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SISTEMES DE REPRODUCCIO

5.2.4.2. MECANISMES D’AILLAMENT REPRODUCTIU

Pel que fa a I'existéncia d’hibrids, I'Gnica estimacié global que hem trobat a la
bibliografia consultada, la va reportar KNOBLOCH (1972) amb la xifra de 23.675 hibrids dins
les angiospermes i 620 en pteriddfits, encara que cal teair present que molts d’aquests eren
obtinguts de manera artificial (STACE. 1989). A la natura, la freqiiéncia d hibrids és més
baixa, tot i que hi ha zones floristica.ment molt riques que encara han estat poc estudiades
(com ara els tropics). No obstant aix0, |"hibridaci6 no és un fenomen rar o0 anormal en el mén
vegetal i el seu potencial sembla gran, encara que repartit de manera desigual en els diversos
grups de plantes. Tot i aixi, a la natura hi ha diversos mecanismes o barreres que
n’impedeixen la formacié. Els hibrids intergenérics sén meolt menys freqilents i, a escala
mundial, s’estimen en uns 2.930 (STACE, loc. cit).

Aquestes barrcies o mecanismes d'aillame - “meten que els tixons mantinguin la
seva identitat com a espécies, tot 1 que sovint és dificil delimitar aquestes entitats de manera
objectiva. Les barreres poden ser de diversos tipus. tal com va descriure STACE (loc. cit ):
genéuiques, geografiques, ecologiques. fenologiques. etologiques (diferent comportament dels
vectors pol.linitzadors), mecaniques. del comportament reproductor (predomini de |’ autogamia
o reproduccié vegetativa), aillament gametofitic (el pollen arriba a |'esigma perd no
germina). aillament gameétic (el pol.len germina perd no té lloc la fecundacid), granes
incompatibles (el zigot no es desenvolupa). inviabilitat o esterlitat dels hibrids. entre d"altres.

Les questions del possible origen hibnd d’algunes espécies de Delphineae ja es
plantejaven des de 1'época de Linné. Aquest autor (LINNE. 1733) creia que D hybridum L.
(avui D. cuneatum Stev. ex DC.) era un hibnd entre D elarum x A napellus (cf. CHOWDURI
et al.. 1958). Actuaiment no es té noticia de cap hibnd intergenéric dins d'aquesta tribu. Ell.
com altres botanics. tenien certa tendéncia a resoldre qilestions taxonomiques dificils atorgant
possibles origens hibrids, ja que sovint |'apanicié d'hibrids desdibuixen els limits entre els
taxons. De fet. son relativament poques les espécies a les quals se’ls h= reconegut un possible
origen hibnid: D. gypsophylum Ewan (LEWIS & EPLING, 1959). D beiladona Hort. ex Bergm.
(LAWRLNCE. 1936; GAGE. 1953), D ruysii Hort. ex Ruys (LAWRENCE. loc cit) i D kotulae
Pawl. (JANKUN, 1970). que podrien ser exemples d’hibrids poc discutits. Cap d’ells. pero,
pertany a I’area on s’emmarca aquesta meména. D altra banda. les formes hibrides 1 vanetais
de cultiu deriven de poques espécies com poden ser: D grandiflorum. D. elatum. D. 1atsiense
Franch., D cardinale \ D. nudicaule (GAGE. loc cir. BASSET. 1990). Aquest fet pot ser
ocasionat perqué aquestes espécies han funcionat prou bé i gaudeix.>n d una relativa plasticitat.
mentre que les altres. 0 bé no s’han provat o bé s hibriden pitjor.

Les dades dels encreuaments interespecifics dels taxons assajats (cf. figura 5.7.15.8))
indiquen que la hibridacié en les Delphineae de 12 Mediterrania occidental funciona forga bé
entre les espécies filogenéucauient properes, fins i 1ot entre taxons que presenten nombres
crcmosdmics diferents (cf. capitol 6). Per tant. una conseqgiiéncia important d’aquests resultats
és que les barreres genétiques tenen un paper poc important en |'aillament reproductiu. En
aquest sentit, LEWIS & EPLING (1946, 1959) reporten gue la fertilitat interespecifica és forca
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elevada en Delphinium i que pot ser la responsable de la creacié de nous taxons a la natura.
WARNOCK (1981, 1989) i WASER et al. (1987) opinen que la hibridaci6é en Delphineae té lloc
entre individus genéticament molt similars. Er. la nostra recerca, les hibridacions experimentals
entre tixons més allunvats (a partir de nivell de subgénere) practicament no produeixen
granes. També sembla bastant clar que les barreres genétiques sén més fortes en el génere
Consolida que en D~lphinium, encara que en aquest primer génere hem assajat pocs tixons
i filogenéticament sén més allunyats.

Série Fis;a

Els encreuaments interespecifics entre D. bolosii i les dues subespécies de D. fissum,
tot i posseir nombres cromosdmics diferents, produeixen un percentatge de granes
desenvolupades forga alts, cosa que denota un alt grau de parentiu entre ambdues espécies (cf.
taula 5.31.). No observem cap tendéncia a encreuar-se millor amb una o 1’altra subespécie.

Taula 5.31. ENCREUAMENTS INTERPOBLACIONALS 1 INTERESPECIFICS
ENTRE D BOLOSII 1 D. FISSUM.

31 9—  BOLI BOL2 FISI FIS2 FIS3 FIS4
BOL! 62.99 73.84 56.30 4745 61,77 4843
BOL2 60.70 70.90 $7.28 4639 4317 42,73
FIS| 57.64 63.69 .73 5931 52.17 68.97
FIS2 45.02 57.87 61.93 70.75 58.51 64.89
FIS3 58.65 51,01 43.72 $6.96 72.09 4523
FIS4 63.77 55.05 4529 56.19 58.10 62.84
—

(Percentatge de granes desenvolupades produides en cada cas).

Els hibrids entre D. bolosii 1 D. fissum mostren unes taxes de germinacio (c¢f. taula
5.30.) molt baixes que segueixen la tonica del grup (cf. capitol 3). Els costa molt de germinar
i, curiosament, han germinat millor alguns hibrids que les granes produides en els diversos
tractaments dels sistemes reproductius dins la mateixa espécie. Aquest fet referma la idea de
la gran proximitat entre aquestes espécies, tot i que presenten nombres cromosomics diferents
(2n=18 i 2n=16, respectivament). Han germinat millor els hibrids entre D. bolosii i D. fissum
subsp. fissum que no D. bolosii amb la subespécie sordidum. En les poblacions naturals,
I"aillament és fonamenta!ment geografic, cosa que probablement és un dels causants de la
diferenciacié de D. bolosii, a part del nombre cromosomic. A nivell isoenzimatic tampoc hi
ha diferéncies notables (cf. capitol 7).
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Série Pentagyna

Aquest grup de perennes presenta taxes molt elevades d’encreuament intzrespecific
amb espécies filogenéticament properes, produint moltes granes viables. Es remarcable la
baixa existéncia de barreres genétiques entre les espécies i, en canvi, si que posseeixen
barreres d’autoincompatibilitat molt marcades. En altres paraules, accepten millor el pol.len
d’espécies afins que el seu propi pol.len. S hibriden forga bé amb espécies properes, fins i tot
a nivell de série amb D. bolosii 0 D. fissum (tot i que poden presentar nombres cromosdmics
diferents). En canvi, practicament no s’encreuen amb les espécies anuals.

D. emarginatum 733 D. emarginatum

subsp. emarginatum (_.__..’ subsp. nevadense
73,08

0.68 \&.‘, . 63 y
66.15 7.8 63.2

D. pictum

D. syhvaticum
D. fissum U

70.56 3787 [1en2

D. bolosii

Figura 5.11. Encreuaments interespecifics en la série Pentagyna.

Les espécies d’aquesta séric mostren uns alts percentatges de germinacié tant dels
hibrids com d’alguns encreuaments assajats (c/. taules 529. i 5.30.). tot 1 ser espécies
perennes. Aquests resultats reflecteixen un alt grau de viabilitat dels hibrids, algurs dels quals
han arnbat a florir ¢l primer any. Aquesta dada corrobora que l'existéncia de barreres
genétiques interespecifiques en aquest grup és molt petita.

A la natura, I'aillament també sera basicament de tipus geografic, encara que algunes
espécies poden tenir localitats properes. Per exemple, entre D. emarginatum subsp.
emarginatum var. africanum i D. sylvaticum a Tunisia hi ha cert encavalcament de les seves
arees de distribucio, perod hi ha aillament ecologic (D. emarginatum esta a ia maquia sobre
calcanies, mentre que D. sylvaticum creix en suredes acidofiles montanes relativament
humides) i fenoldgic (quan D. emarginatum esta en flor, D. sylvaticum esta en poncelles no
obertes, observacions que també hem detectat en condicions d hivernacle (cf. apartat 3.5.)).
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E! fet que siguin més ramificades, adaptades a un clima més mediterrani i mostrin un patré
de comportament reproductiu més semblant a les anuals del subgénere Delphinium, fa pensar
que s’han adaptat millor a les condicions ambientals mediterrdnies que no pas les plantes de
la série Fissa, d’origen estépic. Aquests alts percentatges de germinaci6 també anirien en la
mateixa linia.

Subgénere Staphisagria

El punt de partida era el coneixement dels resultats d’hibridacié entre D. picrum i D.
staphisagria a |'Institut Botanic de Barcelona (ALiAS & BLANCHE, inéd.). Tot i el nombre
cromosdmic diferent de D. staphisagria (2n=18) (cf. capitol 6), s’encreua interespecificament
amb D. pictum (2n=16). La produccié de granes és més alta quan D. staphisagria és la
receptora del pol.len, cosa que referma la idea que la transmissi6 de 1'aneuploidia és millor
per gametes femenins. Aquest fet va en la mateixa linia que I'obtencié de millors resultats en
els encreuaments interpoblacionals dins d’aquesta espécie, com si requeris una aportacié de
variaci6 genética externa. En la poblacid de D. picrum en qué la pol.linitzacié encreuada
interpoblacional és més alta (PIC1), també s’obté un millor resuitat en hibridar amb D.
staphisagria (cf taules 5.16. 1 5.17.), cosa que ddéna suport a la idea de certa depressié
genéticz en la poblacié PIC2.

Aquestes dades també demostren que cal algun tipus de barreres per la proximitat o
coexisténcia entre aquestes dues espécies en habitats molt propers. Aquestes barreres semblzen
fonamentalment fenologiques. A leras, REQUIEN (in linr. a Candolle, BLANCHE, 1991} reporta
I'existéncia d'un mes de diferéncia en la floracié de D. staphisagria respecte a D. picrum
subsp. requieni. 1.a mateixa diferéncia ha estat reportada a Mallorca, a la localitat de Sa
Calobra (BLANCHE, loc. cit.).

La wiabilitat de les granes hibrides entre D. pictum i D. staphisagria ha estat molt
baixa comparativament a les taxes de germinaci6 de les espécies parentals provinents de les
poblacions naturals (cf. capitol 3). En aquest cas, les anomalies cromosdmiques podrien ser
les responsables d’aquesta baixa germinabilitat.

Subgénere Delphinium

Tots els encreuaments interespecifics que hem assajat dins d’aquest grup han donat una
produccié de granes molt alta (60-75 %), que ens indueix a pensar en una gran proximitat
genética entre tots aquests taxons, mentre que |'encreuament amb altres subgéneres no han
prosperat. Tot i aix0, cal destacar que presenta més afinitat pel subgénere Staphisagria (arriba
a produir alguna grana desenvolupada, en els dos sentitsj, que amb els taxons perennes. La
gran similitud de cariotips (¢/. capito! 6), que també es reflecteix en una gran semblanga
morfologica (BLANCHE ef al., 1990; BLANCHE, 1990, 1991) podria explicar aquestz elevada
capacitat d’encreaament. A la natura, les barreres sén majoritiriament de tipus geografic o
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fenologic (cf. taula 5.32.). En D. verdunense t¢ lioc un comportament semblant al de la série
Pentagyna. és a dir, es produeix una major autoincompatibilitat que no pas una
incompatibilitat interespecifica.

L’ abséncia de tarreres gené**~s incrementa la probabilitat de flux génic entre
espécies simpatriques 0 que se situen en arees continues. La preséncia de formes intermedies
és facilment predible d’acord amb el model &’ especiacié clinal peripatrica (WHITE, 1978) com
té lioc en el grup D. verdunense-D. gracile a la peni.isula Ibérica (BLANCHE, 1991). En el
grup de D. macropetalum-D. obcordatum es produeix un model semblant. Hem detectat
nombroses formes intermédies tant al camp, com en material d herbari.

D. pictum D. boh::i i

5 046 0110 ”733 D. gracile
0.74 -

D. mn‘mnse
6827 236 68.26
/7’- a8 65 7

D. cossonianum « D. favargeri

62, Sx 6439 75.43 708
D. balansae

D. obcordatum

Figura 5.12. Encreuaments interespecifics en el subgénere Delphinium.

Consolida

Les barreres d’aillament genétic semblen més fortes en aquest génere que en
Delphinium. tot 1 que les espécies més properes, és a dir, les que pertanyen 2 la mateixa seccié
(C. pubescens 1 C. mauritanica) s’encreuen millor entre elles. que entre seccions diferents
(aquestes amb C. agjacis). HONG DE-YUAN (1986) va obtenir granes viables hibridant dues
subespécies de C. regalis i va obtenir granes que no li van germinar encreuant Aconitella
stenocarpa t A. scleroclada. Cal remarcar, perd, que aquestes darreres presenten nornhres
cromosomics diferents (2n=16 i1 2n=18). Per tant. les barreres entre nombres diferents, tamrbeé
semblen més fortes que entre els disploides de Delphinium (D. fissum x D. bolosii o D. pictum
x D. staphisagria). en qué si han germinat algunes granes.

En aquest génere s’inverteix el patré de comportament respecte a la série Pentagync

o ¢l subgénere Delphinium, atés que existeixen més barreres d”incompatibilitat interespecifica
que d’autoincompatibilitat, tot i que el millor sistema és clarament 1'al.logamia. D’altres
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Consolida, com C. regalis, perd, han estat descrites com a autoincompatibles (MULLER, 1883;
SVENSSON & WRIGEN, 1986). Si li afegim les dades de HONG DE-YuAN (1986), aquests
resultats deinostren que hi ha models molt diferents en un mateix génere.

«———  C. pubescens

5,37 &

T
r

w < 7,69

C. ajacis

Figura 5.153. Encreuaments interespecifics en Consofida.

BARRERES | MECANISMES D ATLLAMENT EN DELPHINEAE A LA MEDITERRANIA OCCIDENTAL

Pel yue hem vist fins ara, les barreres genetiques entre taxons filogenéticamer:t propers
dins d’aquest grup son bastant febles. Per tant. les barreres probablement sén d'una altra
mena.

Els tipus de mecanismes d’aillaments reproductiu més freqlient en els taxons estudiats
sOn basicament geografics. En algunes espécies simpatriques, hem detectat barreres de tipus
fenologic, perd no sempre son completes. La taula 5.32. recull exemples de dades sobre
Delphineae simpatriques, algunes de les quals presenten aillament fenologic. Son la
recopilacid d’observacions de les =spécies estudiades pel nostre equip. a més d’algunes que
reporta la bibliografia i d’altres realitzades per C. Blanché, J. Molero & G. de la Fuente
durant una campanya de recol. leccid de material a Turquia.

I."aillament ecologic és menys freglient perd també es déna (ur exemple sena D.
emarginatum i D. sylvaticum a Tunisia). En canvi, no té lioc un aillament de tipus reproductiu

(és a dir, plantes exclusivament autdgames o apomictiques).

D’altra barda, segons la bibliografia consultada, tampoc sembla que el comportament
dels insectes afavoreixi els encreuaments interespecifics en aquesta tribu. CLEMENTS & LONG
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(1923) van demostrar que els abellots eren capagos de distingir flors normals d’alterades en
morfologia, color o olor. WASER & PRICE (1981, 1983, 1985b) també van detectar que els
abellots eren capagos de discernir entre individus normals i albins. En aquest sentit, I’abséncia
d’hibridacié entre tres espécies americanes simpétriques de Delphinium: D. hesperium: Gray,
D. parryi Gray i D. variegatum Torr. et Gray, reproductivamen: compatibles (EPLING, 1947),
va suggerir a GRANT (1949) la possibilitat de cert afllament etoldgic a flors adaptades a la
pol.lizitzaci6 per Bombus. No cbstant aixo, en les nostres espécies, sobretot en Aconitum, vam
observar que el mateix abellot podia visitar consecutivament flors d’esnécies diferents (amb
colots diferents) (¢f capitol 4). A la vall d’Eina, on conviuen simpétricament tres espécies
d’aconit, no hem detectat I’existéncia d’hibrids, probablement perqueé les barreres genétiques
son pron fortes. Tot i aix0, si que vam detectar un presumpte hibrid entre 4. napellus 1 A.
lvcocronum a la Vall de Llosas (Osca). que presentava caracteristiques morfologiques
intermeédies. S'haurien de dur a terme més estudis (citogenética, 1soenzims, etc.) per tal de
verificar la seva existéncia real. Dins d’aquest g :nere, perd, no és rara |’existénc:a d'hibrids
naturals (KARTASHOVA & MALAFYHOVA, 17/3; KRZAKOWA & SZWEYKOWSKI, 1976;
ZIELINSKY, 1982a. 1982b).

Taula 5.32. EXEMPLES D’ESPECIES SIMPATRIQUES EN DELPHINEAE.

LOCALITAT. ALTITUD, DATA TAXONS (estadi fenobdgic) REFERENCIA

Hs: Osca. Vedat de Fraga, 300 m, 29/6/594 C pwbescens {frat) i D grocile (floe) observacic propia

He Licida. Rubad de Ban 29C m. 15795 D bolosn ifrart) 1 D verdumense (f0rs) observacid propia

Ga Pirineus onemrsts, vall d Eina, 1936 m, &/883 4 Ncoctormum (Nors) 4 anchora (ponceiics) observacio propra

Ma Feés. 300 m. 23/6/94 D cossoniamum (Bltimes flors, fruit) 1 O favargeri (floracrd)  observackt propta

Ma Kenifra 1 650 m, 217694 C mawraanica (floes) 1 D favarger: (poncelies | flors) observaciky propu

8t Mallorca. Sa Calobra, 100 m. tvad D ssapnisagric (flors i fruits) + D prenem (primeres flors) BLANCHE, 1990

Hs Salamanca. Las Honfrizs. ! 100 m. 7784 D fissum subsp serdidum (poncziks; i D gracike (flovs) BLANCHE, 1990

Ma Maiqueix. Tousma, 5/85 D pencgymoum (flors | fruity | D obcordarum {poncelies) BLANCHE 1990

An: Aoksra: Cobuk. 1.020 m, 26/89 Consolxda paniculaso (poncelles petites} i Campanys Turguiz
C. helflespontice {Boiss.) Chater (flors)

An: Malatva. Kacapioar, | 050 m, [4/6/39 Aconello sclerocioda (Boiss ) Sojik (poncelles) Campaty Turguis
C oftvermona (DC 3 Schrod (flors § fruits)

An. Adivaman, Goddasi. 986 m. i5/6/89 C aallificrs (DC ) Schrod i Campanys Turquia
U olrveriona (:dentica fenobogia. flors 1 frnnt)

An: Nigde, Pozanti cap a Camardi. | 35C m. 177689 C hellesponticc + C ~aveyt (Boiss) Schrod Campanyz Turquia
(idéntica fenologia. flors,

An Komva. pr Kizibdren. | 350 m. i8/6789 C. panicwlatu (poncelies 1 Nors;. & oremialis Gray Campanys Turguia

(flors i fruits). C hellesponnca {poncziies) 1 A stenocerpe
(Hossam & Davis) Sopak (poacelies)

A L N O R R S TR S B e R R T, SR
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6. ESTUDIS CITOGENETICS

6.1. INTRODUCCIG

El notabie creixement de dades sobre recomptes cromosomics apareguts en els darrers
trenta anys (¢f ORNDUFF, 1968, 1969a; FEDOROV, 1969, MOORE, 1970, :971, 1972, 1673.
1974, 1977, GOLDBLATT, 1681; MOORE, 1982; GOLDBLATT & JOHNSON, 1983, 1485, 1988,
1990, 1991) demostren que la citogenética ha assolit una gran transcendéncia, tot i que en la
majoria d ocasions s'ha tractat com una ciéncia auxiliar d’altres. Avui =n dia, és sobradament
conegut que la citogenética forneix una série de dades comparatives que permeten postular,
entre d'altres, moltes giestions de tipus filogenétic i evelutiu (LEWIS. 1957; STEBBINS, 1971;
RAVEN, 1975, MOORE, 1978; GRANT, 1981; STUESSY. 1990). El coneixement, doncs, dels
aspectes cariologics és important en diversos camps com ara la genética, la sistematica,
1'evolucio, 1 també en la biclogia de la reproduccié.

En aquest sentit, ia delimitaci6 de les espécies basada en la taxonomia classica i les
seves relacions ha estat verificada o posada en dubte per evidéncies citogenétiques com ara
el recompte cromosdmic, I’analisi del cariotip, el percentatge d’encreuaments, la viabilitat dels
hibrids i1 | apareliament de cromosomes meidtics (SINGH, 1993).

Potser la relacid més directa de la citogenética amb la biclogia de la reproducci6 i. més
concretament, amb ['estudi deis sistemes reproductius és, en gran part, !'estudi de la
morfologia cromosdmica, tant dels parentals cue intervenen en els encreuaments
interespecifics, com de la primera generacié filial. El nombre cromosdmic i el grau
d"homologia determinen el comportament de |’aparellament dels cromosomes en ia meiosi,
el qual en part regeix el nivell de fertilitat dels hibrids. I'heréncia del comportament
reproductiu i el model de variacié de les poblacions (STACE, 1989).

L’ encreuament de plantes, entés com a activitat de manipulacio de genotips, requereix
técniques i informacié que poden ser proporcionades per la citogenética (SYBENGA, 1993). La
informaci6 que proveeix aquesta ciéncia, que pot ser general 0 més especifica, s’obié a partir
del nombre i estructura dels cromosomes (cariotip) 1 del seu comportament durant les
divisions somatiques o generatives, tant del material de partida, com de I’intermedi o dels
productes resultants (SYBENGA, 1983).
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El nostre objectiu ha estat, fonamentalment, realitzar un estudi mitotic dels parentals
emprats per dur 2 terme les experiéncies dels sistemes reproductius. En un primer estadi,
aquesta recerca ens permefra assegurar Si els exemplars usats presenten o no anomalies
genétiques i, per tant, atribuir 2 altres causes la interpretacié de I’éxit o el fre~ds de la
viabilitat dels encreuaments. Es tracta, doncs, en aquesta primera fase, d’un estudi-.ontrol de
les poblacions que no havien estat préviament revisades des del punt de vista citogenétic.
Aquesta tasca, que pot semblar, en un primer moment, repetitiva, no ho ha estat gens, ja que
ens ha permés detectar anomalies cromosdmigues inddites en plantes presumptament
estudiades com ara D. staphisagria. Hem extrapolat els resultats a nivell poblacional 1 no els
hem efectuat de manera irdividual, d’una banda, perqué hauria portat massa temps (1o era
I'objectiu de la tesi) i, 2 més. altres investigacions fetes al nostre Laboratori han demostrat que
les diferéncies intrapoblacionals son minimes i sovint atribuibles a factors aleatoris no
controlables de la mateixa técnica emprada (BLANCHE ef al., 1987, 1990; MARGELI, 1995).

A part del recompte cromosdmic. també s’ha dut a terme una analisi detallada del
cariotip. amb el corresponent idiograma. Els resultats obtinguts han servit per intentar establir
possibles relacions entre la similitud cromosomica entre poblacions i/o espécies i 1'éxit dels
encreuaments interespecifics mesurat a partir de !a producci6 de granes desenvolupades (cf.
capitol §).

6.1.1. ESTAT DE CONEIXEMENTS CITOGENETICS PREVIS A LES DELPHINEAE

La tnbu Delphineae conté aproximadament unes 670 espeécies d"acord amb el criten
ampli reconegut per TAMURA (1995). No obstant aixd, segons les referéncies de la base de
dades del nostre equip. recull unes 830 espécies, de les quals. fins al moment actual, s'han
comptat unes 275, que representen un 33 % dels taxons (BLANCHE ef al., en premsa, a). La
trentena d’espécies que pertanyen a la nostra area d’estudi han estat comptades en alguna
ocasid, practicament en la seva totalitat. Les taules 6.1., 6.2. 1 6.3. ens mostren tots els
recomptes previs d’aguests taxons, agrupats per géneres, obtinguts a partir dels indexs
anteriorment citats.

Durant forga temps, la tribu havia estat considerada molt estable des del punt de vista
citogenétic, ja que practicament totes les espécies que havien estat sotmeses a un control
cariologic presentaven un nombre de base de x=8 (LANGLET, 1932; GREGORY, 1941; KURITA,
1955, 1956, 1957, 1958, 1965; AL-KELIDAR & RICHARDS, 1981; BLANCHE er al. 1987, 1990).
A partir dels anys 80 s han trobat escadusserament alguns nombres diferents (cf. taula 6.4.).
més freqlents en els géneres Consolida i Aconiteila que sdn presumptament més evolucionats
(TrRiFeNOVA, 1990). Del total de recomptes dins la tribu (MOLERU ef al., inéd.) (sense
comptar eis que es presenten en aquesta memona), un 58 % correspon a un nivell diploide
(2n=16), un 37 % al tetrapioide (2n=32) 1 un 2 % al hexaploide (2n=48); de les sspécies que
pertanyen a la zona estudiada, els diploides representen un 64 %, els triploides, un 5 % 1 els
tetraploides, un 30 %; no hi ha cap hexaploide i fins al moment d’aquesta memoria només
s’ha detectat un disploide amb 2n=18 (D. bolosii) (BLANCHE & MOLERO. 1983; BLANCHE,
1991).
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Taula 6.1. NOMBRES CROMOSOMICS PREVIAMENT CONEGUTS EN
ESPECIES D’ACONITUM DE LA MEDITERRANIA OCCIDENTAL.

Tixon 2n Autor { any
A. beoctonum 16 LANGLET (1927)
16 DARLINGTON (1932)
16 AFIFY (1933)
16 SCHAFER & LA COurR{ 34)
16 KURITA (1955)
16 TSCHERMARK-WOESS (1956)
MEUSEL & al. (1965)
16 HESS er al. (1970)
16 LOVKA et cf. (1971)
MEHRA & RAMANANDAN (1972)
it SUSNIK er a/. (1972}
16 SusNIK & LOVKA (1973)
16 KOPFER (1974)
16 LOVE & KIFLLQUIST (1974)
16 HINDAKOVA (1976)
16 MICIETA (1981)
16 SOPOVA & SEKOVSKY (1982)
16 PUIG (1987)
16 GaLLanp (1988)
24 Driay (1947)
A anthora 32 LEWITSKY (193 1)
32 LANGLET (1932)
32 SCHAFER & LA COUR (1934)
32 SEITZ er af (1972)
32 SUSNIK & LOVKA (1973)
32 KUPFER (1974)
32 MURIN (1978)
32 Dikz et ol (1984;
32 PuiG (1987)
A. napelius 24 OVERTON (1893}
24 OSTERWALDER (1898)
24 DARLINGTON (1932
32 LANGLET (1927)
32 DARLINGTON (1932)
32 SCHAFER & LA COUR (1934)
32 TISCHLER (1934)
32 GREGORY (1941)
32 TSCHERMARK-WOESS (1956)
2 COMTANDRIOPOULUS (19578, 1957h)
32 PG (1987

T S Y S A
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Taula 6.2. NOMBRES CROMOSOMICS PREVIAMENT CONEGUTS EN
ESPECIES DE DELPHINIUM DE. LA MEDITERKANIA OCCIDENTAL.

Taxon n 2n Autor i any
D elotum b1 KRASNIKOV & SCHAULO (1986)
32 30 en MOLERO &7 2. (inéd.)
. momonum 3z JANKUN (1973)
16 32 BLANCHE (1991)
D. dubium 2 JANKIN (1973}
D. fissum 16 TISCHLER (1927)
H WILDF (193 1)
16 SOPOVA & SEXOVSKY 1981}
16 ALTAMURA ¢ al. (1904)
i6 KOEVA-TODOROVSK A (1985)
2 HOCQUETTE (1922)
32 PROPACH (1 940)
D fissum subsp. sordidum 16 RICO et af. (1981])
8 % BLANCHE (1991)
D. bolosii 18 BLANCHE & MOLERO (1983}
¢ 18 BLANCHE (1991)
D peruagyrum 8 RuiZ DE CLAVUIO & UBERA (1982)
8 BLANCHE er af 11985}
16 QUERGS (1690. 1301
8 16 BLANCHE (1091)
D. emarginatvm subsp. m 16 OTTONELLO er of (1985
D emarginatum subsp. p 8 BLANCHE er af. (1985)
8 16 BLANCHE (1991)
O staphisagric 16 HOCQUETTE (1922)
16 LEWITSKY (1831)
16 GRFGORY (1941}
g MAIKE (1964}
$ 16 BiLANCHE (1991}
32 LANGLET (1%27)
2 GREGORY {1941}
16 MAIRE (1 964)
D pictum subsp. prerum ] GREGORY (1941)
16 CONTANDRIOPOULOS & CARDONA (1584)
16 VERLAQUE er af. (1991}
8 BLANCHE (1991)
D pictwm subsp. requien 16 KURITA {1957)
16 Ai-KELIDAR & RICKARDS (1681)
! CONTANDRIOPOULOS & CARDONA (1984)
16 VERLAQUE er af (1991}
D peregrinum 16 GREGORY (194 1)
16 DeMiRiZ (1980)
16 KOEVA-TODOROVSKA (1985)
D halieratum 16 CAMPC & ROMANO (1995}
D verdumense 8 TIERBES (1928}
16 LEwITSKY (1931)
8 MENRA & RAMANANDAN (1972)
16 AL-KELIDAR & FUCHARDS /1981)
8 BLANCHE 7 af (1985)
16 QUEIROS (1990)
8 1€ BLANCHE (1991)
D graxciic $ PASTOR & al. (1984)
8 GALLEGO & APARICIO (1990)
8 16 BLANCHE 11991)
D cossomianum 8 16 BLANCHE e al. (1990)
D balansae 16 QuEzEL (1957)
8 GALLAND (19990 in fint)
] 14 BLANCHE ¢ ol {1990)
D macropetaium 3 16 BLANCHE e7 al. (1990)
D. nonum 8 BLANCHE &1 af. (1985)
D. obcordanem 8 BLANCHE &1 al. (1990)
D m ] BLANCHE of al. SIM)
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Tauia 6.3. NOMBRES CROMOSOMICS PREVIAMENT CONEGUTS EN
ESPECIES DE CONSOLIDA DE LA MEDITERRANIA OCCIDENTAL.

Taxon D 2n Autor i any
C regolis 16 HOCQUETTE (1922)
16 LASGLET (1927)
16 TIEBBES (1927, 1928)
16 TISCHLER (1927, 1934)
16 LEWITSKY (1931)
16 GREGURY {1941)
i6 LOVE & LOVE (1942)
H KURITA (196%)
i6 BOLKHOVSKIEH ef al. {1969)
i6 SKALINSKA & POGAL (1971])
16 TRIFONOVA (1973)
16 HINDAKOVA (1974)
) DVORAK & DADAKOVA (1977)
16 POPOVA & CESCUMEDJEIV (1978)
16 DvoRrAK & GRruLL (1978)
16 LOON & SNELDERS (1979)
16 AL-KELIDAR & RICHARDS (1981)
15 SOPOVA & SEXKOVSKY (1981)
16 HONG DE-YUAN (1986}
16 ERTUGRUL & BEYAZOGLU (1989)
16 GIMENEZ (1995)
C mauritanicc 8 16 BLANCHE et al. (1987)
C. pubescens 8 16 BLANCHE erf al. (1987)
C gjacis H GUIGNARD (1889)
16 OSTERWALDER (1898)
16 LANGLET (1927)
i6 TIEBBES {1927, 1928)
16 GREGORY (1941)
16 KURITA {1955, 1557)
16 LEGRO {i961])
8 16 BASAK & JAIN(1963)
3 MAIRE (1664}
8 MEHRA & RAMANANDAN (1972)
16 Koui & GoviL (1973)
16 MaANDAL & BASU (1977)
8 SINGK & JAIN (1079)
16 LOON {1980)
8 SINGH (1982)
i6 SUBRAMANIAN (1985)
8 16 BLANCHE e of. (1987)
3 BIR e ai. (1987)
24 BONICKE (1911)
32 MAIRE (1964)
24 MANDAL & BASU (1978)
C orienalis 16 BECKMAN {1928)
16 GREGORY {1941)
8 MAIRE (1964)
16 BOLKHOVSKIKH e o/ (1969)
16 TRIFONGVA (1973)
16 KOEVA-TODOROVSKA & NENOVA (1977)
16 DeMIRIZ (1580)
16 AL-KELIDAR & RICHARDS (1981)
8 16 BLANCHE ei al. (1987)
16 ERTUGRUL & BEYAZOGLU (1989)
8 BALTISBERGER & CHARPIN (1989)
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Taula 6.4. NOMBRES DE BASE 1 CROMOSOMICS EN LES DELPYINEAE

(segons MOLERO ef ai., indd.).
Génere Nombre de base: x Dotacyd cromosdmica: 2n
Aconitum 8,9%,10% 13* 16,18% 24* 26*.30* 32,34” 40* 46*,48,52° 64°
Delphinium 89%.10° 16,18* 20° 24* 32 48°
Consolida 789 14*.16,i8%24*
Aconitella 6* 89" 12%,16,18*

* nombres poc fregbents

Les alteracions del nombre cromosdmic han seguit, dins el conjunt de la tribu, dues
vies diferents segons el caricter anual o perenne dels géneres. En els raxons perennes pren
molta importancia la poliploidia com a via de diversificacid, mentre que la disploidia ha jugat
un paper molt secundari. En els géneres o subgéneres anuals s’invertirien els papers, de
manera que la poliploidia és practicament nui.la, mertre que adguireix més importancia la
disploidia com a possible mecanisme d"especiacié (GIMENEZ, 1995). Dins la disploidia, també
s intueixen dues terdéncies que divergeixen lentament; mentre que en Aconitum: 1 Delphirium
la disploidia fins al moment actual ha esiat exclusivament ascendent, en Consolida i
Aconitella, en presenten tanta d’ascendeni com de descendent.

Pel que fa a la morfologia dels cromosomes, en generzl es tracta d'un grup de plantes
amb una considerable similitud de cariotips, que es caracteritzen per una gran asimetria, ia
majoria pertanyen a les classes 3B i1 3C d’Stebbins. E) cariotip model de les Delphineae esta
constituit per dues pasrelles de cromosomes llargs forca simétrics (metacéntrics o
submetacéntrics) 1 6 de progressivament més curts, molt més asimeétrics (acrocéntrics,
subacroceéntrics o telocéntrics) (LANGLET, 1932; GREGOPY, 1941; KURITA, 1955; STEBBINS,
1971; BLANCHE e; cl.. 1987; TRIFONOVA. 1990; BLANCHE er ul. 1987, 1990; BLANCHE, 1991;
etc.). Aguests cariotips, on es distingeixer ciarament dos tipus de cromosomes per la seva
mida, han estat anomenats bimodals (STEBBINS, 1971). La tendéncia evolutiva dins la tribu
apuntada per TRIFONOVA (1990) és el canvi de nombre cromesoniic, I'augment de 1a asimetria
del canotip i la reduccié de la seva mida.

6.2. MATERIAL I METODES
6.2.1. MATERIAL
El material vegetal emprat per fer els estudis citogenétics ha estat exclusivament

meristemes radiculars. Segons el cicle vital de la planta, s’han obtingut meristemes, bé a partir

de pléntules procedents de germinacié de granes en el cas de les espécies anuals (cf. capitol
3), bé d’individus trasplantats a testos, recollits en les seves poblacions naturals, en els taxons
perennes. Aquests individus, s’han transportat vius a I’hivernacie en torretes, procurant
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conservar el seu pa de terra onginal. Hem comprovat empiricament que I'estrés hidric (dos
o tres dies sense regar), afavoreix notablement Vincrement d’arrels joves, susceptibies de
presentar divisions mitotiques.

Aquests meristemes radiculars han servit per cercar mitosis somatiques que, si la
qualitat de les plaques obtingudes era i'adient, han permés dur a terme el recompte del
nombre cromosdmic i I'estudi detallat del cariotip.

S’han estudiat citogenéticament totes ies poblacions consignades a la taula 6.7. Les
Gniques espécies que no hem considerat perqué les seves poblacions ja han estat préviament
revisades s6n: A. lycoctonum, A. anthora i A. napellus (MOLERO er al., 1995), D. momanum
(BLANCHE, 1991).D. fissum subsp. sordidum (RICC es al., 1981; Br. ANCHE, 1991), D. gracile
(BLANCHE, 1991}, D. cossonianum (BLANCHE et al., 1990), D. balansae (BLANCHE ef ai.,
19903, . pubescens (BLANCHE er al., 1987).

6.2.2. METODOLOGIA
PRESA DE MOSTRA | ESCURCAMENT

Per prendre les arrels. es tomben els testos amb molta cura per no desmuntar
excessivament el pa de terra 1 malmetre la planta. Les puntes d’arrel cal que siguin ben joves
1 blanques per assegurar-nos que estiguin en crzixement i, conseqiientment, que hi hagi
divisions miotiques. Es recomanable abans d’iniciar els traciaments que les arrsls romanguin
submergides uns minuts en aigua dest.l.lada per eliminar les restes de terra que pugin portar.
Per tal d’evitar 2l maxim superposicions i recargoiaments entre els cromosomes (especialment
llargs en aquesta tribu) 1 facilitar, dins del possible, les tasques de recompte i confeccié del
cariotip, s’ha fet un pretractament amb un agent antimitdtic abans de la fixacid, amb la
finalitat d"escurgar-loz. Per a aquest efecte s’ha usat la 8-hidroxiquinoleina 0,002 M (Tiio &
LeEvaN, 1950) durant dues hores a 4°C. Per eliminar |'hidroxiquinoleina, es renten ies mostres
submergint-les en aigua destil.lada durant 5 minuts.

Fixacio
Es traspassa les radicules a vials que continguir el fixador. és a dir, la mescla etancl
absolut-acid aceétic glacial (3:1 V/V), anomenat reactiu de Farmer. Es manté en aouest liquid,

com a minim, durant un periode de 24 hores al refrigerador; en aquestes condicions. el
material es pot conservar durant forga temps.

ESTOVAMENT

La mateixa constitucié de |'arrel i els tractaments als quals ha estat sotmesa, sovint
fan que les mostres restin forga endurides i sigui menester un estovament, que tindra dues
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finalitats. D’una banda, facilita I’aixafement o squash i, de 1'altra, millora la penetracié del
colorant. Aguest estovament s'assoleix mitjancant una hidroiisi acida amb acid clorhidric IN,
a uwa temperatura de 60°C (en una placa calefactorz model 156 SELECTA), durant un
periode de 5 a § minuts. De nou, el precés s’atura submergint les mostres en aigua destil.ladz
durant uns 5 minuts.

Tincio

La tincié de les radicules es realitza mitjangant la immersioé en orceina acética al 2 %,
a temperatura ambiental. Es deixa en maceracié un periode de 24 hores (KAWANO, 1965} per
facilitar la penetraci6 del colorant, tot i que la seva accid és gairebé immediata.

PREPARACIO | MUNTATGE

Amb I’ajut d’un estereoscopi binocular ZEISS model DRC es fragmenten les radicules
i se selecciona la zona apical lleugerament per sota la cdfia, que s’eliminara, i abans de l2
zona de péls absorbents. Es munten en un medi d’acid acétic 45 %-glicerol (9:1), substancia
que ajudara a clarificar el citoplasma, ¢s tapa amb un < ~breobjectes i es procedeix a realitzar
I"aixafament. Si interessa conservar la preparacid, es segella amb DPX, procurant que no entri
aire. En aquestes condicions, es poden mantenir les preparacions sense perdre les seves
caracteristiques durant un periode d’un a dos mesos al refrigerador (4°C).

OBSERVACIO

Les observacions han cstat realitzades mitjangant un microscopi optic ZEISS, a 100
augments per rastrejar la preparacid, incrementant-ho fins a 1.000 a I"hora de seleccionar les
plagues i estudiar-les. Quan s’han trobat cinc plaqucs de bona qualitat. hem procedit a
dibuixar-ne la projeccié mitjangant un microscopi ZEISS model AXIOSCOP equipat amb una
camera clara a 2.500 augments, per poder prendre, posteriorment, les mesures pertinents. De
les millors plaques, se n’han pres fotografies a 1.000 augments. Scvint els cromosomes, es
disposen en diferents pians 1 resulta impossible enfocar-los tots aihora, cosa que dificuha
exiraordinariament 1'obtencié de bones fotografies: en aguests casos. s'ha pogut comptar i
dibuixar enfocant i d<senfocant amb el cargol micromeétric. Es conserven tots els dibuiros i
negatius al Laboratori de Botanica.

6.2.3. PARAMETRES I INDFXS MESURATS
Les dimensions dels cromosomes han servit de base per a |'elaboracié del cariotp,

seguint els consells de BENTZER efal. (1971), LOVE & LOVE (1975)i FAVARGER (1978). Com
és habitual en els treballs citogenétics, hem dibuixat 1'idiograma haploide 1 hi hem indicat la
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férmula cromosdmica corresponent, segons la terminologia de LEVAN et al. (1964). Les dades
que s’han reflectit en el cariotip han esiat les segtients: la mitjana i I'error estandard de les
longituds del brag llarg (L), del brag curt (C) i del totai (L + C) de cada parel! de
cromosomes homolegs, expressades en um. També s’inclou la longitud cremosdmica mitjana
del cariotip, aixi com la preséncia de satél.lits i d= constriccions securdaries.

Un altre parimetre que permet relacionar les dades obtingudes amb altres cariotips és
Pindex centromeéric (1C), definit per SHINDG & KAMEMOTO (1963}, que respon a la formula:

IC=100xC/(L+C(C)

Indica el percentatge de cromosoma que representa el brag curt en relacié a la seva

llargada total.

La relaci¢ entre la llargada del brag llarg i el brag curt de cada parell homoleg (R de
Levan), déna unz idea de la posicié del centromer LEVAN er al. (1964) estableixen unes
categories segons els vaiors que pren R, que correspon a un tipus de cromosoma, com
reflecteix la taula 6.5.

Tauls 6.5. CLASSIFICACIO DELS CROMOSOMES SEGONS LEVAN et al. (1964).

R Classe Posicié del centromer Tipus de cromosoma
R=10 M Punt medial Metacentric
10<R <17 m Regi6 medial Metacéntric
1L7<R<3.0 sm Regio submedial Submecacéntric
3J0<R <70 st Regi6 subterminal Subacroceéntric
7.0<R <300 t Regid terminal Acrocéntric
390<R<x> T Punt terminz! Telocéntric

El grau de simetria dels cromosomes 1 del conjunt del cariotip queda reflectit pels
seglents indexs:

a) Indexs de asimetria de BAzZicHELL) (19€7); indiquen el % de longitud que aporta
cada brag al canotip. Es calculen a pariir de les segiients formules:

%L=100(L/CL+C)
%C=100(C/EL+C)
b) index de asimetria d'STEBBINS (1971); estableix dotze classes a partir de la relacio

entre la longitud del cromosoma més gran i el més petit del cariotip i les fregiiéncies dels
quocients dels bracos (cf. taula 6.6.).
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Taula 6.6. CLASSES DE ASIMETRIA D’STEBBINS (1971).

I Relacio entre el cromosoma ' % de cromosomes amb R > 2:1 '
méslingielcm | 0 ‘_ 51 00

1A 2A 3A 4A

c) indexs de asimetria de Romero-Zarco: proposats per ROMERO (1986) son dos
parametres que mesuren:

A, =1-1Z(CL)]/n Vindex de asimetria intracromosdmica
A;=S/X I'index de asirnetria intercromosdmica

on X expressa la mitjana de la longitud dels cromosomes 1 S. la desviacio estandard
corresponent. A, també es coneix per coeficient de dispersio de Pearson. Aquests indexs
presenten dos avantatges. D’una banda, permeten ia representacid grafica en un sistema de
coordenades (A, i A.) que possibilita la comparacié de canotips i, de |"altra, discrimina millor
que les classes d” Stebbins, a rangs taxonomics infragenérics (ROMERO. 1986; GIMENEZ, 1995).

Per agilitzar i facilitar les tasques d’elaboraci6 del canotip, tot ei tractament estadistic
basic de les dades. la conversi6 de les mesures, el calcul dels indexs anteriorment descrits i
la representacié dels idiogrames haploides, s’han portat a terme a partir del programari
(software) d’un full de calcul LOTUS per Windows versio 4.1. A partir d’aquest programa.
¢l nostre Laboraton ha crzat un conjunt de macros incorporades al full de calcul model amb
les instruccions de programacid adients que permeten automatitzar tots els procediments a
realitzar, quan s’han entrat les mesures corresponents de cadascun dels bragos dels
cromosomes, i que constitucixen el programa CARIO, elaborat per J. Simon (inéd.). Ara bé,
un aspecte dc gran transcendéncia, com |’aparellament dels cromosomes, fonamental per la
correcta elaboracié del cariotip. no s’ha deixat al total arbitri de les macros programades a tal
efecte. ja que alguns criteris d’aparellament sén dificils d informatitzar. Per tant, si bé s’han
usat, sempre hem efectuat un examen posterior dels aparellaments suggerits per 1’ crdinador.

6.3. RESULTATS

S’han estudiat el nombre cromesomic i el cariotip de 18 poblacions que corresponen
a un total e 12 espécies diferents. A partir de les referéncies bibliografiques de qué disposem,
D. sylvaticum és |"inica espécie que no ha cstat mai comptada i tampoc s’havien dut a terme
els cariotips de D. verdunense i D. staphisagria.
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Els resultats dels recomptss dels nombres cromosdrmics obtinguts a partir de I’andlisi
de les plaques mitdtiques s’indiquen, a titol comparatiu, a la taula 6.7, aixi com la seva
formula i altres carscteristiques: longitud cromosomica mitjana, classe d’Stebbins, indexs de
Romero-Zerco ;: nombre de cromosomes satel. litifers.

La dotacié cromosdmica de la majoria de taxons revisats en aguesta meradria ¢s de
2n=16 i cnfirma plenament x=8 com a nombre de base habitual i majoritari a la tribu,

excepte en les dues poblacions de D. bolosii i les tres de D. staphisagria, que ha donat en tots
els casos 2n=18.

Totes les poblacions analitzades presenten un carictip bimodal amb un o dos
cromosomes llargs (fins a 17 um, el més llarg) metacéntrics o submetacéntrics i la resta,
majoritariament acrocéntrics, son gradualment més petits (fins a 3 um. el més petit). De fet.
podriem agrupar aquests tixons en tres grans grups segons la murtologia del seu cariotip: els
de 2n=18 (V. bolosii i D. staphisagria). amb una purella de liargs i1 8 de més petits, i els de
2n=16 que es poden subdividir alhora en 2 grups, els gue només tenen una parells d» Bargs
(el cubgénere Delphinium) i els que presenten les dues parelles de llargs. que és el cariotip
model de la iribu (la resta de taxons}. Sén cromcsomes en conjunt forga flargs: |'interval de
vaniacié de la seva longitud cromosdmica mitjana és de 5,10 a 9,69 um. Els euploides
pertanyen a la ciasse 3B d’Stebbins, mentre que els dispioides e 2n=18 corresponen a la
classe 3C. Els indexs de Romero-Zarco oscil.len entre 0.00-0.76 per A, 1 0.27-0,5! per A,

Le preséncia de croinosomes satel hitifers en els taxons estudiats és forca elevada.
S’ observa una tendéncia important a presentar-se en eis parells de cromosomes liargs. També
ens adonem que es tracta d'un aspecie de gran variabtlitat a nivell interpoblacional. Cal tenir
en compie, pero, que aguest clement sembla molt inconstant, fins i tot eatre plaques d'un
mateix individu ja que en moltes ocasions es poden trencar en el proces d’aixafament 1 no
detectar-se. No hem cbservat cromosomes B ni constriccions secundaries en cap de les
poblacions estudiades.

Hem representat els index de Romero-Zarco en dos tipus de grafics de dispersié de
punts. El primer. bidimensional (figura 6.1.), és un sistema de coordenades on . corvespon
a Uindex de asimetria intracromosomica (A,) i y el de asimetria intercromosdmica (A;).
Aquest grific només déna idea de la asimetna deis cariotips. E! segon (figura 6.2.) és
tridimensional i relaciona la asimetria amb la longitud total del complement cromosdmic. Tot
i que el segon grafic conté el primer i pot semblar informacié¢ redundant, incloem els des
perqué els punts representats a |’espai son més dificils ¢ agrupar i d’interpretar en un sistema
tridimensional. A partir d’aquesta figura es pot observar que els punts que pertaryen a
poblacions de les mateixes espécies o tixons propers filogenéticament, s’agrupen for¢a bé.
Intracromosodmicament, les espécies anuals del subgénere Delphinium registien els valors de
asimetria més alts, seguit pels taxons de 2n=18 i després la resta. Intercromosomicament, els
valors meés grans cs troben en les poblacions D. staphisagria i els mé; haixos en el subgénere
Delphiniuni. que a la vegada son cls que presenten els cromosomes més pet:ts.
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Taula 6.7. RESUM DE LES CARACTERISTIQUES CROMOSOMIQUES.

Espicie Pobiacié 2n Férmula Leng. St A, A,

D. fissum subsp. fissum FI183 {3 Im + Im™ + 6st 8.46 3B 067 037

Fi54 16 Im+1m™+Sa+is™ 791 iB 064 038

D bolasii BOL! 18 Ism + 55t +3¢™ 10 3¢ 072 033
BOL2 18 Im + 8 842 3¢ 073 036
D emarginatum subsp. emarginatum  EMAL 16 Im + 3sm + 4t 7.09 3B 66} 039

D. emarginatum subsp. nevadense NEVI 16 Im<+lsm+Ssi~1st™ 969 3B 068 04l
D. syivaticum SYLI 16 Im+2smedést+lst 771 3B 063 039
D. siaphisagria STAl 18 Im + 2sm + 6st 690 C 069 048

STA2 I8 Im™+ ism™+6st- 1t 800 3C 0.7t 0.5

STA3 18 Im + Bst 7.60 3C 059 046
D pictum PICH 16 2m + Ism + Sst 8.54 3B 060 036
P2 16 Im™ + 3sm + 4st §.22 3B 661 038
D verdunense VERI 16 tim + st 328 B 074 029
VER3 16 Ism + Jst + pt™ 313 iB 076 027
D. obcordarum OBC1 6 Ism + 781 575 3B 075 030
D favorger: FAV3 e Tsm + st 5.10 IE 072 030
C mouraemca MaUl 6 dm+ St It 821 iB 065 038
C gaciz AJAl 16 Im + Im™ + 631 7.07 B 660 047

Long. = Longitud cromosdmica mitjana sxpresszda on pm, St= Classe d'Siebbins, Al i A2 = indexs de asimetna de
Romero-Zarco: sat= cromosomes satcl liifers (vegeu més explicacions en ef text?

Els resultats detallats per a cadascuna de les poblacions estudiades, 1'idiograma
haploide —Ila representacié tipus dels cromosomes en ordre decreixent de les seves longituds
iotels, amb els satéllits, en cas de presentar-ne—, la fotografia o dibuix d’una placa
metafasica i les dades numériques, s’indiquen a les taules compreses entre la 6.8. i Ja 6.25.
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Figura 6.1. Representacié dels indexs de Romero-Zarco (ROMERO, 1986).
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Figura 6.2. Representacié dels indexs de Romero-Zarco {ROMERO, 1986),

en relacié a la longitud iotal del complement cromosomic.

Punts encerclais per --- : subgenere Staphisagria
Punts encerclats per ... : subgénere Delphintum
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6.4. DISCL'SSIO
6.4.1. CONSIDERACIONS GENERALS

Els no:tr =s resultats confirmen ¢l nombre de base x=8, com a majoritari en la tribu.
Durant molt de temps es va creure que aquest nombre era molt estable (GREGORY, 1941;
KURITA, 1955; TAMURA, 1967, 1995; AL-KELIDAR & RICHARDS, 1981), perd cal reconéixer,
a partir dels recomptes disploides aillats que han aparegut darrerament (GAGNIDZE &
ZAKHARYEVA, 1977, HONG DE-YUAN, 1986; BiANCHE, 1991; GIMENEZ, 1995), més els
d’aquesta memoria, que hi ha com a minim cinc nombres de base secundaris dins la tribu. A
la Mediterrania occidental, fins al moment actual només se n’han detectat dos: x=8 i x=9. Tots
els disploides identificats responen a la dotacié 2n=18. per tant, es tracta d'una disploidia
ascendent i, de moment, només detectada en el génere Delphinium. Pe! que fa a la poliploidia
en aquesta area, només té lloc en el génere Aconitum i ailladament en aigunes espécies
perennes dei génere Delphinium (D. montarum, D. elatum, D. dubium 1 D. fissum). Alguna
espécic anual com D. staphisagria disposa també de dos recomptes (LANGLET, 1927,
GREGORY, 1941) encara que son antics i amb origen silvestre discutible. En Consolida, s’ha
trobat algun recompte triploide en C. gjacis. peré cal temir en compte que aquesta espécie,
ampliament emprada com a planta onamental, ha estat inolt manipulada des dei punt de vista
de millorament genétic (JAIN & BOSE, 1960; JAIN er al., 1963; BASAK & JAIN, 1963; MANDAL
& Basu, 1977, 1678).

El cariotip basic de la tribu és bimodal, normalment amb dues parelles de cromosomes
llargs. S’han proposat dues hipotesis per explicar la formacié d aquest tipus de canotip:

- DARLINGTON (1963) suggereix que provenen de cariotips simeétrics d origen
poliploide. Els cromosomes llargs poden contenir gens duplicats que es poden perdre sense
que aixo afecti greument la plania. Els cromosomes més petits es podrien haver format a
partir d'aguests fragments despresos. La interpretacio de les primeres dades isoenzimatiques
en aquests taxons amb alguns zimogrames amnb nombroses bandes com el 6-PGD sembla
suggerir que alguns gens podrien estar duplicats (cf. capitol 7).

- GIMENEZ (1995) recull I'opinié LEWISTKY (1931) que deriven de cariotips simétrics
en: els quals poden haver-se esdevingut translocacions i reorganitzacions del complement; per
tant, mentre que alguns cromosomes s allarguen, d’altres s’escurcen, pero sense que el
compiement general es modifiqui. Els alts percentatges de produccié de granes, aparentment
viables, obtinguts en els encreuaments interespecifics entre espécies filogenéticament molt
vroperes amb nombres diferents com ara entre D. staphisagria i D. picium, D. boiosii 1 D.
fissum o, fins i tot, entre D. bolosii (série Fissa) i membres de la série Pentagyna, del mateix
subgénere Oligophylion (cf capitol 5), donarien suport a aquesta hipotesi. En aquest sentit,
cal remarcar quc en la séric Pentagyna (2n=16) hem obtingut millors resultats encreuant les
scves espécies amb D. bolosii (2n=18) que amb D. pictum (2n::16) (subgénere Staphisagria).
Per tant, en els nostres taxons la proximitat filogenética i la similitud cariomorfologica tenen
més pes en la produccié Gz granes dels hibrids que les diferéncies de nombre cromosomic.
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Aquest model de cariotip, amb les dues parelies d= cromosomes llargs, es manté en
tots els cariotips estudiats excepte cn dos casos: tots .Is recomptes de 2n=18 (D. bolosii i D.
staphisagria) i ¢l subgénere Delphinium, amb 2n=16. En tots aquests ha desaparegut una de
les parelles de cromosomes llargs. Aquest fct ens permet suggerir la hipdtesi que en els
disploides de 2n=18 estudiats, ¢l nou cromosoma probablement s’ha format per fragmentacié
del brag curt d’una de les parelles de cromo: imes llargs i posterior reorganitzacié del
complement, fenomen conegut amb el terme de franslocacio robertsoniona (ROBERTSON,
1916). Els altres disploides de 2n=18 Cescrits en la tribu manifesten ¢l mateix modei de
cariotip (HONG DE-YUAY, 1986; GIMENEZ, 1995). En les anuals del subgénere Delphinium,
s’observa uns imporiz-i tendéncia a disminuir !a quantitat de material genétic, mostrant
cromosomes de mida més petita (BLANCHE et ai., 1990). Aquesta pérdua de DNA podria
explicar la pérdua d'un fragment de brug del segon parell. que sembla més propens a ruptures.
Aquest fet incrementa notoriament la asimetria del cariotip, factor que, en canvi, no s’observa
en Consolida (BLANCHE et al., 1987; GIMENEZ, 1995). cosa que fa plantejar la possibilitat
d’un origen diferent del génere Consolida, no pas a partir del subgénere Delphinium com va
suggerir MALYUTIN (1973).

L 'evolucid del cariotip dins el conjunt de la tribu segueix les dues tendéncies que van
indicar STEBBINS (1971) 1 TRIFONOVA (1990): increment de la asimetria i reduccid de la mida
del cariotip. De fet, dins la subfamilia Helleboroidae. la tribu Delphineae és la que presenta
plantes amb flors zigomorfes, presumptament més evolucionades i és la que manifesta els
cariotips més asimetrics, que ja anina en aquest sent't (TAMURA, 1995). El parell més vanable
és el segon, com ja van intuir BLANCHE (1991) 1 posteriorment va confirmar GIMENEZ (1995)
i pot resultar un bon marcador de I’evolucié cariotipica dins la uibu.

6.4.2. ANALISI PER GRUPS

Aconitum

De les espécies d’ Aconirum presents a la Mediterrania occidenta!, només A. lycoctonum
és diploide amb 2n=16, mentre que A. napellus 1 A. anthora sén tetraploides amb 2n=32
cromosomes cadascun. Les nostres poblacions han estat revisades en la seva majona per
MOLERO et al. (1995). Els recomptes obtinguts coincideixen amb els nomores descrits
préviament i no s han detectat diferéncies importants en la morfologia de! cariotip. respecte
a resultats anteriors.

TRIFONOVA (1990) va suggerir que a tribu evolucionava lentament cap a la poiiploidia
1, per tant, cls taxons més primitius serien els que ja 1’haguessin assolit, tot i quc a nivell
d’angiospen..¢s no s'ha pogut demostrar aquesta p-~missa (STEBBINS, 1971). En aquest sentit,
A. lycocionum seria més modern que les altres dues espécies. St aquesta tendéncia és certa,
la desigualtat entre la proporcié de poliploides entre els dos géneres mes grans de la tnbu,
indicaria que Delphinium s’ hauria diferenciat molt posteriormeni a Aconitum, i |’abséncia de
oliploidia en Consolida i Aconitella les denota com 2 molt més evolucionades. El que si
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sembla acceptat per moit autors és que la poliploidia esta lligada a la latitud 1 a 1'altitud
(HANELT, 1966; STEBBINS, 1971; EHRENDORFER, 1980). Els poliploides semblen més ben
adaptats a condicions i climes més extrems, com scrien ¢ls habitat: alpins, que els seus
progenitors diploides. En I'drea on s’emmarca aquesta memoria, aix0 s'acciapleix, ja que
pricticament totes les espécies tetraploides (4. napellus, A. anthora, D. montanum) viuen en
aquest tipus d’ambients.

Pel que fa a la biologia de la reproduccid, cal ressenyar com a dada interessant que
I'inica espécie diploide d’Aconitum —A. breoctonum— és la que ha presentat taxes
d’autogimia més elevades en les proves d’embossament de flors (c/. capitol 5), realitzades per
estudiar la capacitat de reproduccié en abséncia d’insectes. De fet, és I'nica d’aquestes
espécies d’ambit muntanyenc (incloent D. montanum, tetraploide) que ha produit granes
desenvolupades en 2questes condicions. tot i que cal reconéixer que el seu millor sistema de
reprodiccid és 1'al.logamia, si es comparen cls resultats amb la produccié de granes de la
pol.linitzacié lliure al camp. on hi han intervingut els insectes (cf. taula 5.25.). Amb tot,
aquesta certa autogamia en A. /ycoctonum pot ser un recurs que asseguri produccié de granes
a una espécie on la seva morfologia floral peculiar dificulta la pol.linitzacié. augmentant
I"especificitat dels vectors i on hem detectat una major proporcié de robadors de néctar (cf.
capitol 4). L'abséncia d’autogamia en les altres espécies pot ser deguda a una major
autoincompatibilitat 0 al fet que els mecanismes de proterandria 1 hercogamia sén més
efectius.

Série Montana

D montanum és una espécic tetraploide (JANKUN, 1973; BLANCHE. 1991) amb 2n=32.
encara que moltes caracteristiques com el nombre d’estams (c/. aparta! 2.3.1.), la mida del gra
de pol.len o la densitat d estomes entre d’altres (BLANCHE. 1991). no denotin aquest caracter.
és a dir, no es detecta ur increment notorn respecte a d’altres espécies diploides properes. Els
altres membres de la série Montana, D. oxysepaluw: | D. dubium. son vicariants endémics d=
les grans serralades europees. dels Carpats i dels Aips. respectivament. A partir de i'estudi
d’hibiidacions i de I"endosperma (JANKUN, 1973), sembla que hi ha més afinitat entre aquests
que no pas amb [. elarum, cosz que ha fet pensar que comparteixen un avantpassat pre-glacial
comu, que cs devia extingir duran: el periode glacial (BLANCHE, loc. cir). AGuestes espécies
s haurien refugiat a les muntanyes, que haurien actuat ccm a barreres d'aillament geografic.
haurien permés la seva especiacié. Tots presenten ¢l mateix nombre, 2n=32, que caracteritza
prou bé aquest subgénere enfront del subgénere Oligophylisn i les anuals, almenys en aquesta
arca. Aquesta doiacid cromosdmica denota, a més, un caracter primitiv.

Série Fissa

D. fissum inclou un conjunt de subespécies amb una area de distribuci6 forca amplia
(BLANCHE, 1991) que s’cstén des de les estepes | muntanyes baixes d”Asia central, per tot el
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nord de la regié Medite:Tania fins a la peninsula Ibérica, on té la posicié més occidental emb
la subespecie sordidum. Fins al moment actual, tots els recomptes reportats sén de 2n=16 i
2n=32 (cf taula 6.2.), en els quals sovint no s’ha precisat & n.vell infraespecific. Les
poblacions dels Alps Maritims, descrites com . subespécie fissum varietat narboner:se (Huth)
Fiori (BLANCHE, loc. cit), que no havien estat mai comptades r’ ¢! seu cariotip estudiat,
presenten un complement de 2n=14. Les dues pobiacions de la st} .¢ sordidum de I’cest
peninsular, on apareix formant pctiacions molt aillades, han estat re . :sades citogenéticament
per RiCO er al. (1981) i BLANCHE (1991), i també presenten wua dotacié cromosdmica de
2n=16. La morfolcgia del cariotip és forga similar entre ambdues subespécies, amb petites
diferéncies en el brag curt del segon parell, licugerament més cur: en les poblacions franceses.
en qué també hem detectat la preséncia de cromosomes satel litifers.

En el cas de D. bolosii, especie filogenéticamenrt molt propera a D. fissum. el uombre
cromosomic d’ambdues poblacions ha donat 2n=18, un czs de disploidia ascendent per guany
de dos cromosomes respecte al nombre habitual de la ribu. Es tracta d’una disploidia
relativament moderna (si es té en compte lz distribuci6 de la série) i molt localitzada. Aquest
nombre és rar dins del génere i només I"hem detectat ¢n una altra espécie. els tres recomptes
ce D staphisagria que aportem en aquesta memoéna. A la bibliografia només hem trobar D.
denudarum Wallich gue també pertany a la mateix subgénere Oligophyilon, per6 d’una secci6
forga més allunyada, que te un nombre disploide difcrent 2r=20  SARKAR er al.. 1982). Dins
la tnibu s"han detectat altres casos de disploidia amb aquest nombre en els géneres Consoiida
1 Aconitella (HONG DE-YUAN, 1986. GIMENEZ, 1995).

La poblacié de la Noguera quc inicialment havia estat descrita com a /). fissum subsp.
fontqueri Ascaso & Pedrol (ASCASO & PEDROL. 1991). el nombre de 2n=!8 cromosomzss, junt
amb altres dades morfologiques, ens va inclinar definitivamen: a sitvar taxonSmicament
aquesta poblacié dins |'espécie D bolosii 1 separar-la clarament de D. fissum: la gran
semblan¢a entre els patrons de bandes isoenzimatiques obtingudes d’ambdues poblacions
dcnen suport 3 aquesia idea (c/. capitol 7).

Els canotips d'ambdues poblacions s3n forga sirilars, tot i que cal destacar |'elevadd
pieséncia de satél lits en la poblacid de la Noguera. Actualment encara es desconeix en bona
part el paper que fan aquests fragments de DNA 1 si es tracta d'un caracter residuz! o recent.
En 1ot cas, és un caracter caniomorfologic més a tenir en compte. La posici6 dels satel lits
permet a GAGE (1953) treure conclusions sobre |'evolucié del genoma en altres espécies de
Delphinium. Com ja hem indicat, també hem detectat satél lits en les poblacions D fissum dels
Alps Maritims, amb una major tendéncia a situar-se sobre ¢ls parells llargs, mentre que en D.
bolos:i sc situen en els pareils curts.

Els cariotips obtinguts per a D holosii concorden prou bé amb cls de D. fissum. 1
considerem |"hipotes: de ia fragmentacid d’un dels cromosomes Il:irgs que donaria lloc al nove
cromoesoma i la desaparicid d'una de ies pareiles de llargs. Aquests fets podricn relacionar-se
amb 'drea de distribucié de la série Fissc i la dispersié d’aquests taxons, tal com apunta
E_ANCHE (1991), zeguint les linies de migraci6 de les espécies durant la crisi de salinitat del
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Messinia, que van proposar BOCQUET et al. (1978). D. bolosii establiria un pont d’enllag entre
lz subespécie fissum varietat narbonense —cque ocupa la zona dels Baixos Alps— i les
escasses i afllades localitats de la subespécie sordidum & I'oest peninsular. Per diverses
circumstancies podrien haver quedat aillades geogrificament i haver patit un procée de
diferenciaci6 divergent que hagués donat lloc a una reorganitzacié del material genétic. Els
resultats dels encreuamants interespecifics donen suport a aquesta idea (cf. capitol 5}, ja que
sembia que no hi ha barreres d’incompatibilitat genética entre ambdues espécies, cosa que ens
rezfirma Ia seva proximi‘at filogenética.

Série Pentozyna

Tant D. sylvaticum com les dues subespécies de D. emarginarum presenten una dotacié
cromosdmica de 2n=16 i coincidieixen amb els escassos recomptes previs i amb 1’altra espécie
del gn'p D. pentagynum. Es ¢! primer recompte de D. sylvaticum i la subespécie emarginatum
tampoc haviz esiat comptsda de terres africanes (es tracta de la varietat africanum Maire). Els
tres taxons presenten un cariotip molt similar, amb dues parelles de cromoromes llargs, tipic
Ce la majoria de Delphinium perernes. Potser I'unica diferéncia significativa a ressenyar seria
que la subespécie nevadense mostra eis cromosomes un xic més llargs que els altres dos, perd
a vegades pot ser degut al fet que s"hagin escurgat poc durant el pretractameni. També hem
de.ectat la preséncia de cromosomes satellitifers en D. syfvaticum | en la subespécie
nevadense.

Els resultats dels encreuaments inicrespecifics o hibridacions (¢f. capitol 5) demostren
que ['existéncia de barreres genétiques dins aquesta serie son practicamen: nul les. fenomen
tamhé detectat en d’altres espécies perennes diploides de Delphinium (LEGRo, 1961 ). Aquest
fet pot ser degut a aquesta gran similitud entre els cariotips.

Aquest grup es troba restringit & 'extrem oest de la Mediterrania, ocupant ’area
‘bercsicilianomagrebina. Si es considera derivat de D. fissum —ta! com insinia BLANCHE
(1991)— pel fet de manifestar el segon parell una mica més curt, fet que corroborem amb els
nostres resultats, ocuparia les posicions més extremes, seguint les linies de migraci6
proposades rer BOCQUET et al. (1978).

Pel que fa a aquest possible origen a partir de D. fissum, I’alt nombre de granes
aroduides a partir d hibridacions entre individus d’ambdues séries que pertanyen al mateix
subgénere Oligophyllon (cf. capitol 5) demostren que com a minim s6n espécies moit
emparertades o properes. Caldria un estudi més aprofundit de les granes {que s6n un bon
caracter taxondmic dins aquest grup) per tenir riés elemerts de judici per poder reafirmar
aquesta hipdtesi, com ja va suggerir BLANCHE (1991). També caldiia realitzar un estudi
carioldgic i encreuaments amb les espécies africanes tropicals de la subseccio Macrocentra
seccid Albocoerulea (D. leroyi Franch. i D. macrocentron Oliver) del mateix subgénere que
proposd MUNZ (19672) com a possibles avantpassats d aquest grup, per esbrinar el grau de
parentiu i, en tot cas, per poder descartar aquesta hipotes: alternativa.
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Subgénere Staphisagria

Les dues poblacions mallorquines de D. pictum mostrea un complement de 2n=16 i
coincideixen amb tots el recomptes anteriors (¢f- taula 6.2.). Els dos cariotips morfoidgicament
s*1 molt similars, fer forga espcrable a priori perqué ambdues poblacions sén geograficament
molt properes. Practicament nemés es diferencien per la preséncia d’un satéllit en el brag
liarg del primer cromosoma de la poblaci6 de Cala Tuent (PIC2) que no trobem en !'altra
poblacié. Cal destacar com a tret remarcable, un augrnent de la simetria dels dos cariotips
respecte al model de la tribu, perqué a part de l:s dues parelles de cromosomes liargs tipiques,
presente: una tercera parella (el sisé parell, en ambdds casos) d= cromosomes ga rebé
metacé: trics. Aquest fet ja va ser detectat per VERLAQUE et al. (1991) en el cariotip de D.
pictum subsp. pictum de Mallorca i en el de D. pictum subsp. requieni d= les llles leras. En
~anvi, no es va trobar en les poblacions de D. picrum subsp. picrum de Corsega, que mostra
un cariotip meés asimeétric. TRIFONOVA (1990) ja va descriure un increment de la simetria dins

aguest subgénere.

L altra espécie que integra aquest subgénere és D. staphicagria. en la qual cal remarcar
la trobalia realment sorprenent d’un nombre nou 2n=18, mai descrit per aquesta espécie. en
tres poblacions relativament allunyades geograficament. Seria molt interessant poder estudiar
altres poblacions per confirmar aquest nombre. Er aquest sentit. KAMARI (1995, in linn) ha
comptat també aquest nombre en una poblacié de Grécia, cosa que referma aquest nombre
disploide. A la bibliografia fins al mor.:ent actual, aomés es recuilen recomptes euploides de
2n=16 i de 2n=32 (¢f taula 6.2.), molts d'aquests son antics i sense canotip. Els nombres
poliploides podrien ser accidentals, ja que es trecta d'una plania forga emprada pels seus usos
medicinals 1 sovint en jardineria; podnia se: que aquests tetraploides corresponguessin a formes
de jardi, d’origen dubtds. El fet de no coincidir amb els recomptes previs podria tenir diverses
explicacions. D’unr banda, pot ser degut a certa inestabilitat cromosdmica dins aquest grup.
Altres dades com la mida de I'esperd. la mida Je les granes. .a tendéncia a i’ autogamia (cf.
capitol 5), etc. demostren que aquest grup ha seguit un model evolutiu hen diferenciat dins
la tribu 1 a1x0 també pot haver afectat |"organitzaci¢ genomica. Dins el marc de la tibu, s'ha
detectat una notabl: inestabilitat especiaiment del segon pareli, en el quai es procueixen
freqlients ruptures o canvis marfologics, que en aquesta espécie poden haver tingut més
transcendéncia. D’altra banda. Jonada la gran estabilitat del nombre . romosdmic en la tribu,
considerat com a molt fixat, ha propiciat que moits autors davant (e recomptes dut.osos
erroniament optessin pel nomure més habituar.

Aquesta disploidia junt amb algunes caracterisi:;nes. comn la considerable reduccio de
ia mida de I'esperd o I'increment en la mida de ics llavors. sembien indicar que D
staphisagria es troba al final de la cadena evolutiva d’aquest subgéncre, ja que D. pictum
manifesta caricters més intermedis amb 1a resta d’espécies de Delprinium. El clar augment
de la asimeiria intercromosomica i intracromosomica del cariotip de D staphisagria també
és un caricter més svangat segons TRIFONOVA (1990).
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Els cariotips de les tres poblacions estudiades s6n molt similars, constitults per un
cromosoma molt llarg i molt simétric i vui: de molt més curts i molt asimétrics, més que els
cromosomes curts de D. pictum. Pertanyen a la classe 3C d’Stebbins. Aquests cariotips
preseaten una gran similitad amb els de D. bolosii, probablement perqué I'origen del
cromosoma suplementari ha estat semblant, per fissid d’un cromosoma llarg. La poblaci6 del
Marroc (STA2) presenta dos satél.lits en els dos parells més llargs, mentre que les altres dues
poblacions no en tenen. Aquest iet podria estar relacionat amb la relativa proximitat
geogrifica entre Alacant (STA1) i Eivissa (STA3) (segueixen la mateixa linia orografica
betica), perd donada la gran variabilitat d’aquest caracter i el baix grau de coneixement que
actualment es disposa dels satél lits no ens atrevim a fer conjectures.

Subgénere Delphinium

Tots els recomptes coneguts (cf taula 6.2. 1 6.7.), incloent els taxons que no es troben
a la regi6 estudiada (BLANCHE, 1990; BLANCHE er al . 1990; GIMENEZ. 1995) donen 2n=16,
per tant, sén estrictament diploides. Es tracta, doncs, d’un grup molt estable quant al nombre
cromosdmic. L abséncia de nivells de ploidia més elevats dona suport a la idea d’un origen
recent del subgénere i. per tant, es pot cinsiderar més evolucionat respecte dels taxons
perennes. A nivell de les Delphineae en conjunt, com ja apuntivem anteriorment, també
s’observa |’abséncia de nivells de ploidia més alts en els géne->s més avangats: Consolida i
Aconitella {TRIFONOVA, 19905,

Aquest origen recent també es veu refermat pel fet de presentar el canotip més
asimeétnic de la tribu. com a minim en la regié Mediterrania (¢f. figura 6.1.16.2.). L augment
de la asimetna —considerat un caracter evolutiu secundari (STEBBINS, 1971)— és degut,
fonamentalment. a |'escurgament del brag curt del segon parell. cosa que pfovoca la
desaparicid d’una parella de cremosomes llargs, fet que es reflecteix en la formula 1m (o
lsm) + 7st. Aquest escurcament és el tret meés caracteristic del subgénere, junt amb una
considerable reduccié general de la mida dels cromosomes, causada per una pérdua de DNA
que AL-KELIDAR & RICHARDS (1981) van estimar en un 30 % respecte a les nerennes. i que
es correspor aproximadament a les diferéncies en les mesures obtingudes (¢/ taula 6.7.).
Aguests autors interpreten l2 pérdua de matenial hercditan com un indicador de posicions
filogenétiques derivades, en cguest cas lligat a I’habit anual. La pérdua de matenal es pot
produir durant inversions i translocacions de fragments de bragos dels cromosomes. que a
vegades tenen loc. perd sensc modificar el nombre de centrdmers. que no s'¢sdevé tant en
els tixons perennes ja que ocupen habitats més estables (BLANCHE ef ¢! . 1990).

Daltra banda, h: ha una gran uniformitat de cariotips dins aquest grup. En algunes
ocasions, fins i tot, s’han detectat més diferéncies intraespecifiques que interespecifiques
(BLANGHE: e7 af , 1990). La gran semblanca dels cariotips i la manca de barreres genétiques
(cf. capitol 5) suggereix que es tracta d un grup molt proper, de diferenciacio molt recent. que
podria ser considerat com un complex. Taxondmicament, MAIRE (1964) el va cossiderar com
un conjunt de thxons supeditats a D. peregrinum L. amb un gran nombre de varietats i formes.



Pel que fa a la biogeografia de la seccié Delphinium, distribuida per tota la regi6
Mediterrania i Iranoturaniana, sembla que presenta dos centres de diversitat (BLANCHE, 1990).
El primari és a la regié Mediterrinia oriental (Crécia i Turquia), on s’observa un gran nombre
d’endemismes, i el secundari, a 1. regié Mediterrdnia occidental (muntanyes de 1’ Atlas) on
cncara resen alguns endemismes com: D. balansae o D. cossonianum. BLANCHE et al. (1990)
interpreten el cariotip de D. balansae com a nexe d’uni6 entre aquest subgénere (taxons
anuals) i les espécies perennes. D. balansce és I'inic representant d’habit perenne del
subgénere, encara que totes les caracteristiques macromorfologiques i micromorfoldgiques
corresponen clarament a una espéci: anuai. El seu cariotip es troba a mig cami, ja que ha
reduit la seva mida i la segona parella s’ha comencat a escurgar. Aquest fet suggereix la
possibilitat de considerar aquesta espécie com a avantpassat relicte d’aquest subgénere.

Consolida

E'! nombre cromosomic de les dues espécies estudiades és d= ?n=16, que coincideix
amb els recomptes previs (cf. taula 6.3.). També hem recollit ''n recompie de 2n=12
(BONICKE, 1911), perd no s’ha . gut en compte perqué s havicn produit confusions
nomencl iurals i no es tenia una referéncia clara del material. S’han detectat algvns casos de
disploidia en aquest génere, tant ascendent, amb 2n=18 (HONG DE-Yuax. 1986 GIMENEZ,
1995), com descendent amb 2n=14 (HONG DE-YUAN, loc. cit), perd cap a la Mediterrania
occidenmal. De fet. en aquesta zcna armben poques espécies 1 és la Mediterrania més oriental
on hi ha la major diversitat del génere.

El cariotip mostra les dues parelles de cromosomes llargs. tipiques de les Delphineae,
sense una reduccid de la mida dels crornosomes com tenia lloc en el subgénere Delphinium.
En ocasions s’ han descrit constriccions secundaries en C. mauritanica (BLANCHE eral., 1987),
perd no n’hemn deiectat er: la poblacié estudiada. Tampoc hem observat en aquesta espécie la
tendéncia a presentar el quart parell més simétric detectsda per aquests autors en diverses
poblacions de C puboscens 1 C. mavuritanica. que sembla exclusiva de la série Pubescentes
(BLANCHE et al.. loc. cit . GIMENEZ, 1995).

Pel que fa als resultats dels encreuaments intzrespecifics assajats (cf. capitol 5), les
barreres genétiques en aques! génere semblen nmiés fortes que en Delphinium. mentre que les
diferéncies enire la morfologia cromosdmica no son tan grans. Tot i aquesta baixa capacitat
d’encreuament, les dues espécies de |a mateixa seccié i série, s hivriden millor (al voltant d'un
30 % de produccié de granes) que entre les més allunyades. HONG DE-YUAN (1986) també
va trobar una baixa capacitat d’encrevament a nivell interespecific i1 intergenéric (entre
Consolida i Acarsiitella). No obstant aixo, va obtenir granes desenvolupades. encara que amb
baix poder de germinaci6. hibridant dues Aconitella amb nombre cromosodm:c diferent: 4
scleroclada (Boiss.) Sojdk (2n=18) i 4. stenocarpa (Hossain & Davis) Sojak (2n=16),
sembiant als resultats obtinguts entre D. bolosii i D. fissum. En convi, no va obtenir granes
desenvolupades dels hibrids entre A. reheranica {Boiss.) Sojak (2n=14) amb les altres dues
aconitel les, ni amb C regalis (2n=16).
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6.4.3. EFECTE DEL NOMBRE CROMOSOMIC EN LA REPRODUCCIO

Les espécies estudizdes son citogenéticament normals 1 equilibrades. A efectes de
centrol, no s’ha detectat cap altra anomalia cromosdmica que la consolidacié de x=9 com a
nombre de base de D. bolos* i D. stapkisagria.

Els encreuaments interpoblacionals assajats (BOL1 x BOL2; STA1 x STA2; PICI x
PIC2; VERI x VER2) (cf. capitol 5) han prodult percentatges de granes molt alts en tots els
casos, semblants als intrapobiacionals (les diferéncies no han estat significat.ves). La gran
similitud entre poblacions dels cariotips pct explicar perfectament I'obtencié daquests
resultats. Sovini, perd, aquests encreuaments no es donen a la natura perqué les poblacions
estan fisicament separades les unes .”: les altes, perd s6n indicadors de |"escassa divergéncia
i diferenciacié produida amb el seu aillament.

P2l que fa a les experiéncies d hibndacid interespecifica (¢f. capitol 5), la proximitat
filogenética i la similitud cariome-fologica son els factors que pesen més en la produccié de
granes dels hibrids. Aixi, la diferéncia entre nombres cromosomics. que sol ser determinant
en la impossibiiitat de donar hibrids, té un paper secundan en e!s nostres taxons. Per tant,
aquest darrer factor no actuz com a barrera genética —com havien postulat alguns autors
(SOLBRISG, 1970: STACE. 1989)— entre taxons moit propers de la tnbu Delphincae. com a
rainim a la Mediterrania occidental. Aquest fenomern també s ha detectat en altres taxoas com
per exemple en el génere Thymus L. (MORALES, 1995) o en un bon nombre de Carduirie i
de Centaureinae a les compostes (GARCIA JACAS, 1996). En les nostres experiéncies hem
assajat encreuaments amb éxit entre taxons euploides 1 dispicides de 2n=16 1 2n=18. A part
de les nestres dades. donen suport a aquesta idea elz encreuaments entre D picrum subsp.
requiem (20=16) 1 . siuphisagria (2n=18). que va dorar llavors hirides viables (ALiAS &
BLANCHE. inéd.) o els resultats en Aconiella de HONG DE-YUAN (1986). Segons STACE
(1989). els hibrids entre espécies amb nombres cromosomics diferents. sovint donen ur
nombre intermedi. En les metosis quedaria un cromosoma desaparellat. que probablement
s'acabana perdent. Vam inte tar fer un seguiment citogenétic dels hibnds a fi de comprovar
aquesta hipotesi. perd el matenial no s’ estava dividint. Sigui com sigw. {a descendéncia hibrida
té una gran vitaliat.

Pel que fa als encreuaments interespecifics entre taxons amb diferent nivell de ploidia.
tot 1 que no n"hem assx-at cap, la bibliografia reporta alguns casos en qué actua com a barrera
genetica LEGRO (1961) obté produccions de granes molt baixes o nul.les encreuant D. elatum
{2r=32) amb !es espécies diploides D nudicaule. D. cardinale o D. =alil (2n=16), mentre que
els resultats son més elevats entre ixs espécies amb el mateix nivell de pioidia. D altra banda.
altres trebalis demostren que aquest tipus de barreres sén poc importants. Per exemple, D.
ruysii Hort. (2n=32) prové de D elatum (20=32) x D nudicaule ("n=16) (LAWRERCE, 1936)
o Delphinium x belladonnc (2n=48) és un al.lopoliploide hidrid de D. grandifiorum L.
(2n=16) x D. elatum (20=32) (GAGE, 1953). JANKUN (1974) va assaiar encreuaments entre D.
graadifiorum (2n=16) com a donador de pol.len i D. elarum (2n=32) o D. oxysepalum (2n=32)
com a receptors. en els que nomeés es va desenvolupar un 30-35 % de les granes. Aquestes

268



EsT

degeneren o avorten perqué hi ha una tendéncia a la 1 oliplofditzaci6 del nucii de I'endosperma
i de I'embridé com a conseqiiéncia de la hibridacid (JANKUN, 'oc. cir.). Algunes granes es
desenvolupen, encara que I’endosperma no sigui viable.

En el génere Aconitum també trobem un exemple d’hibridacid enire dues espécies amb
diferent nivell de ploidia: A. napellus subsp. skerisorae (2n=32) i A. vcriegatum (2n=16),
(ZiELINSKY, 1982a, 1982b). En aquest sentit, el presumpte hibrid entre 4. hcoctonum i A.
aapellus, wobat a la localitat de la Vall de Liosas (Osca), en ca. _» ser-ho, provindria de
parentals amb diferent nivell de pioidia, perd cal una investigac.6 més acurada per assegurar-
ne Pexisténcia real.

LEGRO (1961) va intentar encreuar C. gjacis (2p=16) amb D. elarum (2n=32) sense cap
mena d’éxit. En aquest cas, a part del diferent nivell de ploidia, es tracta d’un encreuament
intergenéric de dos taxons molt allunyats filogenéticament, en qué les barreres genétiques han
de ser importants.

Aquestes dades adguireixen una gran transcendéncia perqué demostren que les
mtacions cromosdmiques estructurals no son per si mateixes suficients per explicar
I'especiacié en aquest grup de plantes. excepte aigun cas com seria D. bolosii. Els mecanisines
de seleccid sér: ¢.s Unics capagos de produir combinacions i recombinactons de diferents gens
que impliquin barreres citogenétiques i. conseqiientment, reproductives (BEADLE, 1963).
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7. ELECTROFORESI D’ISOENZIMS

7.1. INTRODUCCIO

L’electrofores: d'isoenzims ha tingut un paper important en diferents disciplines de la
biologia que ha permés donar nous enfocaments, entre d’altres, a la sistematica (GOTTLIEB,
1977; CRAWFORD, 1989), als processos evolutius i les relacions filogenétiques (GOTTLIEB,
1971, CRAWFORD, 1983), a la genética de poblacions (HAMRICK, 1989) : també s’esta
convertint en unz eina important dins el camp de la biologia reproductiva (RITLAND & JAIN,
1981; RiTLAND, 1983; LoverT DousT & LOVETT DousT. 1988 BROWN er al., 1989, 1990).

Aquesta técnica es fonamenta en |'existéncia, en tots els éssers vius, d’isoenzims
(MARKERT & MOLLER, 1959), és a dir, enzims que posseeixen |2 mateixa funcié puix que
«ctuen sobre el mateix substrat, perd que son estructuralment una mica diferents. Aquest fet
implica una diferent mobilitat electroforética. propietas descoberta per HUNTER & MARKERT
(1957). que possibilita la seva separacid histoquimica en un substrat adequzt. En els darrers
anys s ha produit una gran extensio ¢ treballs de recesca en aquest camp que ha componat
un bzgatge molt consolidat d’aquesta técnica (SOLTIS ef al.. 1983. WENDEL & WFEDEN, 1989;
KEPHART, 1990) i un corpus cientific de prou gruix per a la seva interpretacié (SOLTIS &
SoLTis, 1989; HaMmRrick & GopT, 1989).

L’aplicacio av .a tecnica isoenzimatica a la botanica ha proporcionat un ampli ventall
o espectre de marcadors genétics que rcporten avantatges respecte als marcadors morfologics
emprats tradicionziment (BROWN & WEIR, 1983; HAMRICK, 1989). D una “anda, es tracta
d’una font de dades molt abundants per a I’analisi de la diversitat genética de les poblacions
naturals, sense estar subjectes o influides pels factors externs mediambientals. Tampoc depén
de la mida de I'individu ni, en principi, de I'estadi fenologic. 1a que molts d aquests enzims
s'expressen durant tot el cicle de la planta. D’altra banda, I especificitat isoenzimatica permet
atribuir al.lels a Joci concrets, que fan possible la comparaci6 entre individus o poblacions en
base a pocs /oci, alguns dels quals s6n molt polimorfics per a la majoria de poblacions. Les
diferéncies al.l2liques es detecten com a diferéncies de mobiliiat. independentment del paper
funcional o del grau de variabilitat de I'enzim. S’ expressen codominantment i possibiliten el
coneixement de les proporcions de segregacié mendeliana cludint el  oblema d'aillar els
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parentals i realitzar els encreuaments corresponents. A part, també reporten informacié sobre
I’origen hibrid, ia duplicacié dels gens o la poliploidia (WEEDEN & WENDEL, 1989). Amb tot,
cal tenir present que la molécula de DNA és molt gran i que la informacié que s’olté de
I’electroferesi d’isoenzims correspon a una part del DNA total 4u= és proporcionalment molt
petita i, per tant, parcial, perd no per aixé menys valuosa. A més, com que el codi genétic és
degenerat (dif=rents tiplets de nucledtids poden codificar el maieix aminoacid), una mateixa
mobilitat electroforética pot estar asscciada a variants diferents de! gen analitza:. Per les dues
raons, ks estimacions de variabilitat en base als iscenzims son sempre per defecte.

Els valors dels pardmetres de variabilitai genética obtinguts a partir d aquesta récnica
permeten fer comparecions entre tixons. El darrer recull de dades de diversitat isoensiniiiica
de qué actualment es disposa el portaren a terme HAMRICK & GODT (1989) amb un totai de
449 espécies que corresponei a 165 géneres (dades publicades durant el periode 1968-1988).

Fel que fa a la biclogia de la reproduccid, els .socnzims son marcadsrs que
proporcionen evidéncies directes sobre el tipus de reproduccid i les seves conseqiéncies
genétiques. Una andlisi precisa i profunda d’aquests sistemes reproductius pot donar una
estimacié de la seva transcendéncia en la determinacié de |'estructura de Ja poblaci6 i la scva
evolucid potencial. Temps enrere, hom pensava que les analisis genéuques requsrien una
revisié direcia de ies interferéncies amb la morfologia 1 |'anatomia reproductiva. Ara cal
reconéixer que c¢is sistemes reproductius prenen lloc en un context ecologic i estan subjectes
a factors den sgrifics 1 ae seleccio natural. E! mode de pollinitzacié. la dinamica de
produccié de flors, la densitat, el ritme de floracid i tota I'ordenacié en veinatges en I'espai
interaccionen amb els sistemes reproductius de manera que la progénie pct haver estat
organitzada en una adaptacié gens alegtona. Aquests mode’;: determinen |'extensid de la
seleccid i troben esdeveniments que condueixen a canvis microevolutius dels sistemes de
reproduccid (BROWN e al, 1989).

Aquest tipus d estudis es poden realitzar a dos grans nivells: I’ imra 1 I interpoblacional.
Segons ei nivell que considerem, la filosofia és diferent. En ¢ls estudis intrapoblacionals.
s’obté una gran piccisio en la informaci6 genética de cada individu perqueé es procura treballar
amb el mixim nombre de loci. pero sempre a costa de la mida de !a mostra. En canvi, a nivei
interpoblacional es consideren pocs loci ben seleccionats, per¢ cal maxirmitzar el nombre
d’individus emprats per 1'estudi (SHAW & BROWN, 1982). Sempre es pot completar o validar
aquest tipus ¢ informacid amb chservacions de la seva histona natural com. per exemple. ¢l
comportament dels pol. linitzadors.

BROWX er al (1989) van assenyalar alguns aspectes de la biologia de la reproduccia
que es poden iniuir mitjangant aquesta técnica:

a) Si I'autogamia és completa o parcial en cada individu.

b) Si I"apomixi és obligada o facultativa, és a dir, si també hi ha reproduccié asexual.

c} en plantes entomofiles, si 1'al.logamia és completa o parcial i si les visites son

efectives.

d) Si les granes d'un fruit provenen del mateix parental (estudis de progerie).
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¢) Si els sisiemes reproductius est2n correlacionats zmb la distribucié espacial.
f) Percentatges d’autcgémia ea plantes cleistgames o casmogaines.
g) St hi ha awtoincompatibilitat criptica o competércia gametofitica.

En el conjunt de les Delphir._ze, per les referéncies que disposem, son escassos els
treballs d’electrofores: d’isoenzims que s’han dut a termie. JENSEN (1963) realitza un estudi
electroforétic pioner en gels d’acrilamida per separar isoesterases. isopolifencioxidases i
isoperoxidases d'Aconitum paniculatum Lam. En gels de midd, ZIELINSKY (1982a, 1982b),
miyan¢ant ’electroforesi i lz citogenética, evidercia hibridacions entre 4. napellus i A.
~ariegatum L., dues espécies amb nombres cromosdmics diferents. WASER (1987) analitza la
variaci6 j;:-nética espacial en una poblacié de D. nelsonii Greene. Finaiment, RICHTER ef al.
(1994) estudien la variabilitat genética interpoblacional d'una espécie endémica nord-
ame- -ana, D. viridescens Leiberg.

En la nostra area d’estudi, aquesta técnica ha estat emprada per a la identificacié de
varietats comercials, com per exemple de clavells (MESSEGUER, 1987) o d"avellaners (ROVIRA,
1993). o per dur & terme estudis taxondmics i evolutius en el génere Androcymbiwm Willd.
(PEDROLA, 1993; CAUJAPE, 1995) 0 en Cheirolophus Cass. (GARNATIE, 1995).

L objectiu d’aquest capitol ha estat doble. D'una banda, posar a punt la técnica
d’eiectroforesi d’isoenzims al nostre laborator per a les espécies de la tribu Delphinege (veure
qu'ns enzims es resok:a millor en aquests taxons i en quin tipus de gel. pH, condicions
eléctniques, etc.). D’altra banda, i com a primera aproximacid. fer una estimacié de la
vaniabilitat genética d’aquestes cspécies, que serviran per poder argumentar o donar forga a
d'altres resultats obtinguts er: anteriors capitols. Atés |'elevat rombre d'espécies que
conformen aquesta memoria. ens ha sembiat més interessant centrar-nos €a tres exemples del
génere Delphinium: el subgénere Delphinium com a anual, citogenéticament molt sembiant
: amb escasses barreres genétiques. i en dues espécies perennes. D. bolosii (especie disploide)
i D. montanum (espécic tetraploide). que manifesten un interés especial pei fet de ser
endémiques d'aress molt restningides.

7.2. MATERIAL 1 METODES
7.2.1. MATERIAL

El material vegetal emprat per preparar els exiractes de les mostres que s'han
d"analitzar pot ser. en principi, qualsevol teixit que presenti prou activitat enzimatica. Diversos
autors han assajat mostres d’origen ben divers com ara fulles, tiges, puntes 4 arrels, llavors,
plastules, pol.len, parts dei fruit i, fins i tot, algun espécimen d herbari (W=NDEL & WEEDEN,
1983). Només hem assujat fuiles joves i llavors. Les granes. malgrat que alguns enzims com
ara I'ADH resolen molt bé i sin un material molt idoni i comode perqué ens estalvia tota la
problemitica de mantenir els individus vius, presenten. malauradament, dos inconvenients
importants. D’una banda, les granes dalgunes espécizs anuals son massa petites, cosa que
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comporia assolir peca quantitat de mostra, que pot implicar que la tincié també esdevingui
més flvixa. D’altra banda, la irrepetibilitat de I’experiéncia, ja que I'obtencié d’extracte
pressuposa la destruccié de I'individu potencial. També vam realitzar aigunes proves amb
pol.len, perd alguns enzims com 'MDH mostraven zimogrames amb més bandes que els
obtinguts o partir de fulles, cosa que dificultava la interpretacid, fenomen que ja va descriure
GARNATIE (1935) en Cheirolopius.

Finalment, doncs, hem treballat majoritdriamert amb fragments de fulles que provenen
de germinacié (cf. capitel 3) en lec espicies anuais o bc de recol.leccié directa al camp, en
les perennes. Préviament es van dur a terme div-rsos assaigs per ta' de comprovar que les
fulles recollides 24-48 hores abans de I'extracc.d i mantingudes a temperatura ambiental no
perdien la seva activita: enzimatica. La recol.leccié de fuiies en les seves poblacions naturals
té I'avantatge de ser un métode conservatiu, ja que no malmet en absolut la poblacié, molt
1mpcrtant en el cas de plantes endérniques que poden tenir problemes de jreservacié com son
D. bolosii o D. montanum. A part, és més comode perqué evita les tasques de trasplantament
d’indiviius del camp 2 testos. Les granes de les espécies anuals utilitzades ~n els experiments
isoenzimatics han estat recol.lectades i sembrades aleatdriament, mentre que les fulles de les

espécies perennes del mostratge fet al camp, es van recollir fent un transecte, tot procurant
abra¢ar la maxima variabilitat.

Hem estudiat isoenzimiticament dues poblacions de D. bolosii (BOL1 i BOL2), dues
de D. montanum (MON1 1 MON2) i quinze poblacions d’anuals que cc Tesponen a un total
de deu especies del subgénere Delphinium (FAV1, FAV2, FAVi. MACI, OBCIL. COSI.
BAL1. VERI, VER3. GRAI, GRA2. GRA3. DAVI. PERI1 1 VIR]) les caracteristiques de les
quals i la seva situaciv geogratica es detailen a la taula 1.1. 1 la figura 1.1, respectivament,
exce; :e les 3 darreres. Hem inclos dades de tres espécies de Turc :ia, tot i que no pertaayen
a I'area d’estudi. Les hem usat com a grup de referéncia extern o outgroup. Les granes han
estat proporcionades pel Dr. Ilarslan de la Universitat 4’ Ankara i la referéncia cs troba a la
taula 7.1.

Taula 7.1. REFERENCIES DE LES LOCALITATS ESTUDIADES DE TURQUIA.

TAXON COD! LOCALITAT DAaTA PLEC TESTIMONI RECOL.LECTOR

D dovisiiMunz DAV An: Zonguidak, Glyenren  7-8-84 ANK 11618 larsian

D peregrimum L. PER!  An: Mardin, Bikirkini 4-7-85 ANK 1-1637 larsian

D. virganm Foir.  VIR1  An: Antalya. Termessos 8-7-87 ANK 1-1645 Harslan

S .S TR A SO S 1. S SR RN SN,
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7.2.2. METODOLJUGIA
ELABORACIO DEL GEL ! DELS TAMPONS DE GEL | D'ELECTRODE

Fer a la separacié electroforética de mescles complexes de proteines hi ha diversos
fipus de suports: gels de midd, de poliacrilamida, d’zgarosa i membranes d’acetat de
cel.Julosa, tot i que els dos darrers no s’usen per separer isnenzims. De “et, els gels de mido,
desenvolupats per SMITHIES (1955), son els emprais més usualment per diversos motius- baixa
ioxicitat, la preparacié és senzilla, permet una carrega facil de mostres i les despeses sén
relativament baixes, malgrat que els de poliacrilamida presenten un poder de resolucié i una
flexibilitat superior (WENDEL & WEEDEN, 1989). En el nostre estudi hem utilitzat gels de
mido.

Durant un periode de proves (sis mesos) hem assajat, de manera forga empirica encara
que seguint les recomanacions d’altres cutors (SOLTIS er al.. 1983. WASER, 1987:
M. 3SEGUER. 1987; SoLmis & SoLTis, 1989: PEDROLA, 1993; CaUJAPE, 1995), les diverses
combinacions dc tampons i gels amb modificacions del pH per trobar ¢is paramet-es adients
que possibilitin la millor resolucié deis enzims. Les condicions optimes establertes per al
nosre material s’indiquer: a la taula 7.2.

Cada gel s’ha preparat 2 partir de 27 g de mido —cquanuitat acordada en.iricament que
assegura una consisténcia suficientinen! bona—. que equival a una concentracio del 10-11 %.
La solucid de tampé de gel corresporient a cada enzim s"ha eiaborat seguint el protocol de l2
taula 7.2 per un volum final de 250 ml.

Taula 7.2. CARACTERISTIQUES DELS DIVERSOS GELS.

ENZIM GEL pH TAMPO DE GEL TAMPO CONDICIONS
D'ELECTRODE ELECTRIQUES
ACC insctrat 7.0 3.2 mi d'dcid citne 03 M acid honc 03 M ajustai | fase 150 V. 40 mA. 0.3 b
sustat a pH 70 amh Tris 3 pH 82 amb NaOH Jfase 300V 0 mA_ 44
061 M
6PGD  Morfohng caral 6] W citre DI M austst 2 daid citne 03 M amsat | fase 180 V. 2o mA D3 h
pH 6.1 amb morichns apH 61 amb morfohna 2 fase 200V 3G mA. 35 h
AAT/GOT Borat de liti 8.2 Tris 0.33 M. acid citrx IOH 0039M ad | fase 150 V. 30 mA. 03 b
PG anhidre 0.005 M. 3¢ boric  béric 0,263 M ayustar 2 2 fase 300 V. 40 mA. 4-5 1
€03 M. ajustar a pHE2  pH 8.0 amb L1OH o
amb LIOH 0.04 M acid bonc
PGM  Hisudma<citrst 5.7 L-hissiding {base Hiire) Trnscrat 0.1 M ajustar | fase 150 V. 40 mA_ 03 h
MDH agjustai apH ST amb acd  apH 57 2fase 200V 40mA 3 b
ADH citne 03 M

ME Tris-citrat §2 €25 mide Trs DOI M acid bink 03 M austat | fasc 150 V. 40 mA 03 h
siustat & pH 8.2 amb dcd 2 pH 8.2 amb NaOH 2fase 200 V. 40 mA. 4 h
citne 03 M
00 0000 2 SO SN AT S
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Per tltim, es preparen uns 400 ml del tampd d’eléctrode adient al gel utilitzat (¢f. taula
7.2.) i es reparteix entre les cubeies del citode i de 1'anode.

EXTRACCIO. CARREG?. DE MOSYRES | ELECTROFORESI
El tampé d’extraccid, preparai amb una antelacié minima de dotze hores (cf. waula

7.3.). s’ha elaborat seguint les recomanacions de PEDROLA (1993) i CALIAPE (1995).

Taula 7.3. COMPOSICIO DEL TAMPO D’EXTRACCIO.

Per 50 mi de solucid Tris 0,05 M1 acd citnc 007 M
0,05 g de cisteina HCl
0.05 g d'imid ascorbic
4.0 g de poltvinil-pilorridona (PVP-40)
3C pl Ge 2-mercaptoetanol

Empiricament. hem comprova:. com les fulles més joves oferien una major activitat
enzimatica enfront de les més velles. Es per aquest motiu que la nostra tria s'ha fet amb
aquest criten, utilitzant, fins 1 tot. fulles cotilednnars. S afegeix a la mostra un volum dz 100-
200 ul de tampd d’extraccio i s’ homogeneitza la mescla amb una ma de morter fins a la total
alliberacié dels enzims. Aquests enzims son forga termclabils 1. per aixo, cal agilitzar al
maxim tot el procés i es realitza en condicions de fred. Si convé. es guarden momentaniament
les mostres al congelador fins al moment de la carrega cel gel.

Submergim fragments rectangulars de paper de filtre Whatman num. 3 d’una mida de
8 x 3 mm. a fi que s'impregnin totalment de I'extracte. Lis extractes no emprats es conserven
duramt forga temps al congelador a -46°C. amb ['excepcio dels uulitzats per a 1'estudi de
1"ACO. molt sensible al fred. A temperatura ambiental es deterioren rapidament.

Amb i ajut d'unes pinces i de paper absorbent. se sequen els rectangles de paper de
filtre per eliminar 'excedent d'extracte (fet que aporta una millor Jefinicio final) [ es
dipositen verucalment en el gel. A un extrem del gel es colloca un rectangle de paper
impregnat d’ una solucid de blau de bromofenol. que actuara com a indicador de la mobilitat
de! fromt.

Un cop dipositat el gel en la unita: d’electroforesi corresponent. es regula la font
d’alimentacié (cf taula 7.2.) 2 una primera fase en qué les proicines es desprenen dels su;orts
de paper i s"incorporen al gel. Transcorregut aquest periode. s’ atura |"electroforesi. s eliminen
els rectangles de paper. es neteja la zona de tall i es fan migra- els enzims en una segons fase
en les condicions eléctrigucs adicnts (¢f taulz 7.2.) en funcid dels tipus de tampo.
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TALLAT DEL GEL t TINCIO

Una vegada ha finalitzat Ielectroforesi, es talla ei gel transversalment en capes d’entre
1 i 1.5 mm per poder fer el mixim de tincions possibles. Preparem de manera extemporania
100 ml de les solucions de tincid segons els enzims que ens interessi revelar. seguint els
protocols de la taula 7.4., basats en ies recomanacions de SHIELDS et al. (1983), VALLEJOS
(1983) i WenDEL & WEEDEN (1989). Hem indicst el nom de I'enzim segons I’Enzyme
Comission (EC) aixi com el nom emprst habitualment. Hem comprovat empiricament com
en el seu recorregut en el gel, els enzims mostren una trajectoria curviiinia lleugerament
descendent i. per aixd, gairebé sempre resulten més adequades les capes inferiors.
Posteriorment, es tapa la cubeta amb paper de plata per evitar 1'evaporaci6 de les solucions
de tincié 1 es col.loca a I'estufa, a la foscor o0 a temperatura ambiental segons indiqui el
protocol de la tincio. Es deixa incubar un temps minim de 30 minuts. perqué reaccioni an.b
el substrat. Posteriorment, es renta amh aigua de 1" aixeta per deturar les reaccions que hi tenen
lloc. Finalment, el zimograma obungut es diposita sobre un vidre blanc per realitzar la
fotografia corresponent o dibuixar-ne la interpretaci6. Totes les fitxes i negatius es conserven
al Laboratori de Botanica de la Facultat de Farmacia.

Dels 17 enzims assajats: ACO. AAT/GOT. ME,. MDH. PGM, 6PGD. PGI, ADH. SDH.
EST. PRX, CAT. FDH. LDH. LAP. GDH i IDH. només s’han resolt satisfactoriament els 8
primers. | I’ADH exclusivament per a les granes. D’una banda. les esterases (EST) sortien
patinades (alguns autors recomanen elimina: el mercaptoetanol del tampé d’=xtraccié per
aquest enzim), cosa que dificultava 1'assignacié correcta dels al.lels. De 1'altra, 1a resolucié
deis enaims GDH. IDH 1 SDH era massa fluixa per poder ser interpretada amb seguretz i Ja
resta d'enzims (CAT. PRX, L. AP, LDH 1 FDH) no es tenyien gens. A la taula 7.4. només hem
inclos els protocols per preparar les tincions dels enzims que s han considerat.

7.2.3. PARAMETRES MESURATS

A partir de la interpretacio dels zimogrames obtindrem els genotips individ-als. que
permetra. calcular les freqiiéncies al lehiques de cada poblacio. Aquestes. a la vegada. s'usaran
per determinar els parametres poblacionals. descrits per GOTTLIEB (1981), que possibiliten 'a
comparacic de la varabilitai genética interpoblacional i interespecifica. Els parametres
discriptors que hem considerat basics per quantificar la vanabilitat genética d’acord amb els
parametres 1soenzimatics de les nosires mostres son-

a} Nombre mitje d 'al leis per locus (4): s’obté a partir de |a raé entre el nombre total
d"al le!s de tots els joci d’'una poblacid ' el nombre de loci.

b) Proporcio de gens polimorfics (P): és el percentatge de loci polimorfics respecte
al total de loui estudiats. En principi. un locus és polimorfic quan presenta més d'un al.lel.
En el nostre ~as, hem pres ¢i criteri de considerar un /ocus polimorfic quan la freqiencia de
I"al lel més comu és inferior a 0,95, que és el més usat (SWOFFORD & SELANDER, 1989).
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c) Heterozigosi observada (Ho): és el quocient entre el nombre d’heterczigots per a
un gen determinat en la poblacié i el total de genotips estudiats.

d) Heterozigosi esperada (He): parametre que es calcula a partir de la formula:
He=1- ¥X?
on X, és la freqiiéncia de I'al.lel 1.

Aquests dos ultims parametres son molt usats per donar una estimaci6 dels sistemes
reproductius (RITLAND, 1983; BROWN, 1990; BARRET & KOHN, 1991). Per comprovar si les
diferéncies detectades entre | heterozigosi esperada i I’observada poden ser degudes a diferents
niveils de consanguinitat, vam calcular I’ fndex de fixacié de Wright (F) (WRIGHT. 1933, 1951)
per a cadascuna de les poblacions. Aquest index compara | heterozigosi esperada i I’observada
segons la formula:

F = (He - Ho) / He

F pren vaiors que oscil.len entre -1 1 1. Els valors positius d"aquest parametre indiquen un
excés d’homozigots (nivells més aits d autogamia). mentre que els valors negatius representen
un excés d’heterongots.

A partir dels valors de F es pot celeular el coeficienr de reproduccio encreuada o
al logamia (1) (WEIR, 1990) segons la formula:

t=(1-F)/{1+F

Aquest index permet estimar el sistema reproductiu. Els valors propers a 1 indiquen
aparellaments a 1'atzar o panmixi.

Paral.lelament e< pot calcular el cocficienr d ‘auic. amia ’s) (CLEGG, -~ 0, que és la proporcid
de sistemes reproductius que son causats per autogamia. a partir de la segiient formula:

s=1-1

Generalment, les especies iutogames mantenen més la seva diversitat genétic~. entre
poblacions que intrapoblacional nent que en les espécies al.logames (BROwWN, 1979).
L’estadistica de I'index de fix7:i6 de Wright ens permetra comparar aquest parametre a
diferents nivells: F representa la desviacié de la llei de Hardy-Weinberg dins cada poblacio,
F; mesura la fixaci6 interpoblacional i F,, és la fixacio total, considerant totes les poblacions
en el seu conjunt.
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Taula 7.4. PROTOCOL DE TiNCIO.

ACO: ECA2).1. ACONITASA

Tris 0.1 M 100 mi
MTT 20 mg
NADP Smg
PMS Smg
MgCl, S mi
Acxd cis-aconitic 60 mg
iDH U

Cai escaifar Ia uncyd. 'extracie ha de ser extemporam
6PGD: E.C.1.1.1.49 6 FOSFOGLUCONAT DESHIDROGENASA

Tris 0.1 M 100 mi
MTT W0 mg
NADP Smg
PMS 6 mg
Acwd fosfogiuconk 30 mg

Cal escalfwr 1a solucé de uacio

AAT/GOT: EC246.1.1. ASPARTAT AMINOTRANSFERASA(GLUTAMAT OXALACETAT TRANSAMINASA)

Tampd AATGOT 100 mi
Pindoxal 10 mg
Fast Biue 206 mg

(TAMPO AAT'GOT Tns 0.1 M. dcd cotoghatiny:. acrd asparc. ajustar 2 pH 8.0 amb HCH
La solucid de b &s fotosensible. sha & proparas mipsd 1 col bocar fa cubeta de uncit 3 ia foscor

PGi: E.C53.1% FOSFOGLUCOISOMERASA

Tos 01 M 00 mi
MTT Xmy
NADP 8 mg
pPMS & my
Frocioss-6P 2 mg
G6PDH U
PGM: EC5412 FOSFOGLUCOMUTASA
Trs 0.1 M 100 mi
MTT 20 mg
NADP 8 mg
PMS 6 mg
MgCi. I mi
Glucoss-1P 2 mg
G6FDH U

Cal escaifar la sobucid de o

MDH: E.C.1.1.1.37 MALAT DESHIDROGENASA

Tos 0.1 M 5 mi
MTT 15 mg
NAD iSmg
PMS 4 mg
Solucrd mals: 0.1 M 25 mi {(mustada a pH 7.5 amb Na (O,
ME: E.C.1.1.1.40 ENZIM MALIC
Trss 6.1 M 100 mi
MTT 10 mg
NADP 8 mg
PMS 6 mg
Acid .nalic 300 mg

Cal ajustar tota 13 s0.aci6 de uncsd 2 pH 8.0 amb NaOH

ADH: EC.1L1L1L ALCOHOL DESHIDROGENASA

Trs 0.1 M 100 mi
AT 20 mg
NAD W my
PMS 4my
Alcohol ctihc imi

320 0 S N
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Els valors de tots aquests parametres es van calcular, per a tots els loci interpretats,
a partir de les freqiéncies individuals processades mitjancant el programa BIOSYS-1, versi6
1.7 (SWOFFORD & SELANDER, 1989). Alguns calculs es van haver de realitzar de forma
semiautomatica perqué ¢l programa BIOSYS no admet casos d heréncia tetrasdmica com tenia
tioc en e} PGM-1 (vegeu més endavant). Aquest sistema no s’ha inclos en els calculs de F,
Fs;i Fir. com fan MACHON er al. (1995).

7.3. RESULTATS

Durant |'etapa de proves es van dur a terme més de 300 experiments, que ens han
permés resoldre amb prou nitidesa per a poder interpretar 11 loci de 6 enzims pel subgénert
Delphinium. 13 loci de 8 enzims per D bolosii i 8 loci de 5 enzims per D montanum, que
tot seguit descriurem amb més detall.

7.3.1. ANALISI DELS SISTEMES ENZIMATICS

A continuacio. descriurem breument els patrons de bandes obunguts per a cadascun
dcls sistemes enzimatics que han estat resolts en aquest treball. Per a tots els enzims on s'ha
interpretat més d un sistema enzimat:c. hem associat un nombre al sistema comengant per les
reg.ons d activitat siiuades en les zones de! gei corresponents als 1scenzims més rapids en la
migracid cap a !'anode, ¢s a dir. els més distants de l'origen de migracié. En cadascun
d’aquests sistemes. a 1"zl lel més rapid se i ha atorgat la lletra a. al segon més rapid. la b 1
aixi successivament.

Vam realitzar homologies | proves comparatives per tal de verificar les mobihtats
enzimatuques. No sha portat a terme. pero. una analisi de la progémie o programa
d"encreuaments controlats per confirmar la base genética dels difererits patrons de bandes
obtinguts, perque el temps dispomble no abragava una generaci6 suplementana. D altra banda,
les intensitats de les bandes dels heterozigots s’ ajusten a I"assumpci6 d heréncia codominant
1 ¢l nombre de bandes va ser coherent amb |'esperat a partir del coneixement de 1'estructura
quaternana (nombre de subunitatsj de | enzim.

ACONTASA (ACO)

En la tincié d’aquest enzim de comportament monoméric. hem detectat dues zones
d’activitat ACO-1 1 ACO-2, amb una mobilitat electroforética molt similar, fins al punt que.
en la nostra interpretacio els al lels dels dos sistemes s’ cncavalquen parcialment. especialment
en el subgénere Delphinium. cosa gue dificultava la interpretacio. La deduccio d aquest patro
ha estat feta 2 partir de la intensttat de les bandes 1 perque era | inic model que explicava la
preséncia de quaire bandes en 'a poblacié FAV3 (¢f. figura 7.1.), 1 de patrons de dos 1 tres
bandes en el mateix gel en moltes poblacions.
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En e! primer sistema (ACO-1) hem detectat tres al.lels, un dels quals (el b) esta
practicament fixat en la majoria de poblacions del subgénere Delphinium del mostratge,
excepte en la poblacié FAV3 i I'espécie D. gracile. En els tiaxons perennes, D. bolosii esta
fixat per I'heterozigot ab, i D. montanum V’heterozigot també sembla fixat, encara que en
aquesta espécie no hem interpretat I"'ACO, perqué alguns individus no es veien prou bé.

El sistema ACO-2 del subgénere Delphinium és un xic més variable, perd només
manifesta dos al.lels i una gran preséncia d"homozigots. Er D. bolosii aquest sictema esta fixat
per l'al.lel a.

Figura 7.1. Zimograma de 'enzim ACC de D. favargeri (FAV3).
(les dues darreres mostres son de Consolida i les 2 penultimes de D. verdunense)

ASPARTAT AMINOTRANSAMINASA (AAT / GOT)

Aquest enzim mostra un comportament clarament diméric. ja que apareixen
heterozigots amb una banda intermédia tenyida amb una major intensitat (cf. figura 7.2.), que
segueix [a hipdtesi de la codominancia. tot i que a vegades la intensitat no és ben bé el doble.
Aquest enzim presenta dues zones d’activitat: AAT-1 i AAT-2.

El sistema AAT-1. en qué hem detectat tres al lels. est2 molt fixat per a la majoria de
taxons anuals, excepte per a les especies D. favargeri (cf. figura 7.2.) i D. gracile. En els
taxons perennes del mostratge s'observa una major variabilitat.

La mobilitat del sistema AAT-2 esta marcadament separada de la zona d’activitat del
sistema AAT-1 i, per aix0. no hi ha hagut interferéncies de b ndes que dificultessin la seva
interpretacio. No obstant aixo. no sempre es resolia o bé. apareixia molt fluix i I escas contrast
del patr6 de bandes respecte del fons vermellés que adquireix ei gei en la tincié d aquest
enzim, no permetia una interpretacio segura. Aixi doncs. les dades provinents d aquest /ocus
no han estat incloses en els calculs efectuats.
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Figura 7.2. Zimograma de I'’enzim AAT de D. favargeri (FAV2).

ENZIM MALIC (ME)

Aquest enzim nomes conté una regid d’activitat. encara que en alguns taxons hem
detectat bandes d una intensitat molt feble per sobre d’aquest sistema. comparativament massa
fluixes per ser considerades com una altra regi¢ d’activitat i. a més, no sempre apareixen.
Probablement es tracta d’algun art=facte de la tincié.

Aquest enzim esta molt fixat en molts taxons anuals | és més variable en les espécies
perennes. Vam identificar un total de cinc al.lels en les espécies anuals i tres en les perennes,
destacant la gran fixaci6 de I'al.lel ¢ com a fet caracteristic tant en el subgénere Delphinium

com en D. montanum. Tcts els al.lels presenten mobilitats restringides a un segment molt
estret del gel.

Un altre fet destacable associat a |'enzim malic és que en les espécies anuals mai hem
detectat heterozigots, fenomen que ja va reportar CAUJAPE (1995) en 33 poblacions del génere
Androcymbium. En canvi. en D bolosii i D. montanum (cf. figura 7.3.). les diferéncies de
gruix entre algunes bandes ens han permés atribuir alguns heterozigots, perd ha estat
impossible determinar el nombre de subunitats que constitueixen aquest enzim, ja que
quedaven massa juntes. A la bibliografia consultada s'ha descrit que aquest enzim manifzsta
un comportament tetramer (WEEDEN & WENDEL. 1989: KEPHART. 1990).
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Figura 7.3. Zimogruma de ’enzim milic {ME) de D. montanum (MON2).

FOSFOGLUCOMUTASA (PGM)

La tincié d aquest enzim mostra clarament dues zones d’activitat, PGM-1 1 PGM-2,
amb un comportament monoméric. En alguns 1axons. pcro. son tan properes que €1 ocasions
és dificil discnminar on acaba una 1 comenga I"altra. Amb tot. I'especial nitidesa de resolucio
d’aguest enzim ens va permetre discernir diferéncies molt petites de mobilitat. Hem detectat
un total de 8 al.lels per al PGM-11 5 per al PGM-2 en el subgénere Delphinium i un nombre
inferior en les espécies perennes.

En cl sistema PGM-1. I'elevada preséncia de bandes contrasta amb la d’altres sistemes
monomerics estudiats com ¢l PGM-2. Aixo ens va conduir a pensar que I'tinica inicrpretacié
genética compatible és una segregaci6 tetrasomica. originada en una duplicacié genética.
Aquest fenomen. poc reportat a la bibliografia en espécies diploides. ha estat donat a cor.éixer
per MACHON ef al. (1995) per a algunes espectes del genere Ulmus El nostre model de
bandes s’adapta perfectament a la interpretacié donada per aquests autors. El PGM-2 té un
comportamer:t monomeric tipic. Aquest diferent comportament és factible perque aquest enzim
esta controlat per dos gens que presenten una distribucié subcel.lular diferent: ¢l PGM-1 es
troba al cloroplast i | PGM-2. al citosol (WEEDEN & GOTTLIEB. 1980; STUBER & GOODMAN,
1983: WEEDEN & WENDEL, 1989: KEPHART. 1990).

En el subgénere Delphinium. aquest enzim mostra una gran variabilitat (¢cf. {igura 7.4.),
mentre que en les dues espécies perennes estd molt més fixat. Tot i aixo, en les espécies
perennes els patrons de bandes son diferents. D. bolosii presenta la mobilitai dels al.lels del
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PGM-1 molt similar a les anuals. perd eis al lels det FGM-2 d’aquesta perenne soén molt més
ripids amb una mobilitat electroforética propera al sistema | (practicament es toquen). En D.
montanum els al lels del PGM-2 sén sensiblement més lents que en D. bolosii.

Figura 7.4. Zimograma de I’enzim PGM de D. favargeri (FAV2).

6-FOSFOGLUCONAT DESHIDROGENASA (6PGD)

El revelat d’aquest enzim posa de manifest un patré de bardes complex, atnbuible a
res zones dactivitat: 6PGD-1. 6PGD-Z 1 6PGD-3. La preséncia de nombroses bandes,
especialment en el sistema 6PGD-2 del subgeénere Delphinium (diploides). suggereix la
possibilitat que aquest gen pugui estar duplicat. hipotest que s’hauria de verificar per miya
d"analisis de progenie. D monianum també manifesta moltes bandes, perd en aquest cas és
atribuible a la seva dotacid cromosomica tetraploide (2n=32). La complexitat de la
interpretacio. junt amb el fet que semblava forga fixat. ens va ponar a no considerar el sistema
6PGD-2 per a la realitzacio dels calculs posteriors.

Els altres dos sistemes que si han estat interpretats, han permés identificar fins a 3
al.lels diferents en cadascun d'aquests. Mostren un comportament diméric que es pot
visualitzar en la figura 7.5. En les espécies del subgénere Delphinium estudiades. els al lels
més freqiients son els b d’ambdos sistemes, és a dir. eis de mobilitat intermédia.

Els individus del mostraige de D bolosii mostren un patro de bandes molt fixat. En
D. montanum. aquest enzim esta bastant fixat. Ei 6PGD-3 només té | al.lel, més lent que el
dels anuals.
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Figura 7.5. Zimograma de I'enzim 6-PGD de D. balansae (BALI\.

MALATDESHIDROGENASA (MDH)

El patré de bandes d’aquest enzim és molt complex, amb possibles duplicazions
(GOTTLIEB, 1982) i encavaicaments que poden donar lloc a petites diferéncies entre els
individus. Aquestes irregularitats han estat awrbuides a canvis de la conformacié post-
transcripcional de la proteina (GOODMAN er al, 1981 DOEBLEY ef al.. 1986), poden estar
associades a artefactes en el procés d’extraccio o del propi gel o a distorsions provocades pel
corrent eléctric. També s'ha descrit I'aparicié de bandes secundaries produides per complexos
amb cofactors o ions (ARULSEKAR or al.. 1986) o per la formacié de dimers intergénics
(GOTTLIEB, loc. cit.), cosa que fa que aquest enzim mostri una gran complexitat i una
interpretacié complicada.

En les nostres espécies hem detectat quatre regions d'activitat que corresponen als
sistemes MDH-1, MDH-2, MDH-3 i MDH-4, amb mobilitat electroforética molt propera, de
manera que no hi ha practicament separacid entre ells (¢f. figura 7.6.). D'aquests sistemes.
I’'MDH-2 no ha estat interpretat, donada la seva complexitat. La resta contenen 2, 3 i 3 al.lels
respectivament. Els zimogrames de D. monrtanum no han estat interpretats perqué el
zimograma va sortir molt distorsionat. Tot i aixi. igual que en el cas de D. bolosii, mostrava
un patré6 molt fixat
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Figura 7.6. Zimograms de I’enzim MDH de D. peregrinum (PER1)
i D. virgatum (VIR1).

FOSFOGLUCOISOMERASA (PGI)

La resolucié de les bandes d'aquest enzim no ha estat suficient per discernir quin
comportament t¢. Sembla forca fixat en les espécies anuals i més variable en les espécies
perenncs. En el subgénere Delphinium no |'hem interpretat perqué sovint sortia poc nitid i
lleugerament patinat. A vegades. depenent del tipus de gel {peré no sempre en el mateix),
apareix un sistema molt enganxat a | origen de migracid. En els taxons perennes —D. bolosii
i D. montanum— hem identificat dos sistemes. el PGI-1 i el PGI-2 de mobilitat electroforética
molt similar (cf. figura 7.7.). en ambdues especies. Aquests loci contenen 2 i 3 allels,
respectivament.

P N o Py "
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ALCOHOL DESHIDROGENASA (ADH)

Aquest enzim només s’ha resolt en granes. Tot i obtenir una bona resoluci6 d’aquest
enzim, ha estat interpretat Gnicament en I'espécie D. bolosii, que mostra un elevat grau de
fixaci6 (cf. figura 7.8.). En les espécies anuals apareixen moltes bandes de dificil interpretacié
i en alguns casos, a causa de la poca quantitat de mostra (les granes sdn molt petites), les
bandes han sortit massa fluixes i. consegiientment, son dificils de distingir per poder assignar
els al.lels corresponents.

Figura 7.8. Zimograma de I'enzim ADH (en grana) de D. bo'osii (BOL2).

7.3.2. PARAMETRES POBL ACIONALS | VARIABILITAT GENETICA

A partir de la interpretacio dels zimogrames. hem caracteritzat genotipicament cada
individu del mostratge 1 hem obtingut una taula de freqiiéncies al.léliques per a cada poblacid
(cf taules 7.5. 1 7.6.). Cal remarcar que |'assignacio dels al lels entre les espécies anuals i
perennes és independent | no es corresponen, ot 1 que alguns al.lels coincideixen. La mida
de la mostra per poblacio es consigna 1guaiment en aquestes taules. A partir de les freqiiéncies
al.lthques s’han caiculat els parametres basics descriptors de la variabilitat geneética
isoenzimatica representats a les taules 7.7.. 781 7.9.

7.3.3. PARAMETRES REPRODUCTIUS

La taula 7.10. recull els valors dels indexs de fixacio de Wright (F) per a cada enzim
1 la mitjana per a cada taxon. aixi com els valors dels coeficients de pol.limitzacid encreuada
(1) 1 d’autogamia (s). La taula 7.11. recull els valors de F. F¢; i F;; de totes les espécies en
que teniem inés d'una poblacio i una general de tots els taxons del mostratge del subgénere
Delphinium. que reflecteixen el grau de contribucié de els components intrapoblacionals,
interpoblacionals i totals. respectivament. a la variabilitat.

287



BIOLOGIA DE LA REPRODUCCIO EN DELPHINEAE A LA MEDITERRANIA OCCIDENTAL

Taula 7.5. FREQUENCIES AL.LELIQUES EN EL SUBGENERE DELPHINIUM.

POBLACIONS
Lows FAVI FAV2 FAV3 OBCI MACI COS1 BALl VERI VER3 GRAl GRA2 GRA3 DAVI PERI VIRI
o) 3% 3 30 3 s 30 30 2 3 3 330 28 30 15 13

e 0000 0000 0017 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0050 003 0000 0000 0000
b 1000 1000 095 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 0950 0964 1000 1000 1000
¢ 0000 0000 6033 0000 000C 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000

a 0183 0150 0067 0167 0100 0000 0000 1000 1000 1000 3000 1000 00683 0533 0933
b 0817 08350 0933 0833 03%0 1000 1000 0000 0000 0000 0006 0000 0917 5467 0067

0067 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0036 0000 0000 0067
C167 0000 0133 0100 0000 0000 0000 2000 0.000 0000 0000 0107 0000 0067 0067
U767 1000 0867 0900 080¢ 0900 1000 1,000 G9%7 1000 1000 0357 1000 0933 0867
0000 0000 0000 0000 0200 0067 0000 0000 0033 06000 0000 0000 0000 €000 0000
0000 0000 00600 0000 0000 €033 0000 0000 0000 0000 0000 0006 0000 0000 0.000

AAT-1 7 GOT-1

0000 0000 0000 0006 0000 0000 €006 0000 6000 0733 0750 069% 0000 0033 0000
0883 0783 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 0267 0256 0504 1,000 0833 1000
2117 0217 0000 0006 0000 0000 G000 0000 0006 ©O000 0000 0000 0000 0133 0000

ann b

€000 00i7 0000 0000 0000 (D00 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 6.000
0367 0033 0000 0000 0000 0000 0000 04035 0000 0000 0109 0000 0192 0000 0000
0033 0009 0000 0033 0000 0000 0000 0000 0000 0006 0000 0000 0542 0000 0906
0042 €002 0009 0000 0000 0000 0000 0043 0375 0000 0009 0000 0059 G000 0000
0192 0367 0033 0417 0000 0000 0000 0250 0058 0200 0200 0313 0209 0267 0284
0067 0283 025 0217 0400 0439 0242 0302 0042 0667 0683 0633 0000 0617 03500
0484 0392 0692 0558 0400 0500 2750 0370 042% 0042 0000 0000 0006 0067 0217
0017 0009 0009 0075 0200 0342 00090 0000 0000 OC084 0000 0000 0000 0050 0000

E o Y S S Y vbé ~" R

e 0000 0017 G000 0083 0000 00% 0050 0000 0106 004 0000 0000 0000 0233 0000
& 0000 0000 QUOC 0050 000C 0000 0000 0000 0083 G000 G017 06000 0000 0.000 0.000
¢ 085 0933 1000 0800 1000 0867 €90 1000 0817 1000 (983 0982 0000 0733 0333
4 O3 GOS0 €000 0033 0000 0083 0000 000G 0000 0000 0000 0018 0000 0000 056"

¢ 0067 GO0O €000 0033 0006 0006 0000 0000 0000 0000 0000 0000 1000 0033 0600

a 0033 0083 0017 0067 G100 0000 0083 0069 0033 0006 0000 0071 9133 0033 0000
b 0967 0917 0983 0933 0900 1000 0917 0931 0967 1000 1000 0929 0867 0967 1000

a G117 0050 005 0167 0000 0350 0083 0000 0017 005 0000 0071 0233 0700 0.067
b 0883 0300 0950 0835 1000 0383 0367 1000 0833 0930 1000 0357 0650 0100 0900
c 0000 GIS5¢ 0000 0000 0000 6267 00% 0000 01% 0000 0000 0071 07 0200 €032

“d

« 0130 0000 0000 0000 0000 0000 0000 000G
b 08% 1000 1000 1000 1006 1000 1000 1000

0.083 0000 0006 0000 0000 0367
0917 1000 1006 1000 1000 0633

oo
L4
§ <2

a 0000 0067 0083 0006 0800 0917 0000 0138 0183 035 0483 0857 0000 0367 0133
b 1000 0933 G867 0000 0000 0033 6033 06224 0383 0217 0250 0143 0000 G133 0400
e 0003 0000 0050 1000 0200 0930 0967 0638 0433 0433 0267 0000 1000 9500 0467

MDH-4
e 1000 0950 0883 0060 0200 0033 06000 031 025 1000 1000 1000 0000 0133 (067
& 0000 0050 0137 1,000 0806 0967 0917 0803 0600 0063 0000 0000 1006 0867 0933
¢ 0000 0000 0006 0000 0066 0000 0083 008 0133 0000 €000 000 0000 0000 0.000
d 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0017 0000 0000 0000 0000 0000 0000

{N) = Mids de ia mostra per poblacit
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Taula 7.6. FREQUENCIES AL.LELIQUES EN D. BOLOSII } D. MONTANUM.

S —
POBLACIONS POBLACIONS
Locus BOL1 BOL2 Locus MON1 MON2
) 36 36 ) 20 30
ACO-1 ME
a 0236 0.500 a 0.000 0.138
b 0,764 0.500 b 0.100 0,162
¢ G.900 6,700
ACO-2
a 1,000 1.000 GOT-1
a 0.05% 0.038
ME b 0675 0,650
a 0.69¢ 0.500 ¢ 0,278 0313
b 0,194 0378 :
¢ 0111 G.128 PGM-1
a 0.018 0,000
GOT-1 b 0250 0.238
a 0.069 0,596 ¢ 0.250 0250
b 0.9 0.431 d 0.431 G512
PGM-! PGM.-2
a 0250 0.250 ™ 0,000 0.025
b 0.750 0.750 b G.050 0.138
¢ 0.950 0.837
PGM-2
o 09i7 1.000 6-PGD-1
b 0,083 0.000 a 0.750 0.850
b 0078 0.12%
5PGD-1 ¢ 0178 G.028
a 0,000 4.000
b 1.000 1.000 6-PGD-3
a (1.938 1.000
6-PGD-3 b 0.062 0.000
2 ©.,000 0.000
b 1.000 1.000 PGI-!
a 0212 0.613
MDH-} b 0.788 0.287
a 1.000 1.000
PGI-2
MDH-3 a 0.12% 0.100
a 11.0%6 0.000 b 0875 0,613
b 0083 0028 ¢ 0,000 0.287
< 0.861 0972 F o SR S S SR A LA S
PG
a 0917 0917
b 0.083 0.083
PGl-2
a 0917 0917
b 0.083 G083
ADH
a 1.000 4972
b 0.000 0028

(N1 » Muda de la mosira per poblacio
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Taulz 7.7. VALORS DELS DESCRIPTORS BASICS DE VARIABILITAT
GENETICA ISOENZIMATICA EN EL SUBGENERE DELPHINIUM.

ENCX
POBLACIONS N A P Ho He
D favargeri (FAV]) 30 24 636 G157 0,215
(0.5 {0.064) (0.060)
D. fovargeri (FAV2) 3c 28 n3 0,151 0.19¢
(0.6} {0.084) (0.062)
D favargeri (FAV3) 30 22 63,6 0,112 0,134
{0,3) (0.081) {0.,040)
D. obcordctum (OBC1) 30 2.1 545 0,167 0,166
(0.4) (0,083) (0,058;
D macropetalum (MAC!) 5 1.6 54.5 G 200 0178
-2 (0.089) {0.060;
D. cossonianum (COGY) 30 2.0 455 0.130 0.168
{6.3) (8.7 {0,070}
D balansae (BALD 30 1.7 455 ¢.127 0,098
0.2) {0,076) {0.036)
D verdunense (VER1) 29 1.8 364 0147 0.172
0.4} (0.084) {0,079)
D verdunens: {VER3) 30 23 453 0,161 G238
1G4 (0,064) (06077
D gracile (GRAI} 30 1.3 455 0212 0.162
0.3 (0.102) {0.068)
D gracile (GRA2} 30 7 L 0182 0147
{0.5) (0.086) {0,067)
D gracile (GRA3) 28 1.9 54.8 0201 0.16%
(0.2% (0.087) {0.047)
D davisa (DAVH 30 i6 364 0.142 0.138
0.3 (0.087 {0.065)
D poegrime . (PERY) 15 24 727 0242 0,292
03 (0,084) (0.064)
D virgatum (VIR1) is 22 7 0,303 0262
0.3 0.119) {0.071)

N = mids & s mostra. A = nuljana doi acmbee '8l ek pes bocus. P v percenitge de iocr pottnorfics (oraen def 0,95},
Ho = heierongos: observada. He » beserongosi esperads (vl valers dims dels pardeitss comresponcr a Uerror esiandard)
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Taula 7.8. VALORS DELS DESCRIPTORS BASICS DE VARIABILITAT
GENETICA ISOENZIMATICA EN D. MONTANUM.

POBLACIONS N A F Ho He

D montamum (MON1) 40 25 100 0263 0307
(0.3) 0,117) €0,063)

D. mastanum (MON2) 40 8 7.5 0.291 0.389
0.3) (0.122) {0.065)

N = mids de ia mostra, A = mitjans de! nombee ¢'al lels per focos. P = percematge ¢ jort polimoefics (criteri del 095
Ho = bewesozizos: obscrvada, He = hewrozigos: esperade fele walors Jins Jols pardatesis corresponen 2 [ervoe estindard)

Tauiza 7.9. VALORS BELS DESCRIPTORS BASICS DE VARIABILITAT
GENETICA ISOENZIMATICA EN D. BOLOSII.

POBLACIONS N A P Ho He

D bolasii (BOLT) 36 L8 615 0.141 0157
(0.2) {0.082) {0.045)

D botosu (BOL2) 36 L7 538 0.173 0,183
0.2) (0.106) (0.064)

N = mada de s mosra. A > mitjana dei nombre dallels per locus. P = percentatge de locr polimdrfics (crment del 0.9%),
Ho = hewerozigos) observada. He = hewcrozigos: esperads icis valors dins dels parémesis corresponen 3 Verror estindard).

291



E)0LOGIA DE LA REPPODUCCIO EN DELPNINEAE A LA MEDITERRANIA OCCIDENTAL

S A A S oS

"SOLIQUIOUOW 100 S| BMPUL -

zZEp'0 8950 9LT0 v2'0 SI0°0  919°0- £9¥'0- T9%¥0 INOW
€6£'0 LU9'0 S¥TO 000'! £SN'0 - $S5'0 - L8T0-  pPPO INOW
2Lzo 8o ssi'o 0001  00C't - - 000°1 - 0£5°0-  6LSO 08
6££0 199°0 »0Z'0 - 000'1 €LT°0 000't - SL0'0-  T9L'O 11108
P70 9SL'0  oEl'0 000°i 6.5°0 - L10'0 - 0£00- - 000’ 1A
a0P'0 #6500 $ST0 000’ 910'0 990 (9L0  00U') 143d
$90'0 1#0'l 020'0 - - 6t'0 - - 1AVA
¥0'0 - TPO'l 0200 - - $iU°0 - L6v'0- 860'0- OON'! £VYeD
$6i'0 - 861°1  C50'0 - L10'0- €81'0  gg€o- - Ivio
6810 - 681'1 9800 -= 160'0 - r6$'0 - 81€°0 VYD
€990 s€$'0  €Of°0 T0L'0 L10'0 - 150'0  Lps'0 000°1 C4IA
1o - 121’ (50’0 - Livo 1ce'o - - dda
LEC'0 £96'0 610° L0 £$0°0 - 699'0-  — - 1've
9P’ piS'0  L8T0 000'! I85'0  #LEO 000'1 1SOD
€500 - £50'1 9200 - 0520 - 600’ | 000'1 1OV
801°'0 I$8'0 0800 9Zv0 L0 - 000'1 1280
1+70 6£L'0 051’0 tet'o - . -- £90'0 000°1 EAVi
S0 §55°0  98T°0 £$0'0 - 9(L'0  (80'C 6050 ZAVA
¥i¥o 9%5'0 1970 9L1'0 - 6680 (980 Et'0-  000'I IAVd
* ) 4 HAY 71194 1'19d rHAW CHAW 1-HAW ©G3d9 1]09d9 T-WOd I-WDd 1-LYY 3N uoxyy

2

() VINYDOCLNY.A 1 () VAVATAING QI1DINA0UdAN 4G LNAIDILF0D () LHONM 3a QLOVXIA 3a SXAAN] 017 BMeL

292



FLECTROFORESI D 130ENZIMS

Taula 7.11. ESTADISTICA D'F DE TOTS ELS LOCI POLIMORFICS:

En 3 pobiscions de D. favargeri.
WW m
ACO-1 -0040 0026 -0013
ACO-2 0.116 0021 0135
AAT-1 0267 007 0325
MDH-1 -0.17%6 0105 - 0053
MDH-3 0725 0038 0736
MDH-4 0107 0044 - 0.059
ME LW00 0070  1.000
GPGD-1 0457 0019 0477
6PGD-3 0738 0044 0750
PGM-2 0575 0044 059
Mitjana 0443 0051 0471
SR AR

En 3 poblacions de D. gracile.

Locas Fy For Fre
ACO-1 -0.046 0016 -0029
AAT-1 6035 0003 - 0033
MBH. | -0.091 0057  -0029
MDH-3 0008 03 0140
ME 1000 0080  i.000
6 GD-I -0077 0049 - 6024
6PGD->  -0.162 0045 - 0052
PGM-2 -0018 0009 - 0009
Miyans 0039 0073 0.100

£n 2 poblacions de D. verdunense.

Locus Fi Fyr Fpy

MDH- | 0017 0008 - 0008
MDH-3 0532 0029 0546
MDH-4 0563 0033  0.564
ME 1000 0017 10w
6PGD-1 0285 0007 0290
6PGD-3 0175 0082 0243
PGM2 0051 0674 0121
Mitjana 0451 0028  0.466

Ea 15 pobiacions del subginere Delphinixm
Locas Fo Fer Fn
ACO-1 -0044 0035  -0007
ACO-2 0,180 0745 0791
AAT-1 0160 0555 0,626
MDH-1 -0363 0235  -0.043
MDH-3 0113 053 0563
MDH-4 0456 0706 0840
ME 1000 008  1.000
6PGD-1 0262 0036 0288
£PGD-3 0346 0289 0535
PGM-2 0218 0495 0608
Mitjana 0280 0516 0652
En 2 poblacions de D. bolosii.

Locus Fs Fey Fi
ACO-1 -0710 0075 . 0.582
AAT-! 0435 0287 -00R
MDH-3 000 0930 1000
ME 0660 G032 067
PGi-1 100D 2600 1,000
PGI-2 1000 0000  1.000
PGM-2 0273 0043 0304
ADH 1000 0014 1,000
Migana | 0226 0298 0092
En 2 poblacions de D. montanum.

i.ocus Fis F: Frr
AAT-I -0376 0001  -0375
ME 0457 006 0482
6PGD-1 1000 0026  1.000
6PGD-3 0067 0032  -0032
PGI-1 0753 0165  0.794
PGI-2 0900 0092 0909
PGM2 0003 0027 0025
Mitjana 0380 0137 0400
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