B).

Norma lingual de la mandibula

Los MANOVAs realizados independientemente para la W’ y las componentes no uniformes
y uniformes, en el estudio de las diferencias entre grupos de heterocigosidad estructural y
numero cromosoémico, mostraron diferencias significativas (p<0,001; tabla 4.4). El analisis
de los relative warps no ofrecié una buena resolucion para la separacion entre las diferentes
localidades, grupos de heterocigosidad estructural o de rangos cromosdmicos. Asi, para
estudiar la diferenciacion morfoldgica relacionada con cada uno de estos factores se realizaron

analisis de variables candnicas.

Factor heterocigosidad estructural: las pruebas T? de Hotelling realizadas sobre las distancias

de Mahalanobis al cuadrado entre los centroides de los grupos de heterocigosidad estructural,
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para la forma total y no uniforme, fueron significativas (p<0,001; tabla 4.11). En las
componentes uniformes se obtuvieron diferencias entre los animales estandar respecto
HH, HT1 y HTIl con un nivel de significacién de p<0,001, y respecto a HTIII con un nivel de
p<0,05 (tabla 4.11). También se obtuvieron diferencias entre los animales 40H y los HH
(p<0,01). La prueba de Mantel entre la matriz de distancias de Mahalanobis entre grupos
derivada de la W y la derivada de W’ fue significativa (=0,97; p<0,01), por lo que la mayor

parte de la varicion de forma se explicé por las componentes no uniformes.

En el analisis de variables candnicas la probabilidad media de casos bien clasificados fue
del 50,92% (min. 31,82%; max. 73,53%; tabla 4.6). El valor minimo correspondid a los animales
HH, que se clasificaron la mayoria como HTI (36,36%) o como HTII (18,18%). El valor maximo
correspondiod a los animales 40ST, y de éstos ninguno se clasific6 como HH. Se obtuvieron
dos vectores significativos que acumularon un 69,67% de la varianza (figura 13 A). El primer

vector candnico (53,20%) separo los animales estandar del resto de grupos de

Tabla 4.11. Distancias de Mahalanobis al cuadrado no sesgadas
entre grupos de heterocigsidad estructural para la norma lingual
de la mandibula. La linea superior corresponde a la forma total,
la segunda linea a la forma no uniforme vy linea inferior a la
uniforme. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, después de la
correccion secuencial de Bonferroni. Las distancias no
significativas estan resaltadas en negrita.

y HH HTI HTII HTII 40H
HTI 1,49
1,07
0,39
HTII 148" 1,13
1,10 1,09"*
0,21 0,01
HTII 367 1,63 154"
299" 1,60 143"
053 0,00 0,09
40H 539" 317" 439" 4,31
3’59*** 2,67*** 3’70*** 4'03***
142 0,19 0,39 0,08
40ST 748" 579" 647 636" 4,87
592" 543" 599" 618" 484"
253" 079" 107" 063" 0,00
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Figura 4.13. Andlisis de la W’para la norma lingual de la mandibula entre grupos de heterocigosidad
estructural. A: puntuaciones canodnicas de VC1 vs VC2. B: Componentes uniformes. Para cada
vector canénico y cada componente uniforme se muestran las rejillas de deformacion correspondientes
a los extremos negativo y positivo de los vectores. Los cambios de forma han sido aumentados 3

veces con la finalidad de hacer las diferencias mas visibles.
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4.3. RESuULTADOS

heterocigosidad, quedando con valores intermedios los animales de 40 cromosomas no
estandar. Los animales estandar presentaron el proceso coronoide mayor, el proceso articular
mas estrecho y una menor curvatura del diastema. El segundo vector (16,46%) no mostré
un patrén claro de discriminacion. La representacion gréafica de las componentes uniformes
se encuentra en la figura 4.13 B. La combinaciéon de ambas componentes separo tres grupos
graficamente: uno formado por los animales de 40 cromosomas con valores negativos en
ambas componentes, otro formado por los animales heterocigotos estructurales, con valores
intermedios, y por ultimo el compuesto por los animales homocigotos estructurales, con
puntuaciones positivas y elevadas. Las rejillas de deformacién asociadas mostraron como
la componente UniX correspondid a un cambio de forma por deslizamiento o shear,
principalmente en la zona del proceso coronoide y articular. Esta area se desplaza hacia la
parte posterior de la mandibula en los animales de 40 cromosomas (40H y 40ST), patron
que también se visualizd en el VC 1. La componente UniY correspondié al cambio de forma
por dilatacion o dilation, en la que los animales de 40 cromosomas (40H y 40ST) presentaron

una mandibula mas alargada (figura 4.13B).

El fenograma obtenido por el método de UPGMA a partir de las distancias de Mahalanobis,
entre los centroides de cada grupo de heterocigosidad estructural, mostro un nivel de ajuste
“muy bueno” respecto a la matriz de distancias originales (r=0,9332). Los grupos mas
diferenciados fueron, al igual que sucedio para la vision ventral del craneo, los que presentaron
un 2n=40 (40H y 40ST; figura 4.14 A). Los grupos HTI, HTIl y HH se agruparon en un mismo
conglomerado, al que se unieron los individuos HTIII. El método de analisis NMDS mostrd
una baja distorsion de los datos originales (s=0,0008 y r=0,9132) y los resultados obtenidos
por este andlisis de ordenacion fueron similares a los mostrados por el UPGMA. Se observaron
tres grupos diferenciados, uno formado por los animales 40ST, otro por los 40H y un tercer
grupo que incluy6 todos los heterocigotos y homocigotos estructurales (HTI, HTII, HTHI y

HH). El vecino mas proximo de 40ST, segun el analisis MST, fue 40H (figura 4.14 A).

Factor numero cromosomico: las pruebas T2 de Hotelling para las matrices de distancias de
Mahalanobis al cuadrado obtenidas a partir de la W’ y W fueron significativas (p<0,001) para
todas las comparaciones. Para los cambios de forma afin (tabla 4.12) s6lo se encontraron
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Figura 4.14. Fenograma obtenido por el método UPGMA y proyeccion en tres dimensiones de las
puntuaciones NMDS, ambos obtenidos a partir de las distancias de Mahalanobis entre los centroides
de cada grupo de heterocigosidad estructural (A) y rango cromosomico (B), para la norma lingual de
la mandibula. Las lineas rojas discontinuas muestran el MST (los valores corresponden a las distancias
entre los grupos mas cercanos). r: correlacion cofenética; s: estrés.

677N 209

e
-
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diferencias significativas entre los animales de 40 cromosomas estandar y los rangos 28-
30, 31-33y 38-39 (p<0,001), y entre el rango 38-39 respecto 28-30 (p<0,001) y 31-33 (p<0,01).
La correlacion entre la matrices de distancias de Mahalanobis obtenidas a partir de la W’ y
W para los rangos cromosodmicos fue significativa (r=0,9785; p<0,01), lo que indic6 que el

mayor cambio de forma se debe a las componentes no uniformes.

Se obtuvieron cuatro vectores candnicos significativos en el analisis de variables candnicas
(figura 4.15y 4.16 A), que acumularon un 93,79% de la varianza. La probabilidad media de
casos bien clasificados fue de 60,47% (min. 44,44%; max. 73,53%). El valor minimo
correspondio a los animales del grupo 40H, en los que un 22,22% se clasificaron como 31-
33. El valor méximo de clasificacion lo obtuvieron los animales 40ST (tabla 4.8). El primer
vector canodnico explico el 49,17% de la varianza y tendié a ordenar, en sentido negativo-
positivo, los rangos en numero creciente. El patrén de cambio de forma para este vector fue

el mismo que el encontrado en el primer vector candnico del andlisis para los grupos de

Tabla 4.12. Distancias de Mahalanobis al cuadrado no sesgadas
entre rangos cromosomicos para la norma lingual de la
mandibula. La linea superior corresponde a la forma total, la
segunda linea a la forma no uniforme y linea inferior a la uniforme.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, después de la correccion
secuencial de Bonferroni. Las distancias no significativas estan
resaltadas en negrita.

28-30 31-33 34-37 38-39 40H

31-33 2,30
2,22***
0,00
34-37 4,65 3,16™**
4,16*** 2,80™
0,37 0,37
38-39 5,36 3,22*** 3,80™**

4,64*** 2,25*** 3,29***
1,20 1,07 0,43

40H 6,74 395" 486" 3,12
5657 317 472" 210"
0,53 0,58 0,00 0,78

40ST 912 681" 505" 7,09 505"
819" 620" 4,92 597" 502
126" 135" 025 1,42 0,00
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Figura 4.15. Analisis de la W’para la norma lingual de la mandibula entre rangos cromosdémicos.
A: puntuaciones candnicas de VC1 vs VC2; B: puntuaciones canodnicas de VC1 vs VC3. Para cada
vector canénico se muestran las rejillas de deformacion correspondientes a los extremos negativo
y positivo de los vectores. Los cambios de forma han sido aumentados 3 veces con la finalidad de

hacer las diferencias mas visibles.
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Figura 4.16. Analisis de la W’ para la vision lingual de la mandibula entre rangos cromosomicos.
A: puntuaciones candnicas de VC2 vs VC4; B: componentes uniformes. Se muestran las rejillas
de deformacion para el cuarto vector canonico y las componentes uniformes. Los cambios de
forma han sido aumentados 3 veces con la finalidad de hacer las diferencias mas visibles.
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heterocigosidad estructural. El segundo vector canénico (20,23%) separé los grupos 40ST
y 28-30 del resto de rangos. Estos ejemplares mostraron una depresién de la mandibula
localizada en la zona posterior y el proceso angular, y una separacién entre el margen posterior
del condilo articular respecto al incisivo. El tercer vector canonico (12,91%) separd los animales
de 34-37 cromosomas, que presentaron una mandibula mas alargada y estrecha que el
resto. Entre los vectores candnicos segundo y cuarto, que acumularon conjuntamente el
31,70% de la varianza, determinaron tres grupos: uno formado por los animales 40ST y 28-
30, otro constituido por los grupos 38-39 y 40H, y finalmente el integrado por los ejemplares
pertenecientes a los rangos 31-33 y 34-37 (figura 4.16 A). La representacion grafica de
ambas componentes uniformes mostré la separacion de tres grupos: 28-30 y 31-33; 38-39;
y finalmente 40H, 40ST y 34-37 (figura 4.16 B). La componente UniX aporté informacion
sobre el deslizamiento de la parte dorsal de la mandibula respecto a la ventral. La componente

UniY dio informacion sobre la compresion antero-posterior de la estructura.

En lafigura 4.14 B se muestra el fenograma obtenido a partir de las distancias de Mahalanobis
calculadas entre los centroides de los rangos cromosémicos para el cambio de forma total.
La correlacién cofenética (r=0,7799) mostrd un nivel de ajuste “pobre” respecto a la matriz
de distancias originales. Se obtuvo el mismo patron de agrupacion que para la norma ventral
del craneo. Los animales entre 28 y 37 cromosomas quedaron agrupados en un conglomerado,
al cual se le uni6 el formado por los grupos 38-39 y 40H. Los ejemplares 40ST fueron los
mas diferenciados morfolégicamente. EIl NMDS presentd poca distorsién respecto a los
datos originales (s=0,0084; r=0,8282). Se observo una clara diferenciacion del grupo 40ST
respecto el resto (figura 4.14 B). Cabe destacar que el grupo mas préoximo de los individuos
40H, segun la representacion MST, fue el formado por los individuos con un 2n comprendido

entre 38 y 39 cromosomas.

Norma dorsal de la escapula

Los MANOVAs para los cambios de forma total y no uniforme mostraron diferencias
significativas entre grupos de heterocigosidad estructural y rangos cromosémicos (p<0,001;

tabla 4.4). El cambio de forma afin s6lo mostré diferencias significativas entre rangos
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cromosomicos (p<0,05). Al igual que en el resto de estructuras, el analisis de los relative
warps no ofrecié una buena resolucién para la separacién entre grupos de heterocigosidad
estructural o de rangos cromosomicos, por lo que se realizaron andlisis de variables candnicas

para estudiar la diferenciacion morfoldgica relacionada con cada uno de estos factores.

Factor heterocigosidad estructural: las pruebas T2 de Hotelling sobre las distancias de
Mahalanobis al cuadrado entre grupos, para la forma total y no uniforme, mostraron

diferencias significativas en todos los casos (tabla 4.13).

Se obtuvo un vector candnico significativo que acumulé el 50,65% de la varianza. La
probabilidad media de clasificacién fue de 43,04% (min. 18,52%; max. 70,77%; tabla 4.6).
Los porcentajes mas bajos de clasificacion correspondieron a los grupos HH y HTIII, con
21,23% Yy 18,52%, respectivamente. Ambos tuvieron un porcentaje de confusion con los HTI

elevado: 42,86% para HH y 48,15% para HTI. Los animales 40H presentaron también una

Tabla 4.13. Distancias de Mahalanobis al cuadrado no
sesgadas entre grupos de heterocigosidad estructural para la
norma dorsal de la escapula. La linea superior corresponde a la
forma total, la segunda linea a la forma no uniforme y linea
inferior a la uniforme. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, después
de la correccion secuencial de Bonferroni. Las distancias no
significativas estan resaltadas en negrita.

&~ M HTI HTII HTII 40H

HTI 1,03
0,87*
0,16
HTII 1417 1,07
110" 0,99"
0,25 0,00
HTII 144 070"  1.22*
125" 063" 0,92*
0,25 0,00 0,00
40H 432 269" 444" 152+
4,08 2,68 4357 144
0,64 0,06 0,09 0,00
40ST 2,38 200" 380" 127 2,54
2,35 1,927 354" 120" 241"
0,46 0,04 0,09 0,00 0,00
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proporcion alta de animales clasificados como HTI (46,67%). El porcentaje maximo de casos
bien clasificados correspondid al grupo HTI. En la figura 4.17 esta representado el primer
vector canodnico respecto al segundo, que acumularon un 71,99% de la varianza. Los
animales de 40 cromosomas (40ST y 40H) fueron los que mostraron mayores diferencias
morfoldgicas concentradas en la zona de la articulacién, presentado el angulo de acromion

mas cercano al angulo externo y un acromion mas largo.

El fenograma, obtenido a partir de las distancias de Mahalanobis entre los centroides de
cada grupo de heterocigosidad estructural por el método UPGMA (figura 4.18 A). La correlacion
cofenética obtenida indicé un nivel de ajuste “pobre” de las distancias ultramétricas respecto
las distancias originales (=0,7710). Los animales mas diferenciados morfolégicamente fueron

los 40H, seguidos por los 40ST que se unieron al conglomerado formado por los heterocigotos

40ST

40H
HTI

vC2

HTI

> red

HTIIL
HH

v

|
S= = == SE=

Figura 4.17. Analisis de la W’ para la norma dorsal de la escapula entre grupos de heterocigosidad
estructural. La figura muestra las puntuaciones para los dos primeros vectores candnicos (VC 1 vs
VC 2). Para el VC 1 se muestran las rejillas de deformacion correspondientes a los extremos
negativo y positivo de los vectores. EI VC 2 no es significativo.
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Figura 4.18. Fenograma obtenido por el método UPGMA y proyeccion en tres dimensiones de las
puntuaciones NMDS, ambos obtenidos a partir de las distancias de Mahalanobis entre los centroides
de cada grupo de heterocigosidad estructural (A) y rango cromosomico (B), para la norma dorsal
de la escapula. Las lineas rojas discontinuas muestran el MST (los valores corresponden a las
distancias entre los grupos mas cercanos). r: correlacion cofenética; s: estrés.
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y homocigotos estructurales (HTI, HTII, HTIIl y HH). El método de ordenacion de NMDS
presenté una medida baja de estrés (s=0,0008) y una correlacion con los datos originales
elevada (r=0,9383), lo que indicé una baja distorsion de la matriz de distancias originales.
Con este tipo de andlisis se obtuvieron resultados similares a los mostrados por el UPGMA
(figura 4.18 A). Los animales mas diferenciados (segun NMDS y MST) fueron los 40H

seguidos por los 40ST, mostrando ambos HTIII como grupo mas proximo.

Factor numero cromosomico: las pruebas T2 de Hotelling para las distancias de Mahalanobis
al cuadrado entre los centroides de los rangos cromosomicos calculados a partirde W’y W,
mostraron diferencias significativas (tabla 4.14). No se encontraron diferencias significativas
para las componentes uniformes (tabla 4.14). Puesto que, para estas componentes, el
MANOVA presento efecto significativo del numero cromosomico pero con un p-valor elevado
(p=0,027) y las comparaciones multiples no mostraron diferencias significativas, se consideré

que las componentes afines no divirgieron entre grupos.

Tabla 4.14. Distancias de Mahalanobis al cuadrado no sesgadas
entre rangos cromosémicos para la norma dorsal de la escapula.
La linea superior corresponde a la forma total, la segunda linea
a la forma no uniforme y linea inferior a la uniforme. *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001, después de la correccion secuencial de
Bonferroni. Las distancias no significativas estan resaltadas en
negrita.

TS 2830 31-33 34-37 38-39 40H

31-33 1,47
1,00***
0,17
34-37 3,69  2,00**
2,98***  1,60***
0,00 0,38
38-39 2,717 1,44 239"
2,50 1,21 2,24
0,19 0,00 0,47
40H 5,88**  3,24** 317 1,12*
5,45  3,14**  3,07*** 1,06*
0,35 0,00 0,68 0,00
40ST 4,57 221 235 1,63*** 2,55
4,42 242 1,94 1,53** 2,43*
0,25 0,00 0,54 0,00 0,00

ffa 217
T —



4.3. ResuLtADOS

El andlisis de variables candnicas mostro tres vectores significativos que acumularon el
83,57% de la varianza (figura 4.19). Se obtuvo una probabilidad media de clasificacién de
54,20% (min. 36,84%; max. 68,29%; tabla 4.8). El grupo 38-39 cromosomas fue el que
presentd un menor numero de casos bien clasificados. El 42,11% de los animales de este
grupo se clasificaron como 31-33. El grupo con mayor niumero de casos bien clasificados
fue el de rango cromosémico 28-30. Este presenté un porcentaje elevado (21,95%) de
animales clasificados como 31-33. El primer vector candnico (50,10%) ordend, a lo largo del
eje en sentido negativo-positivo, los rangos cromosémicos de forma descendiente. Los
especimenes con un numero cromosomico elevado presentaron el angulo de acromion
mas cercano al angulo externo y un acromion mas largo. El segundo vector candnico (18,48%)
separo los animales de rango 34-37 que mostraron un ligero estrechamiento de la facies

dorsalis. El tercer vector canénico (14,99%) no mostré un patrén claro de clasificacion.

El fenograma obtenido a partir de las distancias de Mahalanobis entre los centroides de los
rangos cromosoémicos (figura 4.18 B) mostré una bondad de ajuste “muy pobre” (r=0,5989).
Se obtuvo un orden de agrupacién en sentido inverso al encontrado para la vision lingual de
la mandibula. Los animales mas diferenciados morfolégicamente fueron los de 28-30 y 31-
33 cromosomas respecto a los de numero cromosdémico comprendido entre 38 y 40. Los
individuos de 34-37 cromosomas presentaron un fenotipo intermedio. Los animales de 40
cromosomas no estandar fueron mas similares a los de 38-39 cromosomas que a los de 40
cromosomas estandar. La representaciéon mediante NMDS mostr6 baja distorsiéon de las
distancias originales (s=0,0131; r=0,9178). Los grupos mas diferenciados, segun el MST,

fueron 34-37 y 40ST. El grupo mas proximo de 40ST y 40H fue 38-39. (figura 4.18 B).

Comparacion de cambios de forma entre estructuras

Para las normas dorsal y ventral del craneo, la primera pareja de vectores (V1 dorsal y V1
ventral) obtenidas por PLS explicé el 71,68% de la covarianza, mientras que la segunda (V2
dorsal y V2 ventral) sélo explico el 9,89%. Las correlaciones entre los vectores V1 de las
normas dorsal y ventral del craneo, y entre los vectores V2 de dichas normas fueron 0,8 y
0,76, respectivamente. Enlas figuras 4.20 Ay 4.20 B estan representados los centroides de
los grupos de heterocigosidad estructural ordenados segun los dos primeros vectores latentes
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Figura 4.19. Andlisis de la W’para la norma dorsal de la escépula entre rangos cromosomicos. A:
puntuaciones candnicas de VC1 vs VC2; B: puntuaciones canodnicas de VC1 vs VC3. Para cada
vector canénico se muestran las rejillas de deformacion correspondientes a los extremos negativo
y positivo de los vectores. EI VC 2 no es significativo.
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4.3. ResuLtADOS

extraidos para las normas dorsal y ventral del craneo, respectivamente. En las figuras 4.21
Ay 4.21 B se muestran la ordenacién de los centroides de los grupos establecidos por
rangos cromosomicos sobre los dos primeros vectores latentes de las visiones dorsal y

ventral del craneo.

Las dos primeras parejas de vectores, determinadas por PLS para la covariacién de forma
entre la norma ventral del craneo y vision lingual de la mandibula explicaron el 76,51% y el
10,49% de la covarianza total. Las correlaciones entre los vectores V1 de las normas ventral
del craneo y lingual de la mandibula, y entre los vectores V2 de dichas estructuras fueron
0,78y 0,58 respectivamente. En las figuras 4.20 y 4.21 estan representadas las ordenaciones
de los centroides determinados para los grupos de heterocigosidad estructural y rango
cromosomico, respectivamente, sobre los dos primeros vectores latentes de la vision ventral

del craneo (C enfiguras 4.20 y 4.21) y vision lingual de la escapula (D en figuras 4.20 y 4.21).

Puesto que los dos primeros pares de vectores de las normas dorsal y ventral del craneo
mostraron una alta correlacién, las ordenaciones de los grupos analizados a lo largo de
estos vectores fueron muy similares, hecho esperable pues pertenecen a una misma unidad
estructural. El grupo que varié mas en su posicion fue el correspondiente a los animales
40H. La ordenacién de los centroides fue también similar para la norma ventral del craneo y
la vision lingual de la mandibula, exceptuando la posicion de los animales estandar que
presentan, respecto al primer vector latente, valores negativos en la vision ventral del craneo

y valores positivos en la vision lingual de la mandibula respecto al V1.

Analisis NMDS y MST de las matrices de las medidas medias de divergencia (MMDs)

A partir de los datos de MMDs entre grupos cromosomicos calculados para caracteres
epigenéticos del craneo y de la mandibula (véase tablas 2 y 4 en Muhoz-Munoz et al., 2003)
se obtuvo las divergencias fenéticas mediante NMDS y MST. La bondad de ajuste de los
datos para este analisis fue “muy buena” (heterocigosidad estructural: s=0,0107 y r=0,9164;
namero cromosomico: s=0,0006 y r=0,9092; figura 4.22), a diferencia de lo que sucedio

para el analisis UPGMA (heterocigosidad estructural: r= 0,7288; niumero cromosémico:
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Figura 4.20. Andlisis de minimos cuadrados parciales (PLS) entre grupos de heterocigosidad
estructural. A y B: gréaficos de ordenacion para los dos primeros vectores latentes de las normas
dorsal (A) y ventral (B) del craneo; C y D: graficos de ordenacién para los dos primeros vectores
latentes de la norma ventral del craneo (C) y vision lingual de la mandibula (D).
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Figura 4.21. Proyeccion en tres dimensiones de las puntuaciones NMDS obtenidas a partir de las
medidas de divergencia (MMDs) entre cada grupo de heterocigosidad estructural (A) y rango
cromosomico (B). Munoz-Mufoz et al. (2003). Las lineas rojas discontinuas muestran el MST y los
valores las distancias entre los grupos mas cercanos. r: correlacion cofenética; s: estrés.
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Figura 4.22. Proyeccion en tres dimensiones de las puntuaciones NMDS obtenidas a partir de las
medidas de divergencia (MMDs) entre cada grupo de heterocigosidad estructural (A) y rango
cromosomico (B). Datos de Muioz-Munoz et al. (2003). Las lineas rojas discontinuas muestran el
MST (los valores corresponden a las distancias entre los grupos mas cercanos). r. correlacion
cofenética; s: estrés.
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r=0,7288). Con este método de ordenacion se observé que para la heterocigosidad estructural,
al igual que para el analisis mediante UPGMA, el grupo mas diferenciado fue el formado por
animales de 40 cromosomas. Sin embargo, a diferencia de los resultados obtenidos por el
analisis jerarquico, se obtuvo mayor divergencia entre los grupos HTIl y HTIII que entre los
animales homocigotos de 28 cromosomas y HTIl. No obstante, para el numero diploide se

obtuvieron con ambos métodos (UPGMA y NMDS) dos grupos diferenciados, 40ST y HHI.

4.4. DISCUSION

El presente estudio constituye el primer andlisis de la variacion de forma y tamafo realizado
mediante técnicas de morfometria geométrica, en funcion de la reduccion cromosémica y
heterocigosidad estructural en una zona de polimorfismo Robertsoniano de Mus domesticus

en la que no se ha descrito ninguna raza cromosémica.

Todas las poblaciones analizadas son comensales y comparten el mismo tipo de habitat,
por lo que no se relaciond las diferencias encontradas en forma y tamafno con cambios en la
adaptacion a diferentes ambientes. Este hecho queda corroborado al no haberse detectado
diferencias morfolégicas entre localidades con la misma composicion cromosémica. Asi,
las divergencias encontradas en la morfologia se asocian a cambios en la estructura de los

cromosomas.

Tampoco se hallaron diferencias entre sexos, o que coincide con diversos estudios de
morfologia realizados sobre poblaciones naturales de esta especie, tanto con técnicas de
morfometria geométrica (Auffray et al., 1996; Corti & Rohlf, 2001) como con morfometria
tradicional (Hauffe et al., 2002). Sin embargo, este resultado difiere de los obtenidos en otros
estudios tradicionales de morfometria, en los que se muestra un dimorfismo sexual acusado
en cepas de ratdon doméstico de laboratorio (Lovell et al., 1984; Leamy, 1982a; Leamy &
Thorpe, 1984). Estas discrepancias podrian deberse a que las poblaciones naturales
presentan mayor variabilidad genética que se traduce en un aumento de la diversidad

fenotipica, tamponandose asi las diferencias morfolégicas entre sexos.
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Las diferencias entre las clases de edad estuvieron relacionadas con el centroid size y no
con la forma. Esto fue debido a que los ejemplares analizados de ambas clases de edad
presentaban estructuras 6seas que habian adquirido ya la forma adulta y sélo respondian a
un incremento en tamafno. Segun Lovell (comunicacion personal citada en Davis, 1983) el
ratén doméstico muestra poca variacion de forma después de las seis semanas de edad,
con lo que los animales analizados en este estudio corresponderian a una edad igual o

superior a ésta.

La variacion observada del tamafio entre los grupos de heterocigosidad estructural para la
clase de edad IlI, mostrd un patrén particularmente repetitivo en todas las estructuras,
presentando los animales HH valores menores que los heterocigotos y el grupo 40H. Este
patrén, que no se aprecio en la clase de edad lll, fue muy marcado en las normas dorsal y
ventral del craneo y en la vision lingual de la mandibula, donde se encontraron diferencias
significativas. En la escapula, aunque los resultados de la ANOVA fueron significativos, las
pruebas de comparaciones multiples no mostraron diferencias entre grupos, posiblemente
debido a la escasa magnitud de las divergencias. Aun asi, la representacion grafica de los
valores medios de centroid size (figura 4.3 G) indicaron también la existencia del patron
seguido por el resto de estructuras. En principio es posible atribuir esta pauta de variacion a
dos circunstancias: 1) el crecimiento mas tardio en los homocigotos estructurales respecto
a los 40H y HTII; 2) la existencia de un sesgo en el muestreo debido a que el grupo HH
estaria formado por animales mas jovenes dentro de la clase de edad Il. Decantarse por una
de estas dos opciones es dificil puesto que se utilizaron clases de edad relativas, las cuales
no se corresponden con la edad edad real de los individuos. Si se comparan las agrupaciones
que se han realizado en el presente estudio con las efectuadas en funcion del desgaste
dentario definido por Lidicker (1966) se observa que los animales clasificados como
subadultos correponden a las clases de edad 3-6, y que estas edades se distribuyen con
frecuencias similares en todos los grupos de heterocigosidad estructural (datos no mostrados
en el presente trabajo). Asumiendo que todos los animales estan sometidos al mismo nivel
de desgaste dentario, esto indicaria que los grupos cromosdmicos establecidos presentan
una edad media similar. Segun esto se podria deducir que realmente existe un efecto de la

heterocigosidad estructural durante el crecimiento. De todas formas esta hipotesis deberia
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ser comprobada a partir de estudios detallados de crecimiento de la especie. Atendiendo a
los rangos cromosémicos, en individuos de la clase de edad Il, se observé también un
patron repetitivo en todas las estructuras, que no aparece en la clase de edad Ill. Los centroid
size mas pequenos correspondieron a animales de 34-37 cromosomas. Los valores de
este grupo no parecieron estar relacionados con los encontrados anteriormente para los
grupos de heterocigosidad, puesto que dentro del rango de 34-37 el porcentaje de animales
correspondiente a HH y HTI (grupos que presentaron valores bajos de centroid size) fue de
10,71% y 42,86% respectivamente, mientras que, por ejemplo, en el grupo de 38-39, con
valores mas altos de centroid size, estas proporciones fueron de 26,09% para HH y 56,52%
para HTI. Las mismas hipdtesis que las comentadas para los grupos de heterocigosidad
estructural se podrian plantear en este caso: los valores menores de centroid size encontrados
en el rango cromosomico 34-37 se podrian deber a un crecimiento mas tardio de estos
individuos o bien a un sesgo de la muestra. Como en el caso anterior las frecuencias de
individuos de clases de edad 3-6, atendiendo al desgaste dentario, son similares en todos

los grupos.

La busqueda bibliografica ha permitido encontrar sélo un trabajo en el que se analizan
diferencias en tamano entre razas cromosémicas de M. domesticus mediante morfometria
geométrica (Corti & Rohlf, 2001). En dicho estudio, realizado sobre poblaciones de los Alpes
Réticos, no se encontraron diferencias de centroid size entre las clases de edad que se
definen, pero si entre los adultos de poblaciones cromosdmicas diversas: el tamano de
craneo fue mayor en los animales estandar que en las razas con reduccion del ndmero
diploide (2n=22 y 2n=26). Estos resultados son poco comparables con los expuestos en el
presente capitulo para los animales adultos puesto que, en el area aqui estudiada, no se ha

encontrado ninguna raza cromosomica a excepcion de la estandar.

En el estudio de la forma, se encontraron diferencias entre grupos de heterocigosidad
estructural y rango cromosémico. El analisis de los relative warps no permitié determinar la
existencia de una variacion morfolégica respecto a ninguno de los dos factores mencionados.
Un estudio mas detallado mediante analisis de variables candnicas (AVC) sobre la matriz

conjunta de las puntuaciones de los partial warps y las componentes uniformes mostro la
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existencia de un patron general en el cambio de forma relacionado con la heterocigosidad
estructural y el numero cromosémico. Si bien la mayoria de las distancias de Mahalanobis
fueron altamente significativas, estas distancias proceden de un tipo de analisis que aumenta
la variabilidad entre grupos (AVC), por lo que no se puede hablar de grandes diferencias
morfoldgicas entre los grupos analizados. Esto es l6gico si pensamos que se esta analizando
la variabilidad morfoldgica entre grupos de animales pertenecientes a la misma especie, en
los que las diferencias existentes son a nivel de estructura cromosdmica, y entre los que no

se ha encontrado un aislamiento reproductivo completo (véase capitulos 2 y 3).

Resulté dificil separar los efectos de la heterocigosidad cromosdmica del numero diploide,
puesto que son factores correlacionados debido a la propia estructura de la zona de
polimorfismo Robertsoniana aqui estudiada. La discriminacion significativa obtenida mediante
el AVC para los grupos de heterocigosidad estructural y numero cromosémico, asi como
unas distancias de Mahalanobis altamente significativas en la mayoria de las comparaciones
entre grupos en cada una de las dos clasificaciones, sugiere que parte de la diferenciacion
morfoldgica encontrada se debe a una combinaciéon de ambos factores. En todas las
estructuras 6seas analizadas se obtuvo una mejor discriminacion y un porcentaje mayor de
casos bien clasificados entre los grupos establecidos segun el numero cromosémico que
entre los definidos en funcidn de heterocigosidad estructural, de lo que se desprende que la
reduccion en el 2n resulta ser un factor mas determinante en la variacion morfolégica que la

heterocigosidad estructural.

Los cambios morfoldgicos de tipo no uniforme describieron la mayor parte de la variacién
fenotipica entre grupos, sugiriendo que las subunidades funcionales que componen cada
estructura estudiada (normas dorsal y ventral del craneo, lingual de la mandibula y dorsal de
la escapula) han evolucionado de forma diversa. Esto es debido a que las fuerzas evolutivas
que actuan sobre estas estructuras pueden diferir dependiendo del papel que juegan en las
funciones auditivas, alimenticias, respiratorias y olfatorias, en el caso del craneo y de la
mandibula, o en la locomocidn en el caso de la escapula. Es esperable que las variaciones
morfoldgicas entre las normas dorsal y ventral del craneo, asi como entre la norma ventral

del craneo y la mandibula estén correlacionadas puesto que la forma global del craneo
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depende del desarrollo coordinado de diferentes elementos 6seos, dentarios y cartilaginosos,
y del desarrollo de los tejidos blandos (Richtsmeier et al, 2002). En general se obtuvo una
correlacion elevada entre las estructuras craneanas analizadas mediante el andlisis de PLS.
Sin embargo, estudiando los graficos de ordenacion para los dos primeros vectores latentes
derivados de este analisis, se observo que para algunos grupos, sobre todo el 40H, la forma
de la vision ventral del craneo no fue la que se esperaria segun la forma apreciada en la
norma dorsal del craneo. Lo mismo sucedid, aunque en menor grado, entre la norma ventral
del craneo y la mandibula de los animales estandar (figuras 4.20 y 4.21). Estas observaciones,
junto con las extraidas de las matrices de distancias de Mahalanobis entre grupos para cada
estructura (tablas 4.5, 4.7, 4.9-4.14), donde se pudo apreciar que los valores mas altos de
divergencia se obtuvieron para la norma ventral del craneo y la mandibula, mostraron que la
tasa de cambio entre los diversos componentes esqueléticos varia. La diferenciacion
morfolégica entre los grupos cromosomicos tampoco fue igual para todas las estructuras
estudiadas (figuras 4.20 y 4.21, tablas 4.5, 4.7, 4.9-4.14). Mientras que en la norma ventral
del craneoy en la mandibula las mayores distancias se obtuvieron entre los animales estandar
y el resto de grupos cromosomicos, para la norma dorsal del craneo y la escapula fue el
grupo 40H el que mas divergio del resto. Estas variaciones morfolégicas no correlacionadas
entre las estructuras estudiadas son debidas a los cambios de origen no uniforme que

pueden modificar la integracién morfoldgica (Corti & Rohlf, 2001).

En el estudio de las distancias fenéticas entre grupos, en general se obtuvo una mayor
bondad de ajuste mediante el analisis NMDS que mediante UPGMA, con lo que cabe esperar
que las relaciones entre los grupos obtenidas a partir del andlisis NMDS estén menos
ditorsionadas respecto a las distancias originales. Es por ello que en caso de discrepancia
de resultados entre los dos métodos cabe dar mayor relevancia a las relaciones entre grupos
obtenidas mediante el método no jerarquico de ordenacion. En estos analisis, la diferenciacién
clara de los animales 40ST, respecto al resto de grupos con polimorfismo Robertsoniano,
encontrada en la norma ventral del craneo y en la vision lingual de la mandibula, sugiere un
aislamiento genético de estos animales respecto al resto de las poblaciones Robertsonianas,
incluso de las formadas por animales 40H. La fertilidad reducida o la baja eficacia biologica

de los heterocigotos en las zonas hibridas cromosdmicas han sido consideradas una barrera
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importante al flujo genético entre poblaciones bien diferenciadas cromosémicamente (Searle,
1993; Hauffe & Searle, 1998). La zona de estudio, aunque no puede considerarse
estrictamente como una zona hibrida, puesto que no ha sido encontrada ninguna raza
cromosomica, presenta una estructura similar a una zona hibrida escalonada (véase capitulo
2). Los estudios de fertilidad realizados en machos (capitulo 3) muestran una reduccién de
fertilidad en los animales pertenecientes a poblaciones Robertsonianas, o que puede ser un
indicador de una barrera de flujo genético entre estos animales y las poblaciones estandar.
Este hecho, conjuntamente con la reduccion en recombinacién derivada de la presencia de
fusiones Robertsonianas (Davisson & Akeson, 1993), podria ser el responsable de la
diferenciacién morfolégica de los animales 40ST respecto el resto. La divergencia fenética
de los animales 40H, en este caso no producida por una reducciéon en el numero
cromosémico, podria estar indicando una diferenciacion por aislamiento local, o bien una
procedencia diferente de estos animales. Los animales 40H podrian derivar de apareamientos
entre animales heterocigotos proximos a la zona de la raza estandar, con un 2n=37-39, o
bien proceder de cruces entre estos heterocigotos y animales 40ST. El hecho de que los
ratones sean animales de baja vagilidad y que las distancias de Mahalanobis sean mayores
entre 40H y 40ST que entre 40H y 38-39 abogan por la primera hipétesis. Los resultados
obtenidos apoyan la clasificacion realizada, separando los animales de 40 cromosomas en
dos grupos, 40ST y 40H. Aun habiéndose encontrado distancias estadisticamente
significativas entre los grupos con un 2n menor a 40, tanto en la clasificacion realizada en
funcion de la heterocigosidad estructural y el numero cromosémico, éstas no son muy

grandes.

Los resultados obtenidos sobre la variabilidad de caracteres morfologicos no métricos de la
zona de polimorfismo Robertsoniano Barcelona (Munoz-Muhoz et al., 2003) fueron
concordantes con los obtenidos en el presente capitulo. Concretamente, en dicho estudio,
se analizaron las relaciones fenéticas, entre diversos grupos cromosomicos, a partir de
medidas de divergencia basadas en caracteres epigenéticos (MMDs). Para ello los autores
utilizaron el método de agrupacion jerarquico UPGMA. El andlisis de las relaciones fenéticas
se realizo, al igual que en el presente capitulo, atendiendo a dos clasificaciones, la

heterocigosidad estructural y el numero cromosémico, aunque el criterio de agrupacion
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divergio ligeramente. En ambas clasificaciones no se separaron los animales 40H de los
408ST, pero debido a que solo tres de los 30 animales con 2n=40 correspondieron a los
clasificados aqui como 40H, se puede considerar la agrupacion establecida como
representante del cariotipo estandar (40ST). A su vez, en dicho estudio se separaron los
animales con 2n=28 homocigotos para las fusiones Rb(3.8), Rb(4.14), Rb(5.15), Rb(6.10),
Rb(9.11) y Rb(12.12), del resto de homocigotos con un 2n<40. Estos ejemplares con 2n=28,
denominados HHI, fueron considerados como los mas cercanos a la hipotética “raza
Barcelona” [homocigotos de 26 cromosomas para las fusiones Rb(3.8), Rb(4.14), Rb(5.15),
Rb(6.10), Rb(7.17), Rb(9.11) y Rb(12.12), véase capitulo 2]. En la investigacion presentada
en este capitulo el numero de animales homocigotos con 2n=28 fue pequefo (visiones dorsal
y ventral de craneo y perfil lingual de la mandibula: n=6; visién dorsal de la escapula: n=4),
por lo que no se analizé como un grupo diferenciado, sino que se agruparon con el resto de
homocigotos con 2n<40, en el analisis para la heterocigosidad estructural, y con los individuos
de 2n=28-31, en el estudio por rango cromosémico. Mufioz-Mufioz et al. (2003) encontraron
las mayores diferencias, en la incidencia de caracteres no métricos, entre los animales
estandar y el resto de grupos que presentaron fusiones Robertsonianas. Dentro de los
animales con un 2n<40 cromosomas, los ejemplares HHI fueron los que mas divergieron
del resto seguidos por los heterocigotos para mas de tres fusiones. Puesto que la bondad
de ajuste obtenida para el analisis UPGMA realizado por estos autores fue “pobre”, en el
presente capitulo se volvieron a analizar estas distancias fenéticas utilizando el método
NMDS. Con este tipo de andlisis, la separacién de los animales HHI respecto al resto de
grupos con un 2n<40 sélo se observé en el analisis para el numero diploide. Pero tanto para
la heterocigosidad estructural como para el numero cromosoémico, el NMDS mostré que el
grupo mas diferenciado fue el formado por animales estandar. El hecho de que bajo dos
criterios de clasificacion diferentes el grupo HHI muestre diversos patrones de divergencia
puede deberse al bajo numero de individuos que lo componen (n=7). Es por ello que pensamos
que la diferenciacién encontrada para este grupo no deberia ser tomada en cuenta y que los
resultados que se derivan de la investigacion de Mufioz-Munoz et al. (2003) deberian centrarse
unicamente en la separacién encontrada entre los animales estandar y los de un 2n<40
cromosomas. Cabe mencionar que en el analisis realizado sobre caracteres no métricos

de Mufoz-Mufioz et al. (2003), para obtener las distancias fenéticas se reunen los resultados
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obtenidos en las visiones dorsal y ventral del craneo con los de la mandibula, y como ya se
ha comentado previamente estas estructuras pueden evolucionar de forma diversa (Corti &
Rohlf, 2001). Asi, cabe esperar que los resultados obtenidos en Muioz-Muhoz et al. (2003)
coincidan con los expuestos en el presente capitulo sélo en aquellos puntos en que todos
los grupos se comportan igual en todas las estructuras analizadas, en este caso la separacion
de los animales de 40 cromosomas del resto. Estos resultados junto con los obtenidos en el
presente capitulo sugieren que la principal diferenciacion morfolégica se da entre los animales
de 40 cromosomas y los de un 2n<40. Asimismo, se muestra que la utilizacion de métodos
de ordenacion como NMDS, en andlisis de relaciones morfolégicas en los que no esta
determinada una estructura jerarquica de los grupos que se estudian, es mas apropiada

qgue los métodos de conglomerados como UPGMA.

Los resultados obtenidos en el presente capitulo concuerdan con los referidos por otros
autores en estudios realizados en otros sistemas Robertsonianos de Mus domesticus. La
mayoria de investigaciones muestran la existencia de una relacion entre el cambio morfolégico
y la reduccion evolutiva del numero cromosémico. Thorpe et al. (1982) encuentran este
patron en la escapula y la mandibula, con técnicas de morfometria multivariante, en tres
poblaciones de los Alpes con numeros diploides de 22, 24 y 26. Posteriormente, Corti &
Rolfh (2001) hallan un patrén similar entre las mismas localidades utilizando técnicas de
geometria morfométrica. Estos trabajos no contemplan ejemplares hibridos en los analisis.
Por el contrario, Corti & Thorpe (1989) si que los incluyen en su estudio sobre poblaciones
procedentes del centro de ltalia, en el que encuentran diferenciacién morfolégica entre las
razas de 2n=22 y 2n=40, pero las atribuyen a una divergencia geografica, aunque no descartan
completamente una causa filogenética. Estos resultados fueron posteriormente comparados
con los obtenidos en una zona hibrida descrita en Tunez entre animales de 2n=22 y 2n=40
(Said et al., 1999) donde se encontrd una clara diferenciacion fenotipica debida a la divergencia
cromosoémica y al aislamiento reproductivo. El estudio de Hauffe et al. (2002), también sobre
razas Robertsonianas de los Alpes, y en el que se incluyen hibridos, no mostré diferencias
entre los animales estandar y los hibridos con un numero cromosémico préximo a 40, pero
si entre los animales de 40 e hibridos entre razas de 24 y 26 cromosomas. También se ha

encontrado relacion entre el cambio de forma y la presencia de fusiones Robertsonianas en
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una zona hibrida entre M. musculus y M. domesticus (Nance et al., 1990; Auffray et al.,

1996; Fel-Clair et al., 1996).

Segun lo expuesto, los diferentes estudios realizados en zonas hibridas cromosémicas
muestran resultados diversos y poco coincidentes entre las diferentes areas, aunque todo
apunta a que los principales factores que intervienen en la diferenciacion morfolégica entre
poblaciones Robertsonianas son dos: la reduccion cromosomicay el aislamiento geogréfico.
Resulta dificil establecer un patron comun de evolucidon para todas las zonas hibridas
Robertsonianas de Mus domesticus puesto que los factores historicos, ecoldgicos y
antropogénicos difieren de un lugar a otro y estan muy ligados a la evolucién de las

poblaciones.

No existe interpretacién para los cambios de forma fuera de la observacién de una
congruencia general con la divergencia cromosémica. Por ejemplo, a partir de los resultados
derivados del analisis de la zona de polimorfismo Robertsoniano de Barcelona se podria
describir que los animales 40ST presentaron mayor amplitud zigomatica, un proceso
coronoide mayor y un proceso articular mas estrecho. Pero la interpretacion funcional de
estos patrones de alometria evolutiva es dificil en el contexto de los procesos microevolutivos
que se pueden estar dando en esta zona de polimorfismo Robertsoniano (Klingenberg, 1996).
Estos patrones aparecen muy probablemente como subproductos de las divergencias

genéticas derivadas de la aparicion de fusiones cromosdémicas.

Los resultados aqui obtenidos muestran un efecto del numero diploide y de la heterocigosidad
estructural en la reduccion del flujo genético. Esta reduccion del flujo genético se pone de
manifiesto, especialmente, entre las poblaciones estandary las que presentan polimorfismo
Robertsoniano. Las poblaciones con un 2n comprendido entre 38 y 40 (40H) actuan como
una barrera a la introgresion. Estos resultados estan en concordancia con los obtenidos en
los estudios de reproduccion (véase capitulo 3), en los que se detecté una disminucion en la

produccion de espermatocitos en los animales con fusiones Robertsonianas.
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