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SöTCMES D6 RETHOOUCOO

5.2.4.2. MECANISMES D'AÏLLAMENT REPRODUCTH

Pel que fa a l'existència d'híbrids, l'única esti-nació global que hem trobat a la
bibliografia consultada, la va reportar KNOBLOCH (1972) mit la xifra de 23.675 híbnds dins
les angiospermes i 620 en pteridòfits. encara que cal ttnir present que molts d'aquests eren
obtinguts de manera artificial (STACE, 1989). A la natura, la freqüència d'híbrids és més
baixa, tot i que hi ha zones florística.ncnt molt riques que encara han estat poc estudiades
(com ara els tròpics). No obstant això, l'hibridació no és un fenomen rar o anormal en el món
vegetal i ei seu potencial sembla gran, encara que repartit de manera desigual en els diversos
grups de plantes. Tot i així, a la natura hi ha diversos mecanismes o barreres que
n'impedeixen la formació. Els híbrids intergenèrics són molt menys freqüents i, a escala
mundial, s'estimen en uns 2.930 (STACE, ¡oc cit.).

Aquestes barrares o mecanismes d'aïllamt ~*meten que els taxons mantinguin la
seva identitat com a espècies, tot i que sovint és difícil delimitar aquestes entitats de manera
objectiva. Les barreres poden ser de diversos tipus, tal com va descriure STACE (loe di ):
genètiques, geogràfiques, ecològiques, fenològiques, etològiques (diferent comportament dels
vectors pol.linitzadors), mecàniques, del comportament reproductor (predomini de l'autogàmia
o reproducció vegetativa), aïllament gametofïtic (el pol.len arriba a restigma però no
germina), aïllament gamètic (el pol.len germina però no té lloc la fecundació), granes
incompatibles (el zigot no es desenvolupa), inviabilitat o esterilitat dels híbrids, entre d'altres.

Les qüestions del possible origen híbrid d'algunes espècies de Delphineae ja es
plantejaven des de l'època de Linné. Aquest autor (LlNNÉ. 1753) creia que D hybridum L.
(avui D cuneatvm Stev. ex DC.) era un híbrid entre D elarum x A napellus (cf. CHOWDURI
et ai. 1958). Actualment no es té noticia de cap híbrid intergenèric dins d'aquesta tribu. Ell.
com altres botànics, tenien certa tendència a resoldre qüestions taxonòmiques difícils atorgant
possibles orígens híbrids, ja que »vint Tapando d'híbrids desdibuixen els límits entre els
taxons. De fet. són relativament poques les espècies a les quals se'ls h2 reconegut un possible
origen híbrid; D gypsopty'lum Ewan (LEWIS & EPLÍMC. 1959). D belladona Hort. ex Bergm
(LAWRi_NC£, 1936; GAGE, 1953), D mysii Hort. ex Ruys (LAWRENCE, loc at) i D kotulae
Pawl. (JANKüN. 1970). que podrien ser exemples d'híbrids poc discutits. Cap d'ells, però,
pertany a Tarea on s'emmarca aquesta memòria. D'altra banda, les formes híbrides i varietais
de cultiu deriven de poques espècies corn poden ser: D grandi/lorum. D elafvm, D latsiense
Franch.. D cardinale i D muttcmâe (GAGE, loc cil, BASSET. 1990). Aquest fet pot ser
ocasionat perquè aquestes espècies han funcionat prou bé i gaudeix :n d'una relativa plasticitat,
mentre que les altres, o bé no s'han provat o bé s'hibriden pitjor.

Les dades dels enereuwmenti interespecífics dels taxons assajats (cf. figura 57. i 5.8.)
indiquen que I* hibr»daeie en les Delpbineae de la Mediterrània occidental funciona força bé
entre les espècies filoftneücauttnt properes^ fins i tot ente taxons que presenten nombres
crcmosòmics diferents (cf capito! 6), Per tant. una conseqüència important d'aquests resultats
és que le» barreres genètiques tenen in paper poc important en T aïllament reproductiu. En
aquest lentil, LEWIS & EPLING (1946. 1959) reporten que la fertilitat íntarespedfica és forca
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elevada en Delphinium i que pot ser la responsable de la creació de nous taxons a la natura.
WAINOOC (1981,1919) i WASIR */ al. (1987) opinen que la hibridació en Detphimae té lloc
entre individus genèticament molt similars. Ec la nostra recerca, les hibridacions experimentals
entre taxons més allunyats (a partir de nivell de subgènere) pràcticament no produeixen
granes. També sembla bastant clar que les barreres genètiques sén més fortes en el gènere
Consolida que en Delphinium, encara que en aquest primer gènere hem assajat pocs taxons
i filogenèticamcnt són més allunyats.

Sèrie

Els encreuaments interespecífics entre D bolosii i les dues subespècies de D fissum,
tot i posseir nombres cromosòmics diferents, produeixen un percentatge de granes
desenvolupades força alts. cosa que denota un alt grau de parenti u entre ambdues espècies (cf.
taula 5.31.). No observem cap tendència a encreuar-se millor amb una o l'altra subespècie.

Taula 5 3 ! ENCREUAMENTS INTERPOBLACIONALS I INTERESPECÍFICS
ENTRE D BOLOSU l D. FISSVM

¿19-

BOLI

BOU

FISI

FIS2

FIS3

FÍS4

BOLI

62.99

60,70

57.64

45.02

58,65

63.77

BOL2

73. S4

70.90

63,69

57.37

51,01

55,05

FISI

56,30

57.28

72,73

61.93

43.72

45J29

FIS2

47,45

46,39

59 J I

70.75

56.%

56.19

FIS3

61,77

43,17

52,17

58.51

72.09

58,10

F1S4

48.43

42,73

68.97

64.89

45.23

62.84

(Percentatge de granes desenvolupades produïdes en cada cas).

Els híbrids entre D bolosii i D fissum mostren unes taxes de germinació (cf. taula
5.30.) molt baixes que segueixen la tònica del grup (cf. capítol 3). Els costa molt de germinar
i, curiosament, han germinat millor alguns híbrids que les granes produïdes en els diversos
tractaments dels sistemes reproductius dins la mateixa espècie. Aquest fet referma la idea de
la gran proximitat entre aquestes espècies, tot i que presenten nombres cromosòmics diferents
(2n«18 i 2n»!6, respectivament). Han germinat millor els híbrids entre D bolosii i D. fissum
sttbsp, fissum que no D Mosti amb la subespècie sordidum En les poblacions naturals,
1" aïllament és fonamentalment geogràfic, cosa que probablement és un dels causants de la
diferenciació de D bolosii, a part del nombre cromosòmic. A nivell isoenzimàtic tampoc hi
ha diferències notables (cf. capítol 7).
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Sèrie Pentagyna

Aquest grup de perennes presenta taxes molt elevades d'encreuament intïrespecífic
amb espècies filogenèticament properes, produint moltes granes viables. És remarcable la
baixa existència de barreres genètiques entre les espècies í, en canvi, si que posseeixen
barreres d'autoincompatibilitat molt marcades. En atoes paraules, accepten millor el pol.Ien
d'espècies afins que el seu popi pol.Ien. S'hi briden força bé amb espècies properes, fins i tot
a nivell de sèrie amb D. bolosii o £> fissum (tot i que poden presentar nombres cromosòmics
diferents). En canvi, pràcticament no s'encreuen amb les espècies anuals.

D. emarginatum 7233
subsp. emarginatum

D. emarginai um
subsp. nevademe

0,68

D pictam
66.15

D fissum J4.7I

70,56

D bolosii

Figura 5.11. Encreuaments interespecffics en la sèrie Pentagyna.

Les espècies d'aquesta sèrie mostren uns alts percentatges de germinació tant dels
híbrids com d'alguns encreuaments assajats (cf. taules 5.29. i 5.30.), tot i ser espècies
perennes. Aquests resultats reflecteixen un alt grau de viabilitat dels híbrids, alguns dels quals
han arribat a florir el primer any. Aquesta dada corrobora que 1"existència de barreres
genètiques interespecífiques en aquest grup és molt petita.

A la natura, l'aïllament també serà bàsicament de tipus geogràfic, encara que algunes
espècies poden tenir localitats properes. Per exemple, entre D emarginatum subsp.
emargtmtvm var. africanum i D sytvttticum a Tunísia hi ha cert encavalcament de les seves
àrees de distribució, però hi ha aïllament ecològic (D emarginaíum està a la màquia sobre
calcàries, mentre que £>. sylvtaicum creix en suredes acidòfiles montanes relativament
humides) i fenologie (quan D, emarginaíum està en flor, O syhuiicvm està en poncelles no
obertes, observations que també hem détectai 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 patró
de comportament reproductiu més semblant a les anuals del subgènere Delphinium, fa pensar
que s'han adaptat millor a les condicions ambientals mediterrànies que no pas les plantes de
la sèrie Fissa, d'origen estèpic. Aquests alts percentatges de germinació també aniñen en la
mateixa línia.

Subgènere Síapftisagría

El punt de partida era el coneixement dels resultats d'hibridació entre D. pictum i D
staphisagria a l'Institut Botànic de Barcelona (AÜAS & BLANCHE, inèd.). Tot i el nombre
cromosòmic diferent de D. staphisagria (2n=B18) (cf. capítol 6), s'encreua interespecíficament
amb D. pictum (2n=16). La producció de granes és més alta quan D, staphisagria és la
receptora del pol·len, cosa que referma la idea que la transmissió de l'aneuploïdia és millor
per gametes femenins. Aquest fet va en la mateixa línia que l'obtenció de millors resultats en
els encreuaments interpoblacionals dins d'aquesta espècie, com si requerís una aportació de
variació genètica externa. En la població de D, pictum en què la pol.linització encreuada
interpobiacional és més alta (PICI), també s'obté un millor resultat en hibridar amb D
staphisagria (cf. taules 5.16. i 5.17.), cosa que dóna suport a la idea de certa depressió
génériez en la població PIC2.

Aquestes dades també demostren que cal algun tipus de barreres per la proximitat o
coexistència entre aquestes dues espècies en hàbitats molt propers. Aquestes barreres semblen
fonamentalment fenològiques. A leras, REQUIEM (in lin a Candolle, BLANCHE, 1991) reporta
l'existència d'un mes de diferència en la floració de D staphisagria respecte a D. picrum
subsp. requieni. La mateixa diferència ha estat reportada a Mallorca, a la localitat de Sa
Calobra (BLANCHE, he. cit.).

La viabilitat de les granes híbrides entre D pictum i D staphisagria ha estat molt
baixa comparativament a les taxes de germinació de les espècies parentals provinents de les
poblacions naturals (cf. capítol 3). En aquest cas, les anomalies cromosòmiques podrien ser
les responsables d'aquesta baixa germinabilitat.

Subgènere Delphinium

Tots els encreuaments interespecífics que hem assajat dins d'aquest grup han donat una
producció de granes molt alta (60-75 %), que ens indueix a pensar en una gran proximitat
genètica entre tots aquests taxons, mentre que l'encreuament amb altres subgèneres no han
prosperat. Tot i això, cal destacar que presenta més afinitat pel subgènere Staphisagria (arriba
a produir alguna grana desenvolupada, en els dos sentits), que amb els taxons perennes. La
gran similitud de cariotipi (cf. capítol 6), que també es reflecteix en una gran semblança
morfològica (BLANCHE et al., 1990; BLANCHE, 1990, 1991) podria explicar aquesta elevada
capacitat d'encreuament. A la natura, les barreres són majoritàriament de tipus geogràfic o
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fenologie (gC taula 5.32.). En D. verAnens* té Hoc un comportament semblant al de la sèrie
Pentagyna. és a dur, es produeix una major autoincompatibilitat que no pas una
incompatibilitat interespecifica.

L'absència de barreres gene*^**» incrementa la probabilitat de flux genie entre
especies simpàtriques o que se situen en àrees continues. La presència de formes intermèdies
és ficilment predible d'acord amb el model d'especiado cliaal peripàtrica (WHITE, 1978) com
té lloc en el grup D. verdunense-D. fimil« a la penLisula Ibèrica (BLANCHE, 1991). En el
grup de D. mocropetalum-D. obcoréattun es produeix un mode! semblant. Hem detectat
nombroses formes intermèdies tant al camp, com en material d'herbari.

D. obcordatum

Figura 5.12. Encreuaments interespecífics en el subgènere Delphinium.

Consolida

Les barreres d'aïllament genètic semblen més fortes en aquest gènere que en
Delphinium, tot i que les espècies més properes, és a dir, les que pertanyen a la mateixa secció
(C. puhfscens i C mauritanica) s'encreuen millor entre elles, que entre seccions diferents
(aquestes amb C ajacis). HONG DE-YUAN (1986) va obtenir granes viables hibridant dues
subespècies de C. regalis i va obtenir granes que no li van germinar encreuant Aconit ella
stenocarpa i A, scleroclada. Cal remarcar, però, que aquestes darreres presenten nombres
cromosòmics diferents {2n==16 i In^lS). Per tant, les barreres entre nombres diferents, també
semblen més fortes que entre els dtsploides de Delphinium (D. fissum x D. bolosii o D picium
x D siaphisagria). en què sí han germinat algunes granes.

En aquest gènere s'inverteix el patró de comportament respecte a la sèrie Pentagync
Q el subgènere Delphinium, atès que existeixen més barreres d'incompatibilitat interespecífica
que d'auioincompatibilitat, tol i que el millor sistema és clarament l'aUogàmia. D'altres
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Consolida, com C. regalis, però, tei estat descrites aun i autoincompatibles (MULLER, 1883;
SVENSSON & WRIGEN, i 986). Si lì afegim les dades de HONG DE-YUAN (Ì986), aquests
résultais demostren qur hi ha models molt diferents en un mateix geliere.

34,31
C mauriíanica ^ * C pubescens

Figura 5.13. Encreuaments interespecífics en Consolida.

BARRERES i MECANISMES D'AÏLLAMENT EN DELPHS\HE A LA MEDITERRÀNIA OCCIDENTAL

Pel que hem vist fins ara, les barreres genètiques enüre taxons filogenèticamer.t propers
dins d'aquest grup són bastant febles. Per tant. les barreres probablement són d'una aitra
mena.

Els tipus de mecanismes d'aïllaments reproductiu més freqüent en els taxons estudiats
són bàsicament geogràfics. En algunes espècies simpàtriques, hern detectat barreres de tipus
fenologie, però no sempre són completes. La taula 5.32. recali exemples de dades sobre
Delphineae simpàtriques. algunes de les quals presenten aïllament fenologie. Són la
recopilació d'observacions de les rspècies estudiades pel nostre equip, a més d'algunes que
reporta la bibliografia i d'altres realitzades per C. Blanche, J. Molerò & G. de la Fuente
durant una campanya de recol. leccio de material a Turquia.

L'aïllament ecològic és menys freqüent però també es dóna (UR exemple seria D
emarginafum i D. sylvaticum a Tunísia). En canvi, no té lloc un aïllament de tipus reproductiu
fes a dir, plantes exclusivament autógamcs o apomíctiques).

D'altra banda, segons la bibliografia consultada, tampoc sembla que el comportament
dels insectes afavoreixi els encreuaments interespecífics en aquesta tribu. CLEMENTS & LONG

22é



SISTEMES CE REPRODUCCIÓ

(1923) van demostrar que els abellots eren capaços de distingir flors normals d'alterades en
morfologia, color o olor. WASSI &. PRICE (1981, 1983, 1985b) també van detectar que els
abellots eren capaços de discernir entre individus normals i albins En aquest sentit, l'absència
d'hibridació entre tres espècie? americanes simpàtriques de Delphinium: D. hesperium Gray.
D. parryi Gray i D. variegatum Torr, et Gray» reproductivameni compatibles (EPLING, 1947),
va suggerir a GRANT (1949) k possibilitat de cert aïllament etologie a flors adaptades a la
pol.ünització per Bambús. No obstant això, en les nostres espècies, sobretot en Acomtum, vam
observar que el mateix abellot podia visitar consecutivament flors d'esTècies diferents (amb
cotots diferents) (cf. capítol 4) A la vall d'Eina, on convioen simpàtricament tres espècies
d*acònit, no hem detectat l'existència d'híbrids, probablement perquè les barreres genètiques
són pnvi fortes. Tot i això, sí que vam detectar un presumpte híbrid entre A. napeüus i A.
¡ycoctomtm a la Vall de Liosas (Osca), que presentava caractéristiques morfològiques
intermèdies. Sliauricn de dur a terme més estudis (citogenètica, isoenzims, etc.) per tal de
verificar la seva existència real. Dins d'aquest g mere, però, no és rara l'existència d'híbrids
naturals (KARTASHOVA & MALAKHOVA. !v/3; KRZAKOWA & SZWEYKOWSKI, 1976;
ZIELINSKY. 1982a. 1982b).

Taula 5.32. EXEMPLES D'ESPÈCIES SIMPÀTRIQUES EN DELPHINEAE.

LOCALITAT. ALTJTl B, TAXONS REFERENCIA

m Otea. Ved« <k Frac«. ÎOO m. 29*nM

Hf Ltoda. RiAié de Ban 29C m. IV7/95

Ga Pinneus ormtth. vall d Eina. ¡9iti m

MÏ FCÍ, ÏOO m. 23»94

Ma Kecifra. 1 (sí6 m. 2IW94

3! Mallorca. M Calobra. !OG m. &>¿4

Hi Satamanca. Las Honírtai. ! ¡00 m. T/84

Ma Marràqueix Touansa. 5/t5

An; Ankara: Cobi*, I 020 m.

An Matxyt.

An Adiv»m»f\

! OSO m,

, 910 m,

C fmbtxens (frwt) i O gracile (flor)

0 MOM (fruii) i £> vfrAmemt (f!arsl

4 tveoctomtm (dorsi A amhora (

D cauontamim (ôîlimes (ten, frutti i D ßcnaryr} (fioraci)

C mauraatnea tftott) ï D ßmorftn ([K>nctllc> t flors)

D tufmiiafria (fk$fi í fruits) i D picntm ({Minières fk>n'

O famm aAtp teréiéttm (rxwK:iks, í D gracA (flo.~s)

D peiuag?navm tfíon i fruit) i O obcordanan (poocclte)

Consolida panKulaia (portee! li s petites! i
T kttltspanncí: (Boin ) Cha» (fterj)

ÀcatUflia K-fcrod«fe (Bote.) S»)Ä (p<»celJ«ì i

C olrvfrmena (OC.) SchfOd (flon i fruits!

An N^de. PoaMi c î a Cmitrdi. ! J50 m.

An komm, pr Kizílaren. I 350 ut

C aettt$&m (DC ) S
C otrvtricrm i Jeniïr.j fcnok>f UL fton ' fruii)

¡7̂ 19 C hcUttpontiec i C -ovr>-i (Boto.) ScJtrftd
'xlcnlic* fcnolojia. flott!

(" panículas (p^xelks i florsi. í" ontumlu Gray
(ftorj i fruits!. C ittHespannceí {paaczWfï} i X straacerpa

tevts) So)ái i

ofrsen »cic propà

observacié pròpia

ofeer»tció pròpia

obscrvtc»6 prtpa

•xsíoiciO propi«

BLANCHE. 1990

1990

1990

C»mp»i>a

C«mp»n> J Turçuia

C»mpan> » Turquia

C«mp»nM Turquia

Campcnyi Tu
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6. ESTUDIS CÏTOGENETICS

6.1. INTRODUCCIÓ

Ei notable creixement de (Mes sobre recomptes cromosòmics apareguts en els darrers
trenia anys (cf. ORNDÜFF, 1968. !%9a; FEDOROV? 1969; MOORE, 1970, 1971, 1972,1973.
1974, 1977; GOLDBLATT, 1981; MOORE, 1982; GOLDBLATT & JOHNSON, 1983, 1985, 1988.
1990, 1991) demostren que la citogenètica ha assolit una gran transcendència, tot i que en la
majoria cTocasions s'ha tractat com una ciència auxiliar d'altres. Avui en dia, és sobradamem
conegut que la citogenètica forneix una sèrie de dades comparatives que permeten postular,
entre d'altres, moltes qüestions de tipus filogenètic i evolutiu (Lewis. 1957; STEBBÍNS, 1971;
RAVEN, Î975, MOORE, 1978; GRANT. 1981; STUESSY. 1990). El coneixement, doncs, dels
aspectes cariològics és important en diversos camps com ara la genètica, la sistemàtica,
í'evolució, i també en la biologia de la reproducció.

En aquest sentit, ia delimitació de les espècies basada en la taxonomia clàssica i les
seves relacions ha estat verificada o posada en dubte per evidències citogenètiques com ara
el recompte cromosòmic, l'anàlisi del cariotip, el percentatge d'encreuaments, la viabilitat dels
híbrids i rapareüament de cromosomes meiòtics (SfNGH, 1993)

Potser ia relació mes directa de la citogenètica arno la biologia de la reproducció i. més
concretament, amb l'estudi dels sistemes reproductius és, en gran part, l'estudi de la
morfologia cromosòmica, tant dels parentali que intervenen en els encreuaments
interespeeífics, com de la primera generació filial. El nombre cromosòmic i el grau
d'homologia determinen el comportament de l'aparellament dels cromosomes en la meiosi,
el qual en part regeix el nivell de fertilitat dels híbrids, l'herència del comportament
reproductiu i el model de variació de les poblacions (STACE, 1989).

L'encreuament de plantes, entès com a activitat de manipulació de genotips, requereix
tècniques i informació que poden ser proporcionades per la citogenètica (SvBENGA, 1993). La
informació que proveeix aquesta ciència, que pot ser general o més específica, s'obté a partir
del nombre i estructura dels cromosomes (cariotip) i del seu comportament durant les
divisions somàtiques o generatives, tant del material de partida, com de l'intermedi o dels
productes resultants (SYBEWGA, 1983).
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El nostre objectiu ha estat, fonamentalment, realitzar un estudi m itoti c dels patentais
emprats per dur & terme Íes experiències dels sistemes reproductius. En un primer estadi,
aquesta recerca ens permetrà assegurar si els exemplars usats pre«*nten o no anomalies
genètiques i, per tant, atribuir « altres causes la interpretació de l'èxit o el fr?-às de la
viabilitat dels encreuaments. Es tracta, doncs, en aquesta primera fase, d'un estudi-.ontrol de
les poblacions que no havien estat prèviament revisades des del punt de vista citogenètic.
Aquesta tasca, que pot semblar, en un primer me ment, repetitiva, no ho ha estat gens, ja que
ens ha permès detectar anomalies cromosòmiques inèdites en plantes presumptament
estudiades coni ara D. staphisagria. Hem extrapolat els resultats a nivell poblacional i no els
hem efectuat de manera individual, d'una banda, perquè hauria portat massa temps (no era
l'objectiu de la tesi) i, a més, altres investigacions fetes al nostre Laboratori han demostrat que
les diferències intrapoblacionals són mínimes i sovint atribuïbles a factors aleatoris no
controlables de la mateixa tècnica emprada (BLANCHE et a/., 1987, 1990; MARCEL!, 1995).

A part del recompte cromosòmic. també s'ha dut a terme una anàlisi detallada del
cariotip, amb el corresponent irliograma. Els resultats obtinguts han servit per intentar establir
possibles relacions entre la similitud cromosòmka entre poblacions i/o espècies i l'èxit dels
encreuaments interespecífics mesurat a partir de la producció de granes desenvolupades (cf.
capítol 5).

6.1.1. ESTAT DE CONEIXEMENTS CITOGENÈTICS PREVIS A LES DELPHINEAE

La tribu Delphineoe conté aproximadament unes 670 espècies d'acord amb el criteri
ampii reconegut per TAMURA (1995). No obstant això, segons les referències de la base de
dades del nostre equip, recull unes 830 espècies, de les quals, fins al moment actual, s'han
comptat unes 275, que representen un 33 % dels taxons (BLANCHE et a/., en premsa, a). La
trentena d'espècies que pertanyen a la nostra àrea d'estudi han estat comptades en alguna
ocasió, pràcticament en la seva totalitat. Les taules 6.1., 6.2. i 6.3. ens mostren tots els
recomptes previs d'aquests taxons, agrupats per gèneres, obtinguts a partir dels índexs
anteriorment citats.

Durant força temps, la tribu havia estat considerada molt estable des del punt de vista
citogenètic, ja que pràcticament totes les espècies que havien estat sotmeses a un control
cariologie presentaven un nombre de base de x*=8 (LANGLET, 1932; GREGORY, 1941 ; KURITA,
1955,1956,1957,1958,1965; AL-KEUDAR & RICHARDS, 1981; BLANCHE e! al. 1987, 1990).
A partir dels anys 80 s'han trobat cscadusseramcnt alguns nombres diferents (cf. taula 6.4.).
més freqüents en els gèneres Consolida i Aconitetla que són presumptament més evolucionats
(TWFONOVA, 1990). Del total de recomptes dins la tribu (MOLERÒ et al, inèd.) (sense
comptar eis que es presenten en aquesta memòria), un 58 % correspon a un nivell diploide
(2n*16), un 37 % al tetrapíoide (2n=32) i un 2 % al hexaploide (2n=48); de les espècies que
pertanyen a la zona estudiada, els diploides representen un 64 %. els tríploides, un 5 % i els
tetrapkrides, un 30 %; no hi ha cap hexaploide i fins al moment d'aquesta memòria només
s'ha detectat un disploide amb 2n«18 (D. Mosii) (BLANCHE & MOLERÒ, 1983; BLANCHE,
1991).
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Taula 6.1. PRÈVIAMENT CONEGUTS EN
D'ACOMTUM DE LA MEDITERRÀNIA OCCIDENTAL

Tàxon 2n Autor i any

A. fycoctzvnuM

A anthora

A napellta

16
16
16
16
16
16

16
16

ì 6
1 6
¡6
1 6
16
16
16
16

16
24

32
32
3 2
32

32
32

32
32

32
24
24
24

32
32

32

32
32

32

32

32

LANGLET (1927)
DA*UNCTQN{I932)
AFIFY(I933)

SCHAF« &. LA COU* ( Î4)
KüRITA<!955)

TSCHiRMAJUi-WQESS (i 956)

MEUSELtf o/. (1965)
HESS« al. (Î970)

LOVKACTC/, (1971)

MEKRA & RAMANANDAN (1972)
SüSNíKefo/. (1972)

SÜSNIK & LÔVKA (1973)
KÍW£R(I974)

LOVE a Km i Quirr ( 1 974 )
HWDAKOVA(I976)
MlOFTA(198l)

SOTOVA Jt SEKOVSKY ( 1912)
Pt;»G(I9|7)

G ALLANO (19SS)
DtLAY(l94")

LEwrrsKV(1931)

SCHAFER & LA Coim ( 1 934 )

SUS»« A LOVKA ( 1 97 j )
KÜITOM1974)

MURJN(!97S)

a/ (19$4)

OvEftTON(lt93)
OsTitw ALKt ( 1 191)

DAWJWP» (1932)
LANGl.ET(I927)

DARUNGTON(I932)
SCHAFER & LA Co« ( 1 934)
TISCHLER (I934)

GREGORY (1941)

TSCHERMAWC- WOESS ( 1 956)

CONTANOrtKVOULUS(! 957s, 1957h)

Pino (l ff 7)
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Tanta O. CROMQSOMICS PRÈVIAMENT CONEGUTS EN
DE Ut LA MEDITERRÀNIA OCCIDENT AL.

Tàxon

D. e/ûfiim

J montcnum

D dvbtum
D fatum

D jlíium subsp íOfdidvm

D kolmii

£> pentagynmi

r°i t.u. ^awgiTteuwfii stMfSiip. emorwiiiM
D fmargtnatum subsp nfvaüenst

D líjpteagrse

D fuciwn wbsp. piftmm

D pictwa subsp ngfituou

D per tjp unan

D hai;erc(iim
D vtniuntHtt

D grucac

D coïioHianum
D

D tmKroptìaìnm
D namvm
& obcordaHitn
D favarferi

B

16

8

9
8
8

8
líJÏÏ

8
8

8
S

16

8

8

8

8

2n
24
32
32
32
•>2
16
16
16
16
Ì6
32
32
16
14
18
IS

16
16
1 £10

16
16
16
16

16
32
32

16
16
16

16
¡6
16
16
16
16
16
16

16

16

16
16

16
16
16

15
16

16
li

Autor i any

KRASNtKOV A SCHAULO (1986)
30 recomptes, en MOCERO e: a!, (tnèd. )
JA«»; (if?3)
BLANCHE (1991)
JANKI.1N(1973)
TMCHLBI C 1927)
WttK" (Í93I)
S»OVA A SEKOVSKY -\ 98 1 )
ALTAMIRA ei al. (19^)
K(ÄVA-Tax»OVSKA (!9§5)
HOOJl}ETTÏ(1922)
PROP Afri ( í 94C)
RKO^rf. (1981)
BIANCHÌ (1991)
BLANCHE & MOLERÒ i ¡983)
BLANCA iï99i)
PIA DE CLAVUO a. UBERA H9S2)
BLANCHt et al 1 1985)
<^JHRA(!WO. I?»!)
BLANCHt 11991)
fVfTy^^äKI B *% *J *mì 1 1 Ofi ̂  '.v/TIvWtuO ti m. \ \ V8Î l
BLANCHE««. (1985)
BlA?C«t(1991)
HOCOIÏTTC (1922)
LauTSKY (i 93 1)
GREGORY c i 94»
MAIRE (1 964)
BLANCHE (1991)
LAÏ«*iiíT (1927)
GREGORY (1941)
MAJRE(î964)
GREGORY ( I94 i j
CcwTANO&iorouLös & CARDONA (1984)
VERLAO« «r o/. (199!)
BLANCHE (1991)
KURITA<!957)
Ai -itttJOAR &. RKMARW f . 1 98 1 )
Cc3i>rTA»<wiKMX,*i(» & CAÄÖÖKA S 1984)
VERLAOfEcr al (199 1 »
GREGORY (î94i)
OEMIRIZ (I9t0)
KOEVA-TOOORO\,SICA (1985)
C AMro A ROMAW ( 1 995 }
Tira« ( 1928}
LEwrrmY(193!)
MEHRA & RAMANANOAN (1972)
AL-KÜJDAR & RICHARDS ( !98 1 )
BLaVíCHÉ et al -( 1 915 )
QUEHÍOSÍI990}
BLANCHE ( I W I )
PASTOR «r <*' (1984)
GALLBOO a ArARwo(i990)
BLANCHE ( 1991)
BLANCHE et al. (1990)
QUÊZEL(I957)
GALlANO(i99Qf«/itt)
BLAK«É«irf CÎ990)
BLAICMf el al. (Í990)
BLANCHE 0 A*. (1985)
BLANCHE ^^.(1990)
BLA»Oë«faf.(1990)
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Taula 63. &
m CONSOLIDA Dl LA MEDITERRÀNIA OCCIDENTAL.

Tèxon 2n Autor i any
C rtgaltí 16

16
16
16
16
16
16
'.6
i 6
16
<6
16
16
16
16
16
16
15
16
16
16

C. mauritanien S 56
C pidmcens 8 16
C ajaçà !6

16
16
i 6
16
16
16

8 16

HOCQUOT1 (1922)
LAMÜLET (1927)
TOMES ( 1927, 1928)
TtSCHtJER (tt2?, 1934)
LEWnSKY(!?31)
GRfGUtY(194t)
LOVE* LÔVi(î942>
KUR1TA (1985)
BOLKHOVSKIKH e: al. (1969)
SKALJNSKA & POGAL (1971)
TRIFONOVA(19?3)
HiM>AKOVA(1974)
DVORAK & DADAKOVA (1977)
POPOVA et CESCtiMEDJEJV (1978)
DVORAK <fe GRULL ( 1 978)
LtìON & S\fLDERS í 1979)
AL-KELIDAR a RICHARDS ( ! 98 ! )
SOTOVA & SEKOVSKY (198!)
HONG K- YUAN (1 986)
P*TW»UL & BEYA20(H U (1989)
GiMÉKEZ (1995)
BLAHdtf et ai, (1987)
BLANCHE et a/. (1987)
GuiGNARD(1889)
OSTER* ALDER 1 1898)
LANCLETÍ1927)
TJEBBES(1927, 1928)
GREGORY (1941)
<<URITA(! 955. 1557)
LEGRO (¡961)
BASAK& . J AIN (1963)

C oriemalis

8

S

',6
16

16

1 6
16

24

24
16
16

1 6
16
1 6
16
16
16
I f,

MAIRE (l 964)
MEHRA & ÍUMANANDAN (1972)
KOULAGor.t(!973)
MANDAI &. BASC (1977)
SI^K3K& JAÍN(1979)

SlNOH(!982)
SUBKAM ANIAN ( i 985 )
BLANCHE «o/. (1987)
BlR« al. (1987)
BONICKE(!9lí)
MAIRE (1964)
MANDAI, A BASO (1978)
BECKMAN{1928)
GR£GORY(1941)
MAIRE (1964)
BOW HÜVSKIKH ei al. ( 1 969)
TRIFONOVA(1973)
KOEVA-TODOROVSKA & NENOVA ( ! 977)
DEMIRtt(1980)
AL-KELIRAR& RICHARDS (¡981)
BLANCHE et al. (1987)
ERTtJGRUL & BEY AZOOLU ( 1 989)
BALTISBERGER & GIARPIN (1989)
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Taula 6.4. NOMBRES UI BASE 1 CROMOSÒM1CS EH LES DELPMINEÂE
(segons MOLERÒ et a/., inèd.).

Gèmen

Aconinim

Delphinium

Consolida

Aconilclla

NoKbre de but: i Dotació cronosó« ica:

8.9* IO* 13* 15,1 8* J4'^6* ,30*^2.]

8,9*,10* I6.18*^0»^4*J2,48*

?»A9» 14»,16,I8»J4*

6*,8,9* 12*. 16, 18*

2n

Ì4* 40* 46* 48 52* 64*

nocihrcs poc

Les alteracions del nombre cromosòmic han seguit, dim el conjunt de la tribu, dues
vies diferents segons el caràcter anua) o perenne dels gèneres. En els taxons perennes pren
molta importància la poliploïdia com a via de diversificació, mentre que la dtsploïdia ha jugat
un paper molí secundari. En els gèneris o subgèneres anuals s'invertirien els papers, de
manera que la poliploïdia és pràcticament nui. la, mentre que adquireix més importància h
disploïdia com a possible mecanisme d'especiació (GIMÉNEZ, 1 995). Dins la disploídia, també
s'intueixen dues tendències que divergeixen lentament; mentre que en Aconitum i Delphinium
la disploïdia fins al moment actual ha estat exclusivament ascendent, en Consolida i
Aconitella, en presenten tanta d'ascendent com de descendent

Pel que fa a la morfologia dels cromosomes, en general 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 i 3C d'Stebbins. E! cariotip model de les Delphineae està
constituït per dues parelles de cromosomes llargs força simètrics (metacèntrics o
submetacentr.es) i 6 de progressivament més curts, molt més asimètrics (acrocèntrics,
subaerocènoics o telocèntrics) (LANGLET, 1932; GREGORY, 1941; KURITA. 1955; STEBBINS,
1971; BLANCHE e; oi.. 1987; TRIFONOVA. 1990; BLANCHE ei al. 1987, 1990; BLANCHE, 1991;
etc.). Aquests cariotips, on es distingeixen clarament dos tipus de cromosomes per la seva
mida, han estai anomenats bimodals (STEBBINS, 1971). La tendència evolutiva dins la tribu
apuntada per TWFOMOVA (1990) és el canvi de nombre cromesòmic, l'augment de la asimetria
del cariotip i la reducció de la sevr mida.

6.2. MATERIAL i MÈTODES

6.2.1. MATEU AL

El material vegetai emprat per ter els estudis citogenètics ha estat exclusivament
meristemes radiculars. Segoas el cicle vital de la planta, s'han obtingut meristemes, bé a partir
de plàntulcs procedents de germinació de granes en ei cas de les espècies anuals (cf. capítol
3), bé d'individus trasplantáis a testos, recollits en les seves poblacions naturals, en els taxons
perennes. Aquests individus, s'iian transportat vius a ¡'hivernacle en torretes, procurant
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conservar el seu pa de terra original. Hem comprovat empíricament que l'estrès hidric (dos
o tres dies sense regar), afavoreix notablement l'increment d'arrels joves, susceptibles de
presentar divisions mitòtiques.

Aquests mcristemes radiculars han servit per cercar mitosis somàtiques que, si la
qualitat de les plaques obtingudes era ¡'adient, han permis dur a terme el recompte del
nombre cromosòmic i l'estudi detallat del cariotip.

S'han estudiat citogenèticament totes ¡es poblacions consignades a la taula 6.7. Les
úniques espècies que no hem considerat perquè les seves poblacions ja han estat prèviament
revisades són: A. tycocfomm, 4. anthora i À. nape l lus (MOLERÒ ei o/., !995), D. monianum
(BLANCHE, \99llD.ßssum subsp. sordidum (Rico er al., 1981; Bî ANCHÉ, 1991), D gracile
(BLANCHE, 1991), D. cossoniamim (BLANCHE et a/., 1990), £> balansae (BLANCHE et al.,
1990). C pubescerá (BLANCHE ei al., 1987).

6.2.2. METODOLOGIA

PRESA DE MOSTRA i ESCURÇAMENT

Per prendre les arrels, es tomben els testos amb molta cura per no desmuntar
excessivament el pa de terra i malmetre la planta. Les puntes d'arrel cal que siguin ben joves
i blanques per assegurar-nos que estiguin en creixement i, conseqüentment, que hi hagi
divisions mitòtiques. És recomanable abans d'iniciar els tractaments que les arrels romanguin
submergides uns minuts en aigua destil·lada per eliminar les restes de terra que pugin portar.
Per tal d'evitar ai màxim superposictsns i recargolaments entre els cromosomes (especialment
llargs en aquesta tribu) i facilitar, dins del possible, les tasques de recompte i confecció del
cariotip, s'ha fet un pretractament amb un agent antimitotic abans de la fixació, arr.b la
finalitat d'escurçar-lo?. Per a aquest efecte s'ha usat la 8-hidroxiquinoleïna 0,002 M (Tuo &
LEVAN, 1950) dui ant dues hores a 4°C. Per eliminar l'hidroxiquinolana, es renten les mostres
submergint-ies en aigua destil·lada durant 5 minuts.

FlXACiÓ

Es traspassa les radicules a vials que continguin el fixador. és a dir, la mescla eiancl
absolut-àcid acetic glacial (3.1 V/V), anomenat reactiu de Farmer. Es manté en aquest líquid,
com a minim, durant un période de 24 hores al refrigerador; en aquestes condicions, el
material es pot conservar duran! força temps.

ESTOVAMENT

La mateixa constitució de l'arre-! i els tractaments als quals ha estat sotmesa, sovint
fan que les mostres restin força endurides í sigui menester un estovament, que tindrà dues
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finalitats. D'una banda, facilita l'aixafament o squash i, de l'altra, millora la penetració del
colorant. Aquest estovament s'assoleix mitjançant una hidròiisi àcida amb àcid clorhídric IN,
t ui« temperatura de 60°C (en una placa calefactorc model 156 SELECTA), durant un
període de S t S minuts. De nou, el procés s'atura submergint les mostres en aigua destil·lada
durant uns 5 minuts.

Twaó

La tinció de les radicules es realitza mitjançant la immersió en crceïna acetica al 2 %,
a temperatura ambiental. Es deixa en macerado un període de 24 hores (KAWANO, 1965} peí
facilitar la penetració del colorant, tot i que la seva acció és gairebé immediata.

PREPARACIÓ i MUNTATGE

Amb l'ajut d'un estercoscopi binocular ZE1SS model DRC es fragmenten les radicules
i se selecciona la zona apical lleugerament per sota la còfia, que s'eliminarà, i abans de k
zona de pèls absorbents. Es munten en un medi d'àcid acetic 45 %-glicerol (9:1), substància
que ajudarà a clarificar el citoplasma, es tapa amb un ;. --hreobjectes i es procedeix a realitzar
l'aixafament Si interessa conservar la preparació, es segella amb DPX, procurant que no entrí
aire. En aquestes condicions, es poden mantenir les preparacions sense perdre les seves
característiques durant un període d'un a dos mesos al refrigerador (4CC).

OBSERVACIÓ

Les observacions han estat realitzades mitjançant an microscopi òptic ZEISS, a 100
augments per rastrejar la preparació, incrementant-ho fins a ! .(XX) a ¡"nora de seleccionar les
plaques i estudiar-les Quan s'han trobat cinc plaques de bona qualitat, hem procedit a
dibuixar-ne la projecció mitjançant un microscopi ZEISS model AX1OSCOP equipat amb una
càmera clara a 2.500 augments, per poder prendre, posteriorment, les mesures pertinents. De
les millors plaques, se n'han pres fotografies a ! .000 augments. Sovint els cromosomes, es
disposen en diferents pian:» i resulta impossible enfocar-los tots alhora, cosa que dificulta
extraordinàriament l'obtenció de bones fotografíes; en aquests casos, s'ha pogut comptar i
dibuixar enfocant i desenfocan: amb el cargol micrometrie. Es conserven tots els dibuixos i
negatius al Laboratori de Botànica.

6.2.3. PARÀMETRES I ÍNDFXS MESURATS

Les dimensions dels cromosomes han servit de base per a ¡'elaboració del carioup.
seguint els conselli de BENTZER eföM1971),LövE&LövE{1975)i FAVARGER (1978). Com
és habitual en els treballs citogenètics. hem dibuixat l'idiograma haploide i hi hem indicat la
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fórmula cromoi-ònuca corresponent, segons la terminologia de LEVAN ¿tal. (1964). Les dades
que s'han reflectit en el cariotip han eüat les següents: k mitjana i f error estàndard de les

del tmç llarg (L), del braç curt (C) i del total (L + C) de cada pare!! de
cromosomes homòlegs, expressades en ¿on. Tambe s'inclou k longitud cromosòmica mitjana
del cariotip, and com la presència de satel.iits i de constriccions secundàries.

Un atoe paràmetre que permet relacionar les dades obtingudes amb altres cariotips és
rtad« cenuomèric (1C), definit per Sl·liNDO & KAMEMOTO (1963), que respon a k fornida:

1C - ÎOO x C / (L + C)

Indica el percentatge de cromosoma que representa el braç curt en relació a la seva
llargada total.

La relació entre k llargada del braç llarg i el braç curt de cada parell homòleg (R de
Levan), dóna una idea de k posició del centròmer LEVAN ei al. (1964) estableixen unes
categories segons els valors que pren R, que correspon a un tipus de cromosoma, com
reflecteix k taula 6.5.

Taula 6.5. CLASSIFICACIÓ DELS CROMOSOMES SEGONS LEVAN et aL (1964).

R

R- 1,0
1,0<R< 1.7
1,7<R<3,0
3,0 < R < 7.0
7,0 < R < 39,0
39,0 < R < «

Classe

M
m
sm
st
t
T

Posició del et ntròmer

Punt medial
Regió mediai

Regió submedial
Regió subterrnmal

Regió terminal
Punt terminal

Tipas de cromotom*

Metacèntric
Metacèntric

Submecacètunc

Subacrocèntric

Acrocèntric

Telocèntric

El grau de simettia dels cromosomes i del conjunt del cariotip queda reflectit pels
següents índexs:

a) índexs df asimetria de BAZZJCHELLI (1967); indiquen el % de longitud que aporta
cada braç al cariotip. Es calculen a partir de les següents fórmules.

% L = 100 ( L / E L + C )

% C « 100 ( C / E L + C )

b) índex de asimetria d'STEBlws (1971), estableix dotze classes a parti/ de la reìació
entre to longitud del cromosomi més gran i el més petit del cariotip i les freqüències dels
quocients deis braços (cf. taula 6.6.).
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Tsuk 6.6. CLASSES DE ASIMETRIA D'SiEBBiNS (1971).

Relació entre el cromosoma
més llarg i d més cot

<2:Ï
2:1 - 4:1
>4:1

% de cromosomes amb R > 2:1

0

1A
IB
1C

1-50

2A
2B
2C

51 -99

3A
3B
3C

100

4A
4B
4C

c) Índexs de «ametría de Romero-Zarco: proposais prr ROMERO (1986) son dos
paràmetres que mesuren:

A, = 1 -1£ (C/L)] I n l'índex de asimetría intracromosòmica

A, - S / X P índex de asimetria intercromosòmica

on X expressa la mitjana de la longitud dels cromosomes i S. la desviació estàndard
corresponent. A2 també es coneix per coeficient de dispersió ek Pearson. Aquests índexs
presenten dos avantatges. D*una banda, permeten la representació gràfica en un sistema de
coordenades (A, i A:) que possibilita la comparació de cariotipi i, de l'altra, discrimina millor
que les classes d* Stebbins, a rangs taxonòmics infragenèrics ( ROMERO, 1986; GIMÉNEZ, 1995).

Per agilitzar i facilitar les tasques d'elaboració del c arieti p. tot ei tractament estadístic
bàsic de les dades, la conversió de les mesures, el càlcul dels índexs anteriorment descrits i
la representació dels idiogrames hapioides, s'han portat a terme a partir del programari
(software) d'un full de càlcul LOTUS per Windows versió 4.1. A pa/tir d'aquest programa,
el nostre Laboratori ha creat un conjunt de macros incorporades al full de càlcul model amb
les instruccions de programació adients que permeten automatitzar tots els procediments a
realitzar, quan s'han entrat les mesures corresponents de cadascun dels braços dels
cromosomes, i que constitueixen el programa CARIO, elaborat per J. Simón (inèd.). Ara bé,
un aspecte do gran transcendència, com l'aparellament dels cromosomes, fonamental per la
correcta elaboració del rariotip. no s'ha deixat al total arbitrí de les macros programades a tal
efecte, ja qut alguns criteris d'aparellament són difícils d informatitzar. Per tant, si bé s'han
usat, sempre hem efectuat un examen posterior dels aparellaments suggerits per l'ordinador.

63. RESULTATS

S'han estudiat el nombre cromosòmic i el cariotip de 18 poblacions que corresponen
a un total Je 12 espècies diferents. A partir de !es referències bibliogràfiques de què disposem,
D. sylvaticvm és Túnica espècie que no ha estat mai comptada i tampoc s'havien dut a terme
els cariotipi de D. verdumme i D. slaphisagria.
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Qs résultais dels recomptes dels nombres cromosòraics obtinguts « partir de l'anàlisi
de tes plaques mitòtiques s'indiqmm, a títol comparatiu, a la taula 6.?., així com h seva
fórmula i atees característiques: longitud cromosòmica mitjana, classe d'Stebbins, índexs de
Romero-Zerco i nombre de cromosomes satel.litifers.

La dotació cromosòmica de la majoria de taxons revisats en aquesta memòria és de
2n=!6 i confirma plenament x=8 com a nombre de basc habitual i majoritari a la tribu,
excepte ea les dues poblacions de D. Mosti i les tres de D. staphisagric, que ha donat en tots
els casos 2n=18.

les poblacions analitzades presenten un carictip bimodal amb un o dos
cromosomes llargs (fins a 1? um, el Ties llarg) roetacèntrcs o submetacèntrics i fo resta,
majoritàriament acrocènirics. són gradualment més petits (fins a 3 ¿un. el més petit). De fet.
podríem agrupar aquestó tixon* en tres grans grups segons la muríblogia del seu carionp: els
de 2n*18 (ú bolosii i D siaphisag*ia). amb una patella de llargs i S de més petits, i els de
2n=I6 que es poden subdividir alhora en 2 grups, els que només tenen una parell* ** llargs
(el subgènere Delphinium} t els que presenten les dues parelles de llargs, que és el cariotip
model de la tribu (k resta de taxons?. Sén cromosomes en conjunt força llargs; l' interval de
variació de la seva longitud cromosòmica mitjana és de 5,10 a 9,69 pm. Els cuploides
pertanyen a k classe 3B d'Stebbins. mentre que els dispioides üe 2n=18 corresponen a la
classe 3C. Els índexs de Romero-Zarco oscil·len entre 0.60-0,76 per A, i 0,27-0,51 per A,

L& presència de cromosomes satel. ¡infers en els taxons estudiats és força elevada.
S'observa una tendència important a presentar-se en els parells de cromosomes liargs. També
ens adonem que es tracta d'un aspecte de gran variabilitat a nivell interpoblacional Cal tenir
en compte, però, que aquest element sembla molt inconstant, fins i tol entre plaques d'un
mateix individu ja que en moto ocasions es poden trencar en el procés d'aixafament i no
detectar-se. No hem observat cromosomes B ni constriccions secundàries en cap de les
poblacions estudiades.

Fiem representat els índex de Romero-Zarco en dos tipus de gràfics de dispersió de
punts El primer, bidimensionai (figura 6. 1.), és un sistema de coordenades on * correspon
a l'índex de asimetria intracromosòmica (A,) i y el de asimetria intercromosòmica (A :)
Aquest gràfic només dóna idea de k asimetría deis canotips. El segon (figura 6.2.) és
tridimensional i relaciona k asinvetria amb k longitud total del complement cromosòmic Tot
i que el segon gràfic conté el primer i pot semblar informació redundant, incloem els des
perquè els punts representats a l'espai són més difícils d'agrupar i d* interpretar en un sistema
tridimensional. A partir d'aquesta figura es pot observar que els punts que pertanyen a
poblacions de les mateixes espècies o taxons pioners filogenèïicamem. s'agrupen forca bé.
Intracromcsòrnicament. les espècies anuals del subgènere Delphinium reg ist. er. els valors de
asimetria més ahs» seguit pels taxons de 2n*18 i després k testa. Intercromosòmicament, els
vates més ptns « iroben en le« poblacions D. stapkiwgria i els mé:> hatxos en el subgènere
Delphinium, que a la vrgada són els que presenten els cromosomes més peï:ts.
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Taula 6.7. DE LES

EmM.

**-*»*_

D í>o/ojf;

D «iruirpi.icmin sabsp tmarginatum

D e marginar t m sufrsp ntvaánot

D rvAü/icnm

A siapfmagria

D fnaum

D w^«w

D otxordcnim

D favargen

C maur,icri<cj

C OfOCÍS

PobÜKió

F3S3

RS*

BOLI

BOU

E EMAI

NEVI

SYLI

STAI

STA2

STA3

PICI

p;o

VERÍ

VER3

OBC1

FAV3

MAül

AJA1

2c

t«

16

18

18

16

16

16

18

18

18

16

16

16

16

16

16

¡6

16

Fona«!« Long.

Im + Irf" + 6« 8,4*

1» * 1»*" * S« + t«"" 7.91

IMB * 5« *3$»*" 7.10

Im * 8rt 8,42

l«n •* 3»i •»• 4« 7.09

Im * Ism * s» -r ¡a" 9^9

Ini •»• 2»B + 4fi * Iß"" 7,?l

Ira * 2» * 6« 6.90

I«1* •»• IMS™ * 6« - It 8.00

1» * 8« 7.60

2» * l»i + 5« 8.54

Im"" * ìim * 4si 9.22

lau * 7st 529

l$m » Ji t* l$f" 3.13

lsm*7s 5.75

l«n •»• 7« 5.10

2m * 5« * It 8JI

Im * IBI* * frn 7.07

St

3B

3B

3C

3C

38

3B

3B

?C

3C

3C

3B

38

3B

3B

38

3B

38

3B

A,

0,6?

0,64

0,72

0,73

0.6)

0.68

0.63

0,69

0.71

0,59

0.60

0,61

0.74

0.76

0.75

0.72

0.65

0.60

A,

OJ7

038

033

0,36

039

0.41

039

0,48

C.51

0.46

036

038

0,29

0.27

030

030

0.38

0,47

LODÇ. « Longitud cromoiAnica miijan« txprtsvala en firn, St» Classe d S:ebbins. AI i Al « indens de asimetría de

Romero-Zarco, stf.* cromosomes sate! l·iifers (vcfcu mis explicacions e» el text?

Els resultats detallats per a cadascuna de les poblacions estudiades, l'idiograma
haploide —la representació tipus dels cromosomes en ordre decreixent de les seves longituds
íotals, amb els satèl·lits, en cas de presentar-ne—, la fotografia o dibuix d'una placa
metaíàsica i les d?des numèriques, s'indiquen a les taules compreses entre la 6.8. i la 6.2S.
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— C_ O Ô  O O_ O !3_
p H o o o o o o o o "

•P

f ? !? P
r! — c o o o o o

„ P| fSJ — — — — — r*± ü

jf 60 O O O O O C O O e

f
g J — «c «-i o_ r>. »n •-. ^

w-r «-: v v "9 f-' •-» «-í x*.

1 •
_:= = £ > > > • >

ÍE

254



ESTUDtó CITOGENÊT1CS

Q

g

Q
íà
fi

i
p
a

-o«c
ox

Cx
MMM

H

"2
&a

I

1

I

iß

255



BIOLOGIA M LA REPRODUCCIÓ EN DKLfHMKA£ A LA MEDITERRÀNIA OCCIDENTAL

U
ffi
O

IK
2
ce
8
05
O

crç

o»

•p
o
c

2
=9g
jO
"2u;
O

o
r»4

\o
,5
"3
e

256



n

t

I
«C

ei
m
a

a

•o

i
o«
Ü

Ŝ
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6.4. DISCUSSIÓ

6.4.1. CONSIDERACIONS GENERALS

Els no v :s resultats confirmen el nombre de toe x=8, com a majoritari en la tribu.
Durant molt de temps es va creure que aquest nombre era molt estable (GREGORY, 1941;
KUWTA» 1955; TAMURA, 1967,1995; AL-KELIDAR & RICHARDS, 1981), però cal reconèixer,
a partir dels recomptes disp.'oiJes eïllats que han aparegut darrerament (GAGMDZE &
ZAMHARYEVA, 1977; HONG DE-YUAN, 1986; BLANCH! 1991; GIMÉNEZ, 1995), més els
d'aquesta memòria, que hi ha com a mínim cinc nombres de base secundaris dins la tribu. A
la Mediterrània occidental, fins al moment actual només se n'han detectat dos. x-8 i x=9. Tots
els dispioides identificats responen a la dotació In« 18. per tant, es tracta d'una disploïdia
ascendent i, de moment, només detectada en el gènere Delphinium. Pe! que fa a ia poüploïdia
en aquesta àrea, només té lloc en el gènere Aconilum i aïlladament en algunes espècies
perennes dei gènere Delphinium (D. montamm, D. elatvm, D. dubium i D fissum). Alguna
espècie anual com D ttaphisagria disposa també de dos recomptes (LANGLET, 1927;
GREGORY, 1941) encara que són antics i amb origen silvestre discutible. En Consolida, s'ha
trobat algun recompte triploide en C ajacis, però cal tenir en compte que aquesta espècie,
àmpliament emprada com a planta ornamental, ha estat molt manipulada des dei punt de vista
de millorament genètic (!AIN & BOSE, 1960; JAFN et al, 1963: BASAR & JAIN, 1963; MANDAL
&BASU, 1977, 1978).

El cariotip bàsic de la ttibu és bimodaJ, normalment amb dues parelles de cromosomes
llargs. S'han proposat dues hipòtesis per explicar la formació d'aquest tipus de cariotip:

- DARLÍNGTON (1963) suggereix que provenen de cariotips simètrics d'origen
pohploidc. Els cromosomes llargs poden contenir gens duplicats que es poden perdre sf nse
que això afecti greument ia planta. Els cromosomes més petits es podrien haver format a
partir d'aquests fragments despresos. La interpretació de les primeres dades isoenzimàtiques
en aquests taxons amb alguns zimogrames amb nombroses bandes com el 6-PGD sembla
suggerir que alguns gens podrien estar duplicats (cf. capítol 7).

- GIMÉNEZ (1995) recull l'opinió LEWISTKY (1931) que deriven de cariotips simètrics
en els quals poden haver-se esdevingut translocacions i reorganitzacions del complement; per
tant, mentre que alguns cromosomes s'allarguen, d'altre1; s'escurcen, però sense que el
complement general es modifiqui. Els alts percentatges de producció de granes, aparentment
viables, obtinguts en els encfeuarnenis tnterespecifics entre espècies filogenèticament molt
properes amb nombres diferents com ara entre D, staphisagria i D pictum, D bolosii i D
fisstan o, fins i tot, entte D. bolosii (sèrie Fissa) i membres de la sèrie Pentagyna, del mateix
subgènere Oligophyllon (cf. capítol 5), donarien suport a aquesta hipòtesi. En aquest sentit,
cal remarcar que en la sèrie Peniagyna (2n*16) hem obtingut millors resultats encreuant les
seves espècies amb D. bolosii (In·lS) que arnb D, pictum (2n :16) (subgènere Staphisagria).
Per tant, en els nostres taxons la proximitat filogenètica i la similitud cariomorfològica tenen
més pes en la producció ós granes dels híbrids que les diferències de nombre cromosòmic.
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Aquest model de cariotip, amb tes duts parelles dt cromosomes llargs, es manté en
tots els cariotips estudiats excepte en dos casos: tots uls recomptes de 2n=18 (D. bolosii i D.
staphisagrià) i el subgènere Delphinium, amb 2n»16. En tots aquests ha desaparegut œm de
les parelles de cromosomes llargs. Aquest fet em permet suggerir la hipòtesi que en eb
disploides de 2n=18 estudiats, el nou cromosoma probablement s'ha format per fragmentació
del braç curt d'una de les parelles de cromoi imrs llargs i posterior reorganització del
complement, fenomen conegut anib el terme de translocació robertsoniona (ROBERTSON.
19*6). Els atoes disploides de 2n=18 ¿escrits en la tribu manifesten cl mateix model de
cariotip (HONG DE-YUA^, 1986; GifcÉNEZ, 1995). En les anuals del subgènere Delphinium,
s'observa una imports-it tendència a disminuir la quantitat de material genètic, mostrant
cromosomes de mida més petita (BLANCHE et oi., 1990). Aquesta pèrdua de DNA podria
explicar la pèrdua d'un fragment de braç del segon parell, que sembla mes propens a ruptures.
Aquest fet incrementa notòriament la asimetria del cariotip, factor que, en canvi, no s'observa
en Consolida (BLANCHE ei al., 1987; GIMÉNEZ, 1995), cosa que fa plantejar la possibilitat
d'un origen diferent del gènere Consolida, no pas a partir del subgènere Delphinium com va
suggerir MALYUTTN (1973).

L'evolució del cariotip dins el conjunt de la tribu segueix les dues tendències que van
indicar StEBBfNS (1971) i TRIFONOVA (1990): increment de la asimetria i reducció 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
cariolips més asimètrics, queja aniria en aquest sentit (ÏAMURA, 1995). El parell més variable
és el segon, com ja van intuir BLANCHE (1991 ) i posteriorment va confirmar GIMÉNEZ (1995)
i pot resultar un bon marcîdor de l'evolució cariotípica dins la tribu.

6.4.2. ANALISI PER GRUPS

Aconiíum

De les espècies à"Aconiíum presents a la Mediterrània occidental, només A. lycocionum

és diploide amb 2n=16, menar que A. napellus i A. aníhora són tetraploides amb 2n=32

cromosomes cadascun. Les nostres poblacions han estat revisades en la seva majoria per
MOLERÒ et al. (1995). Els recomptes obtinguts coincideixen amb els nombres descrits
prèviament i no s'han detectat diferències importants en la morfologia del cariotip. respecte

a resultats anteriors.

TRIFONOVA (1990) va suggerir que !a tribu evolucionava lentament cap a la poliploïdia
i, per tant, els taxons més primitius serien els que ja l'haguessin assolit, tot i que a nivell
d'angiospen.,« no s'ha pogut demostrar aquesta prrnissa (STEBBINS, 1971 ). En aquest sentit,
A. lycocionum seria me? modern que les atees ducs espècies. Si aquesta tendència és certa,
la desigualtat entre la proporció de poliploides catte els dos gèneres més ^ans de la tribu,
indicaria que Delphinium s'hauria diferenciat molt posteriorment a Aconiíum. i l'absència de
ooliploïdia en Consolida i Aconüella les denota com 2 molt més evolucionades. El que si
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sembla acceptai pa- moìt autore és fue la poliploïdia està lligada a la latitud i a 1 altitud
(HANELT, 1966; STUKNS» 197!; EHRENDORÍ ER, 1980). Els poliptoídes sonito mes ben
adaptats a condicions i climes més extrems, am serien els hàbitats alpins, que els seus
progenitors diploides. En l'àrea on s'emmarca aquesta memòria, això s"acompleix, ja que
pràcticament totes les espècies tetraploides (A. napellus, À. anihora. D montanum) viuen en
aquest tipus d'ambients.

Pel que fiï a la biologia de la reproducció, cal ressenyar com a dada interessant que
rúnica espècie diploide à'Aconitum —A. fycoctoman— és la que ha presentat taxes
d'autogàmia més elevades en les proves d'embossamcnt de flors \cf. capítol 5), realitzades per
estudiar la capacitat de reproducció en absència d'insectes. De fet és rúnica d'aquestes
espècies d'àmbit muntanyenc (incloent D. montanum. tetraploide) que ha produït granes
desenvolupades en pquestes condicions, tot i que cal reconèixer que el seu millor sistema de
reprod-jcció és l'al.logàmia, si es comparen els resultats amb la producció de granes de la
pol.linització lliure al camp, on hi han intervingut els insectes (c/ taula 5.23.). Amb tot,
aquesta certa autogàmia en A lycocíonvm pot ser un recurs que asseguri producció de granes
a una espècie on la seva morfologia floral peculiar dificulta la pol.lmització. augmentant
Fespecifkítat dels vectors i on hem detectat una major proporció de robadors de néctar (cf.
capítol 4). L'absència d'autogàmia en tes altres espècies pot ser deguda a una major
autoincompatibilitat o al fet que els mecanismes de proteràndna i hercogàmia són més
efectius.

Sèrie Montana

D momamm és una espècie tetraploide (JANKCN. 1973; BLANCHE, 1991 ) amb 2n=32.
encara que moites caractéristiques com el nombre d'estams (cf. aparts! 2.3.1.}, la mida del gra
de pol.Ien o la densitat d estâmes entre d'altres (BLANCHE, 1991 ), no denotin aquest caràcter.
és a dir, no es detecta ur increment notori respecte a d'altres espècies diploides properes Els
altres membres de la sèrie Montana, D. oxystpalum i D àubmm, son vicarianti endèmics de
les grans serralades europees, dels Carpáis i dels Alps, respectivament. A partir de 1"estudi
d'hibridacions i de l'endosperma (JASKUN. 1973), semblà que hi ha més afinim entre aquests
que no pas amb D eiatum, cosa que ha fet pensar que comparteixen un avantpassat pre-glacial
comú, que es devia extingir durant el période glacial (BLANCHE, ¡oc cit ). Aquestes espècies
s'haurien refugiat n les muntanyes, que haurien actuat ce m a barreres d "ai I lament geogràfic,
haurien permès la seva especiado. Tots presenten el mateix nombre, 2n=32, que caracteritza
prou bé aquest subgènere enfront del subgènere Oiigophyllm i les anuals, almenys en aquesta
àrea. Aquesta duu«;ió cromosòmica denota, a més, un caràcter primitiu

Sèrie fus«

D. fissum inclou un conjunt de subespècies amb um àrea de distribució força àmplia
(BLANCHE, 1991) que s'estén des <fe te estepes i muntanyes baixes d'Àsia central, per tot d
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nord de la regió Mediterrània fins a Im peninsula Iberica, on lé la posició més occidental unb
la subespccie sardidum. Fins al moment actual, tots els recomptes reportats són de 2n=16 i
2n=32 (cf. taula 6.2.)* *« els quals sovint no s'ha precisat E n,vell infraespecífíc. Les
poblacions dels Alps Marítims, descrites com c subespèc:e/Ï5íum varietat narbonerjc (Huth)
Fiorì (BLANCHE., toc. cit ). que no havien estat mai comptades r* c! seu cariotip estudiat,
presenten un complement de 2»*16. Les dues poblacions de la sü .e sordidum de l'cest
peninsular, on apareix formant poblacions molt Alades, han estat rt. isades citogenèticamem
per Rico et aJ. (19S1) i BLAÍCHÉ (1991), i també presenten uua dotació cromosòmica de
2n*16. La morfologia del carioop és força similar entre ambdues subespècies, amb petites
diferències en el braç curt del segon parell, lleugerament més cur. en les poblacions franceses,
en què també hem detectat la presència de cromosomes satel. liti fers.

En el cas de D. bolosii, espècie filogenèlicamer·t molt propera a D. fissum. el iiombre
cromosòmic d'ambdues poblacions ha donat 2n=l 8. un o*s de disploïdia ascendent per guany
de dos cromosomes respecte al nombre habitual de la tribu. Es tracta d'una disploïdia
relativament moderna (si es té en compte la distribució de la sèrie) i molt localitzada. Aquest
nombre és rar dins del gènere i només Them detectat en una altra espècie, els tres recomptes
de D siaphtsagrm que aportem en aquesta memòria. A la bibliografía només hem trobat D
denudarían Wallich q«»e també pertany a la mateix subgènere Olig&pfyllon, però d'una secció
força »nés allunyada, que te un nombre displotde diferent 2r=20 .SARKAR ei al.. 1982). Dins
la tribu s'han detectat altres casos de disploïdia amb aquest nombre en els gèneres Consolida
i Aconnella (HONG DE-YUAN. 19%; GiMÉNEZ, 1995)

La població de la Noguera que inicialment havia estat descrita com a D fissum subsp.
foniquen Ascaso &. Pedrol ( ASCASÖ & PEDROU 1991 ). el nombre de 2n=i ! 8 cromosomes, junt
amb altres dades morfològiques, ens va inclinar defií.itivamem a situar taxonómicament
aquesta població dins ¡'espècie D bolosii i separar-la clarament de D fissum: la gran
semblança entre els patrons de bandes isoenzimanques obtingudes d'ambdues poblacions
denen suport a aquesta idea (cf. capítol 7).

Els c ano t i ps d'ambdues poblacions són força similars, tot i que cal destacar I* elevada
pi esencia de satèl·lits en la població de la Noguera. Actualment encara es desconeix en bona
part el paper que fan aquests fragments de DNA i si es tracta J'un caràcter residui o recent.
En tol cas, és un caràcter cariomorfològic més a tenir en compte. La posició dels satèl·lits
permet a GAGE (1953) treure conclusions sobre l'evolució del genoma en altres espècies de
Delphinium. Com ja hem indicat, també hem detectat satèl.lits en les poblacions D fissum dels
Alps Marítims, amb una major tendència a situar-se sobre els parells llargs, mentre que en D
boïos:i se situen en els pareils curts.

Els «-ariotips obtinguts per a D bofosii concorden prou bé amb els de D fissum, si
considerem 1"hipòtesi de ia fragmentació d'un ¿els cromosomes 11 ;rgs que donaria lloc al novè
cromosoma i U desaparició d'um de íes parelles de llargs. Aquests fets podrien relacionar-se
amb Tarea de distribució de la sèrie Fissa i la dispersió d'aquests taxons, tal com apunta

(1991), seguint les línies de migració de les espècies durant la crisi de salinità! del
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Messinià, que van proposai BOCQUET ei al. (197S). D. bolosii establiria un pont d'enllaç entre
k subespècie ßssum varietat narbontnse —que ocupa la zona dels Baixos Alps— i les
escasa i aïllades localitats de la subespècie sordidum a l'oest peninsular. Per diverses
circumstàncies podrien haver quedat aïllades geogràficament i haver patit un procés de
diferenciació divergent que hagués donat lloc a una reorganització del material genètic. Els
resultats dels encreuaments intercspccifics donen suport a aquesta idea (cf. capítol 5), ja que
sembla que no hi ha barreres d'incompatibilità! genètica eotre ambdues espècies, cosa que ens
reafirma la seva proximitat filogenètica.

Sèrie Pentogyna

Tant D. sylvftticum com les dues subespècies de D- emarginatum presenten una dotació
cTomosòmica de 2n=16 i coincidieixen amb eh escassos recomptes previs i amb l'altra espècie
del girp D pentagyman. ÉS el primer recompte de D sylvaiicum i la subespècie emarginatum
tampoc havia estat comptada de terres africanes (es tracta de ta varietat africanum Maire). Els
tres taxons presenten un cariotip molt similar, amb dues parelles de cromorornes llargs, típk
de la majoria de Delphinium perennes. Potser Túnica diferència significativa a ressenyar seria
que la subespècie nevadense mostra els cromosomes un xic més llargs que els altres dos, però
a vegades pot ser degut al fet que s'hagin escurçat poc durant el pretractameni També hem
de.vXtat la presència de cromosomes satel.litifers en D sylvaiicum \ en la stibespècie
nevadenx.

Els resultats dels encreuaments interespecífícs o hibridacions (cf. capítol 5) demostren
que l'existència de barreres genètiques dins aquesta sèrie són pràcticament nul·les, fenomen
tamhé detectat en d'altres espècies perennes diploides de Delphinium (Lccko, 1961 ). Aquest
fet pot ser degut a aquesta gran similitud entre els cariotips.

Aquest grup es troba restringit a l'extrem oest de la Mediterrània, ocupant l'àrea
•berc?.;cilianomagrebina. Si es considera derivat de D. ßssum —ta! com insinúa BLANCHE
( 1991 )— pel fet de manifestar e! segon parell una mica més curt, fet que corroborem amb els
nostres resultats, ocuparia les posicions més extremes, seguint les Unies de migració
proposades per BOCQUET et al. (1978).

Pel que fiï a aquest possible origen a partir de D. ßsmm. Fait nombre de granes
nroduides a partir d'hibridacions entre individus d'ambdues sèries que pertanyen al mateix
subgènere OÜgopkyllon (cf. capítol 3) demostren que com a mínim són espècies moit
emparentades o properes. Caldria un estudi més aprofundit de les granes (que són un bon
caràcter taxonòmic dios aquest grup) per tenir més elements de judici per poder reafirmar
¿questa hipòtesi, com ja va suggerir BLANCHE (1991). També caldria realitzar un estudi
cariologie i encreuaments amb lei espècies africanes tropicals de la subseccio Macrocenira
secció Albocoenata (D. leroyi Franch, i D maeroceniron Oliver) del mateix subgènere que
proposà :VÍLNZ (1967a) com a possibles avantpassats d'aquest grup, per esbrinar el grau de
parentiu i, en M cai, per poder descartar aquesta hipòtesi alternativa.
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dues poblacions mallorquines oc D. picíum mostren im complement de 2n=16 i
coincideixen amb tots el recomptes anteriors (c/ taula 6.2.). Els dos cariotips morfoiògicament
s'' n molt limitas, fet força espcrable a priori perquè ambdues poblacions són geogràficament
molt properes. Pràcticament només es diferencien per la presència d'un satèl·lit en el braç
llarg del primer cromosoma de la població de Cala Tuent (PIC2) que no trobem en l'altra
població. Cal destacar com a tret remarcable, un augment de la simetria dels dos cariotips
respecte al model de la trieu, perquè a part de ks dues parelles de cromosomes llargs típiques,
presente i UM tercera parella (el sisè parell, en ambdós casos) d? cromosomes gairebé
metacèi tries. Aquest fet ja va ser detectat per VeilLAQUE et al. (199Î) en el cariotip de D.
picíum subsp. pictum de Mallorca i en ei de D. pictum subsp. requiem de les Illes leras. En
~anvi, no es va trobar en les poblacions de D. picnan subsp. pictum de Còrsega, que mostra
un cariotip més asimètric. TnirONOVA (1990) ja va descriure un increment de la simetria dins
aquesi subgènere.

L * altra espècie que integra aquest subgènere és D sicphicagria. en la qual cal remarcar
la troballa realment sorprenent d'un «»ombre nou In« 18, mai descrit per aquesta espècie, en
Oes poblacions relativament allunyades geogràficament. Seria molt interessant poder estudiar
altres poblacions per confirmar aquest nombre. En aquest sentit, KAMARJ (1995, in Un.) ha
confiat també aquest nombre en uiia població de Grècia, cosa que referma aquest nombre
disploidc. A la bibliografia fins al mor.icní actual, nome1; es recullen recomptes euploides de
2n"=16 i de 2B™32 (cf. taula 6.2.), molts d'aquests són antics i sense cariotip. Els nombres
poliploides podrien ser accidentals, ja que es tr?cta d'una planta força emprada pels seus usos
medicinals i sovint en jardineria; podria se? que aquests tetraploides conesponguessm a formes
de jardí, d'origen duèlós. El fet de no coincidir amb els recomptes previs podria tenir diverses
explicacions. D'uni banda, pot ser degut a cena inestabilitat crornosòmica dins aquest grup.
Altres dades com k mida de l'esperó, la mida ¿c les panes, '.a tendència a ¡"autogàmia (cf.
capítol S), etc. demostren que aquest pup ha seguit un model evolutiu ben diferenciat dins
la tribu i això també pot haver afectat l'organització genómica Dins el marc de la tribu, s'ha
detectat una notabk inestabilitat especialment del segon parell, en el quai es produeixen
freqüents ruptures o canvis morfològics, que en aquesta espècie poden haver tingut més
transcendència. D'altra banda, donada la gran estabilitat del nombre . romosèmic en la tribu,
considerat com a molt fixai, ha propiciat que molts autors davant c'e recomptes dui"osos
erròniament optessin pel nombre més habituat.

Aquesta dispíoïdia junt amb algunes caracterísi:.; »es. com la considerable reducció de
là mida de l'esperó o ¡"increment en la mida de ics llavors, semblen indicar que D
tíaphòajgria es troba «1 final de la cadena evolutiva d'aquest subgènere, ja que D picnan
manifestó caràcters més intermedis amb la resta d'espècies de Delphinium. El clar augment
de la asimetria intercromosòmica i intracromosòmica del cariotip de D siaphisagria també
és in caràcter més avançat segons TRIFONOVA (1990).
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Els cariotips de ics tres poblacions estudiades sén molt similars, constituïts por un
cromosoma molt llarg i molt simètric i vuit de molt més curts i molí asimètrics, més que els
cromosomes curts de D picnan. Pertanyen a la classe 1C d'Stebbins. Aquests cariotips
presenten una gran similitud amb els de D. bolosii« probablement perquè Porigen del
cromosoma suplementari ha estat semblant, per fissió d'un cromosoma llarg. La població del
Marroc (STA2) presenta dos satèl.lits en els dos parells més llargs, meno« que les altres dues
poblacions no en tenen. Ahnest fet podria estar relacionat amb la relativa proximitat
geogràfica entre Alacant (STAI) i Eivissa (STA3) (segueixen ia mateixa línia orogràfica
betica), però donada la gran variabilitat d'aquest caràcter í el baix grau de coneixement que
¿cmalmeni es disposa dels satèl·lits no ens atrevim a fer conjectures.

Subgènere Delphinium

Tots els recomptes coneguts (cf. taula 62. i 6.7.), incloent els taxons qui no es troben
a la regió estudiada (BLANCHE, 1990; BLANCHE er al . Î990; GIMÉNEZ. 1995) donen 2n=16,
per tant, són estrictament dipîoides. Es tracte, doncs, d'un grup molt estable quant al nombre
cromosòmic. L'absència de nivells de ploïdia més elevats dóna suport a la idea d'un origen
recent del subgènere i. per tant, es pot considerar més evolucionat respecte dels taxons
perennes. A nivell de les Delphineae en conjunt, com ja apuntàvem anteriorment, també
s'observa l'absència de nivells de ploïdia més alts en ets gène—s més avançats: Comalida i
Aconítella (TuiFOMWA, 1990).

Aquest origen recent també es veu refermat pel fet de presentar el canotip més
asimètric de la tribu, com a mínim en la regió Mediterrània (c/ figura 6. 1 . i 6.2,). L'augment
de la asimetria — considerat un caràcter evolutiu secundari (STEBBINS, 1971) — és degut,
fonamentalment, a l'escurçament del braç curt de! segon parell, cosa que provoca la
desaparició d'una parella de cromosomes llargs, fet que es reflecteix en la fórmula Im (o
l$m) + 7st Aquest escurçament és el vet més característic del subgènere, junt amb una
considerable reducció general de la mida dels cromosomes, causada per una pèrdua de DN A
que AL-KELIDAR & RICHARDS (1981) van estimar en un 30 % respecte a les prennes, i que
es correspon aproximadament a les diferències en les mesures obtingudes (cf. taula 6.7. v
Aquests autors interpreten la pèrdua de material hereditari com un indicador de posicions
filogenètiques derivades, en ¿quest cas lligat a l'hàbit anual La pèrdua de material es pot
produir durant inversions i translocacions de fragments de braços dels cromosomes, que a
vegades tenen lloc, però sense modificar el nombre de centròmers. que no s'esdevé tant en
els taxons perennes ja que ocupen hàbitats més estables (BLANCHE tt ai , 1990).

D'altra banda, hi ha una gran uniformitat de cariotips dins aquest grup. En algunes
ocasions, fins i tot, s'han detectat més diferències intracspecifiques que interespecifiques
(BLAVCHí ei ai . 1990). La gran semblança dels cariotips i la manca de barreres genètiques
(cf. capítol S) suggereix que es traca d'un grup molt proper, de diferenciació molt recent que
podria ser considerat com un complex. Taxonomicament. MAIRE ( 1 964) el va considerar com
un de taxons supeditats a D. peregrinum L. amb un gran nombre de varietats i formes

266



Pel que ai a 1« biogeografia de la secció Delphinium, distribuïda per tota la regió
Mediterrània i Iranoturaniana, sembla que presenta dos centres de diversitat (BLANCHE, 1990).
El primari és a la regió Mediterrània oriental (Grècia i Turquia), on s'observa un gran nombre
d'endemismes, i el .secundari, a la regió Mediterrània occidental (muntanyes de l'Atlas) on
encara resten alguns endemismes com D. balansae o D. cossonianum. BLANCHE ei al. (1990)
interpreten el cariotip de D, balansae com a nexe d'unió entre aquest subgènere (taxons
anuals) i les espècies perennes, D. balansce és l'únic representant d'hàbit perenne del
subgènere, encara que toies les característiques macromorfològiques i micromorfològiques
corresponen clarament a una espècia anual El seu cariotip es troba a mig camí, ja que ha
reduït la seva mida i la segona parella s'ha començat a escurçar. Aquest fet suggereix la
possibilitat de considerar aquesta espècie com a avantpassat relicte d'aquest subgènere.

Consolida

El nombre cromosòmic de les dues espècies estudiades és de ?n-16. que coincideix
amb els recomptes previs (cf. tau'a 6.3 ). També hem recollit ?m recompte de 2nA!2
(BÖMCKE, 1911), però no s'ha ti, ¿ut en compte perquè s'havirn produït confusions
nomencl airáis i no es tenia una referència clara del material. S'han detectat alguns casos de
displofdia en aquest gènere, tant ascendent, amb 2n=18 (HONG DE-YUAN. 1986; GIMÉNEZ,
1995), com descendent amb 2n-14 (Hcwc DE-YUAN, loc cil}, però cap a la Mediterrània
occidental. De fet en aquesta /ona arriben poques espècies i és la Mediterrània més oriental
on hi ha k major diversitat del gènere.

Ei cariotip mostra les dues parelles de cromosomes llargs, típiques de les Delphineae.
sense una reducció de la mida dels cromosomes com tenia lloc en el subgènere Delphinium.
En ocasions s'han descrit constriccions secundàries en C mauriïanica (BLANCHE ei ai., 1987).
però no n'hetn delectat en la població estudiada. Tampoc hem observat en aquesta espècie la
tendència a presentar el quart parell niés simètric detectada per aquests autors en diverses
poblacions de C pttbescens i C. mawitanica, que sembla exclusiva de la rène Pubescentes
(BLANCHE el al., loc. dt; GIMÉNEZ, 1995).

Pel que fa als resultats dels encreuaments interespecífics assajats (cf. capítol 5), les
barreres genètiques en aquesi gènere semblen niés fortes que en Delphinium, mentre que les
diferències enür la morfologia cromosòmio» no són tan grans. Tot i aquesta baixa capacitat
d'encreuament, les dues espècies de la mateixa secció i sèrie, s'hibriden millor (al voltant d'un
.10 % de producció de granes) que entre les més allunyades. HONG DE-YUAN (1986) també
va trobar una baixa capacitat d'encreuament a nivell interespecific i intergenèric (entre
Consolida i Acomtella). No obstant això. va obtenir granes desenvolupades, encara que amb
baix poder de germinació, hibridant dues Aconilclla amb nombre cromosònnc diferent: A
scleroclada (Bein.) Soják (2n-ll) i A. stenacorpa (Hossain & Davis) Soják (2n=16),
semblant als resultats obtinguts entre D. bolosii t D ßssum. En canvi, no va obtenir granes
desenvolupades dels híbrids entre A. ïeheranica (Botss.) Soják (2n«=14) amb les altres dues
ieonítel.ks, ni amb C. regalis (2n-16).

26?



ButooiA Dt L* nawauexaò m» DurmwM. * u MEDÍTEWANIA OCCIDENTAL

6.4 J. EFECTE DEL NOfcffiRE CROMOSÒMIC EN LA REPRODUCCIÓ

Les espècies estudiades són citogenèticament normals í equilibrades. A efectes de
control, no s'ha detectat cap altra anomalia cromosòmica que la consolidació de x=9 com a
nombre de base de D. bolofi; i D. staphisagria.

Els encreuaments mterpoblacionals assajat* (BOLI x BOL2; STA! x STA2; PICI x
PIC2; VERÍ x VER2) (cf. capito! 5) tei produit percentatges de pams molt alts en tots els
casos, semblants als intrapobiacionals (les diferències «o han estat significatives). La gran
similitud entre poblacions dels cariotips pot explica; perfectament l'obtenció d'aquests
resultats. Sovint, però, aquests encreuaments no es donen a la natura perquè les poblacions
estan físicament separades les toies :: les altís, però són indicadors de l'escassa divergència
i diferenciació produïda amb el seu aïllament.

P¿1 que fa a les experiències d'hibridació interespecífica (c/ capítol 5), la proximitat
filogenètica i la similitud cariome*i0logica son els factíws que pesen més en la producció de
granes dels híbrids. Així. la diferència entre nombres cromosòm;cs. que sol ser determinant
en la impossibilitat de donar hfbrkh, té un paper secundan en els nostres taxons Per tant,
aquest darrer factor no actua com a barrera genètica —com havien postulat alguns autors
(SOLBIUG. 1970; STAŒ, 19§9)— entre tuons molt propers de la tribu Delphimof com a
rnimm a la Mediterrània occidental. Aquest fenomen també s'ha detectat en altres taxons com
per exemple en el gènere ïïtymta L. (MORALES, 1995) o en un bon nombre de Carduin.je i
de Cemavreinae a les compostes (GARCÍA JACAS, 19%) En les nostres experiències hem
assajat encreuaments amb èxit entre taxons cuploides i displcides de 2n=16 i 2n-18 A part
de les nostres dades, donen suport a aquesta idea ek encreuaments entre D picnan subsp.
rèquiem (2n=16) i £) sijphúagria (2n™18). que va donar llavors híbrides viables (ALIAS &
BLANCHE, inèd.) o els resultats en Aconsella de Ho*€ PE-YUAN (1986). Segons STAŒ
(19S9), els híbrids entre espècies anib nombres cromosòmies diferents, »vint donen ur«
nombre intermedi. En les rr.eiosis quedaria un cromosoma desaparellat. que probablement
s'acabaria penkot. Vam inte..lar fer un seguiment ciiogenètk dels híbrids a fi de comprovar
aquesta hipòtesi, però ei material no s estava dividint Sigui com sigui. :a descendènria híbrida
té una gran vi tal i cat

Pel que fa als encreuaments inierespectfks entre taxons amb diferent nivell de ploïdia,
tot i que no n'hem as&rat cap, la bibliografia reporta alguns casos en què actua com a barrera
genètica LEGRO ( 1961 ) obté produccions de granes molt baixes o nulles encreuant D e Int um
lin-32) amb ics espècies diploides D muEcaule. D cardinale o D zaïil (2»* 16), mentre que
els resultati són més elevats ente ks espècies amb el mateix r.ivell de pbïdia D'altra banda,
atees treballs demostren que aquest tipus de barreres son poc importants. Per exemple, D
nysit Hurt. (2n*32) prové de D datum (2n*32) \ D nudicmtlt ("ln=Ié) (LAWREKCE, 1936)
o Delphinium i bzttadonnc (2n=-»íÏ) és un al lopohploidc híbnd de D. grandiflorvm L.
(2n=!6) % D, elatum (2n-32) (GAGE. 1953). JAMKUN (1974) v§ assajar encreiAnents enür D
grandifionan (20*16) com a donador de pol Ien i D eiatum }2n=32) o D oxysepalum (2nK32)
com a receptors, en els que només es va desenvolupar un 30-35 % de les granes. Aquestes
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degeneren o avorten perquè hi ha una tendencia a la r oliploïdització del nucii de l'endosperma
i ite l'embrió mm m conseqüència de la hibridació (JANKLN. 'oc cit.). Algunes granes es
desenvolupen, encaia cue l'endosperma no sigui viable.

£a eì gènrrt Aconitum també trobem UB exemple d'hibridació entre dues espacies amb
difeient nivell de ploïdia: À, napellus subsp. skerisorae (2n=32) i A. vcnegatum (2n-16),
(ZiEUNSKY, i 982a, 1982b). En aquest sentit, el presumpte híbrid entre .4. fycoctoman i A
napefítts, trobat a la localitat de k Vall de L /osas (Osca*, en ca. > ser-ho. provindria de
parentals amb diferent nivell de pioïdia, però cal una investigado més acurada per assegurar-
ne l'existència real,

LEGRO (1%1) va inieiitar encreuar C <yoc« (20*= 16} amb D, flamm (2n*32) sense cap
mena d'èxit. En aquest cas, a part del diferent nivell de ploïdia, es tracta d'un encreuament
intergenèric de dos taxons molt allunyats filogenèticament, en què les barreres genètiques han
de ser importants.

Aquestes dades adquireixen una pan transcendència perquè demostren que les
mutacions cromosòmiques estructurals no són per si mateixes suficients per explicar
1" especiado en aquest grup de piar.te s, excepte algun cas com seria D Mom. Els mecanismes
de selecció ser; e.s únics capaços de produir combinacions i rccombinaaons de diferents gens
que impliquin barreres citogeiètiques i. conseqüentment, reproductives (BEADLE, 1963).



7. SLECTRÖFORESI D'ISOENZIMS

7.1. INTRODUCCIÓ

L'eleciroíoresi d'isoenzims ha tingut un paper important en diferents disciplines et la
biologia que ha permès donar nous enfocaments, entre d'altres, a k sistematica ( GOTTLIEB,
1977; CRAWFORD, 1989), als processos evolutius i les relacions filogenètiques (GomjEB,
1971; CRAWFORD, 1983), a la genètica de poblacions (HAMRJCK, 1989) i també s'està
convertint en una eina important dins el camp de la biologia reproductiva (RITLAND & JAIN,
1981; RÍTLAND, 1983; LOVETT Dousr & LOVETT Dousr, 1988; BROWN ei al, 1989, 1990)

Aquesta tècnica es fonamenta en I"existència, en tots els éssers vius, d'isoenzims
(MARKER! &. MOLLER, 1959), és a dir, enzims que posseeixen la mateixa funció puix que
yctuen sobre el mateix substrat, però que són estructuralment una mica diferents. Aquest fet
implica una diferent mobilitat elcctroforètica. propietat descoberta per HUNTER &. MARX ERT
(1957), que possibilita k seva separació histoquimicí> en un substrat adequat. En els darrers
anys s'ha produït una gran extensió r*e treballs de recerca en aquest camp que ha comportat
un brgatge molt consolidat d'aquesta tècnica (SOLTis et al., 1983; WENDEL & WFEDEN, 1919;
KEPHART, 1990) i un corpus científic de prou gruix per a la seva interpretació (SOLTJS &.
SOLUS. 1919, HAMRJCK &GODT, 1989)

L'aplicació oc ¡a tècnica isocromática a la botànica ha proporcionat un ampli ventall
o espectre de marcadors genètics que reporten avantatges respecte als marcadors morfològics
emprats tradicionalment (ÜROWN & WEIR, 1983; HAMRICK. 1989), D'una Nuda, es tracta
d'una font de dades rno!t abundants per a l'anàlisi de 1« diversitat genética de íes poblacions
naturals, sense estar subjectes o influïdes pels factors externs mediambien'.als Tampoc depèn
de la mid« de l'individu ni, en principi, de l'estadi fenologie, ja que molts d'aquests enzims
s'expressen durant tot el cicle de la planta. D altra banda, l'específic i t at isoenzimàtica permet
atribuir ai, lei s a ha concrets, que fan possible la comparació entre individus o poblacions en
base a pocs ioci, alguns dels quals són molt poümòrfics per a la majoria de poblacions. Les
diferències al.Ièliques es detecten com a diferències de mobilitat, independentment del paper
funcional o del grau de variabilitat de l'enzim. S'expressen codominantment i possibiliten el
coneixement de les de segregació mendeliana eludint el f .>blema d'aïllar els
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partnials i realitrar els encreuaments corresponents. A part. també reporten informació sobre
l'origen híbrid, k duplicació dels gens o hi poliploïdi? í WEEDEN & WENDEL, 1 9Í9). Amb tot,
cal tenir present que la molècula de DNA és molt gran i que la informació epe s* obté de
relectrofcresi d'isoemims correspon a una part del DNA total qur és proporcionalment molt
petita t, per tant, parcial, però no per això menys valuosa. A més. com que el codi genètic ¿s
degenerai (diferents olplets de nucleòtids poden codificar d mateix aminoàcid), una mateixa
mobilitat electró forètica pot estar associada a variants diferents de! gen analitzat. Per les dues
raons, les estimacions de variabilitat en base ais isceazims són sempre per defecte.

Els valors dels paràmetres de Variabilität genètica obtinguts a partir d'aquesta
permeten fer comparacions entre taxons. El darrer recull de dader de diversitat i
de què actualment es disposa e! portaren a terme HAMRICK & GODI (1989) amb un total de
449 espècies que corresponen a 165 gèneres (dades publicades durant e) període 1968-1988).

i-el que fa a la biologia de la reproducció, els .socnzims són marcadors que
proporcionen evidències directes sobre el tipus de reproducció i les seves conseqüències
genètiques. Una anàlisi precisa i profunda d "aquesti sistemes reproductius pot donar una
estimado de la seva transcendència en la determinació de restructura de la població i la seva
evolució potencial Temps enrere, hom pensava que les anàlisis genètiques requerien una
revisió directa de Íes interferències amb la morfologia i 1* anatomia reproductiva. Ara cal
reconèixer que els sistemes reproductius prenen lloc en un context ecològic i estan subjectes
a factors den francs i de selecció natural. E! mode de pol.Hnització, la dinàmica de
producció de flors, la densitat, el ritme de floració i tota l'ordenació en veïnatges en l'espai
interaccionen amb els sistemes reproductius de manera que la progènie pot haver estat
organitzada en una adaptació gens aleatòria Aquests mode' ; determinen r extensió de la
selecció i troben esdeveniments que condueixen a carn i s microcvolutius del.« sistemes de
reproducció ( BROWN et al , 1989).

Aquest tipus d'estudis es poden realitzar a dos grans nivells: Finirà i i interpoblacionai
Segons ei nivell que considerem, la filosofia és diferent. En ris estudis intrapoblacionals.
s'obté una gran precisió en la informació genètica de cada individu perquè es procura treballar
amb el màxim nombre de loci però sempre a costa de la mida de la mostra. En canvi, a tuveiî
interpoblaciottal es consideren pocs ¡oci ben seleccionats, però cal maximitzar el nombre
d'individus emprats per l'estudi (SHAW & BRÖWX. 1982). Sempre es pot completar o validar
aquest tipus d'informació amb observacions de li seva història natural com. per exemple, el
comportament dels pol Imitzadors

BROWN et ui (i 989} v an assenyalar alguns aspectes de la biologia de la reproducer
que es poden mitjançant aquesta tècnica:

a) Si I" autogamia és completa o parcial en cada individu
b) Si l'apomixi és obligada o facultativa, és a dir, si també hi ha reproducció asexual
c) en plantes cntomòfiles. si 1 ai logàmia és completa o parcial i si les visites són
efectives.
d) Si les granes d'un fruit provenen del mateix parental (estudis de progènie).
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e) Si els sisícmes reproductius effca correlacionáis amb la distribució espacial.
f) Percentatges d'autcgàmia en plantes cleistògarnes o casmògaincs.
g) Si hi ha autoincompatibilitat críptica o competència gamctofítica.

En el conjunt de tes Delphir..je, per les refr.-fncies qoe disposem, sén escassos els
treballs d'electroforey. d'iioenzims que s'han dut a too«. JENSEN (196$) realitza un estudi
electroforètic pioner en gels d'acrilamida per separar isoesterases, isopolifenoioxidases i
isoperoxidases d'Aeonitvm panievialïm Lam En §els de midó, ZiiWSKY (19S2a, 19S2b),
mitjançant l'electroforesi i k citogenètica, evidencia hibridacions entre A napelius i A
•ariegaíum L.. eues espècies amb nombres cromosòmics diferents WASER (1987) analitza la
variació gssetka espacial en una població de D neísonii Greene. Finalment, RICHTER er ai.
(1994) fsîudien la variabilitat genética interpoblacional d'una espècie endèmica nord-
amer ana, D. viridescens Leiberg.

En la nostra àrea d'estudi, aquesta tècnica ha estat emprada per a ta identificació de
varietats comercials, com per exemple de clavells (MESSBGUEU, 1 987) o d'avellaners (RovntA,
1993), o per dur a terme estudis taxonòmics i evolutius en el gènere Awfroeymbium Willd,
(PEDtQLA. 1993; CAUJAPE, 1995) o en Cheiroiopkw Cass, (GAÄMATJE. 1995).

L 'objectiu d'aqiiest capítol ha estat doble D'una banda, posar a punt la tècnica
d'eiectroforesj d'isoen/ims al nostre laborator per a les espècies de la triím Delphine ae (veure
q'j:ris enzims es resol; n millor en aquests Axons i en quin tipus de gel. pH. condicions
elèctriques, esc.). D'altra banda, i com a primera aproximació, fer una estimació de la
variabilitat genètica d'aquestes espècies, que servirà!) per poder argumentar o donar força a
d'altres resultats obtinguts er. anteriors capítols. Atès t'elevat nombre d'espècies que
conformen aquesta memòria, ens ha semblat més interessant centrar-nos ea tres exemples del
gènere Delphinium el subgènere felphintum com a anual, citogenèticament molt semblant
i amb escasses barreres genètiques, i en dues espècies perennes: D Mofíi (espècie disploidc)
i D monianum (espècie tetraploide). que manifesten un interès especial pel fet de ser
endèmiques d'àrees molt restringides

7.2. MATERIAL 1 MÈTODES

7.2.1. MATERIAL

El material vegetal emprat per preparar els extractes de les mostres que s'han
d'analitzaí pot ser, en principi, qualsevol teixit que presenti prou activitat enzimàtica. Diversos
autors han assajat mostres d'origen ben divers com ara fulles, tiges, puntes d'arrels, llavors.
plantilles, pollen, parts del fruit i, fins i tot, algun «fècimen d'herbari (W^DEL & WEEDEK
1919). Només hen assajat fulles joves i llavors. Les granes, malgrat que alguns enzims com
ara l'ADH resolen molt bé i sén un material molt idoni i còmode perquè ens estalvia tota la
problemàtica de mantenir els individus vins, presenten, malauradament, dos inconvenients
importants D*una banda, les granes d'algunes espèces anuals sén massa petites, cosa que
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comporta assoli? poca quantitat de mostra, que pot implicar que la linciò també esdevingui
més fh'ixa. D'altra banda, la irrepetibilitat de l'experiència, j« que l'obtenció d'extracte
pressuposa la destrucció de l'individu potencial. També vam realitzar algunes proves amb
pol.len, però alguns enzims com l'MDH mostraven ¿imogrames amb més bandes que els
obtinguts e partir de fulles, cosa que dificultava ia interpretació, fenomen que ja va descriure
GARNATJE (1995) en Clieirolopktis.

Finalment, donc«, tosm treballat majoritàriament amb fragments de fulles que provenen
de germinació (cf. capitel 3) en te especies anuals o bt de recol·lecció directa al camp, en
les perennes. Prèviament es van dur a tame divrsos assaigs per ta1 de comprovar que les
fulles recollides 24-48 hores «bans de l'extracció i mantingudes a temperatura ambiental no
perdra la seva activitat enzimàtica. La recol·lecció de fuúes en les seves poblacions naturals
té l'avantatge de ser un mètode conservatili, ja que no malmet en absolut la població, molt
importo« en el cas de pirates endèmiques que poden tenir problemes de preservació com son
D bolosii o D. montanum. A part, és més còmode perquè evita 1rs tasques de trasplantament
d'individus del camp t testos. Les granes de les espècies anuals utilitzades <m els experiments
isocnzinvàtics han estât recol.lectades i sembrades aleatòriament, mentre que les fulles de les
espècies perennes del mestratge fet al camp. es van recollir fent un transecte. tot procurant
abraçar la màxima variabilitat

Hem estudiat isoenzimàttcament dues poblacions de D bolosii (BOLI i BOL2), du«
de D monianum (MONI i MON2) i quinze poblacions d'anuals que ex Tcsponen a un total
de deu espècies del subgènere Delphinium (FAVI, FAV2. FAV3. MACI, OBCl, COSI.
BALI, VERI, VER3. ORAI, GRA2. GRA3. DAVI. PERI i VIRI) les caractéristiques de les
quals i la seva situaciu geogràfica es detallen a la taula 1.1. i la figura 1.1., respectivanent,
excr ie les 3 darreres. Hem inclòs dades de tres espècies de Turc i ¡a, tot i que no peitaayen
a l'àrea d'estudi. Les hem usat com a grup de referència extern o oui group. Les granes han
estat proporcionades pel Dr. llarslan de la Universitat d'Ankara i la referència es troba a la
taula 7.1.

Taula 7.1. REFERÈNCIES DE LES LOCALITATS ESTUDIADES DE TURQUIA.

TÀXON CODI LOCALITAT D* FA fLEC TESTIMONI RECOL·LECTOR

D aerati Msuu DAVI An: Zongutdafi. üüvenVcn 7-1-84 ANK 1-1618 llanlar,

D ptregr.num L PER] An: NUrdin. Bikiriïn 4-743 ANK 1-163? ilmlan

D ïirgatum Foir VIRI An: AnuNa, Term«$O4 8-7-87 ANK 1-1645 fl«$lan
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7.2.2. METODOLOGIA

ELABORACIÓ DEL GO. ! DOS ÏAMWNS Di GEL I D* EtÉCTROD£

opus
Fer a la separació electroforètica de mescles complexe* de proteïnes hi ha diversos

de suports: gels (te midó. ite poUacrilamida, d'tgarosa i membranes d'acetat de
cellulosa, tot i «pe els dos darrers IM» s'usen per separar ìsoenzims. De fet, els gels de midó,
desenvolupats per SMITHIES (1955), són els empres més usualment per diversos motius baixa
;oxicitat la preparació és senzilla, permet una càrrega fàcil de mostres i les despeses són
relativament baixes, malgrai que els de poliacrilamida presenten un poder de resolució i una
flexibilitat superior (WENDEL & WEEDEN', 1989). En el nostre estudi hem utilitat gels de
midó.

Durant un període de prows (sis mesos) hem assajat, de manera força empírica encara
que seguint les recomanacions d'altres tutors fSOLTis er al., 19S3; WASER, 19S?;
MSSEGUER, 1917; SOLUS & SOLTIS, 19S9; PEDROLA, 1993; CAL JAPE, 1995), les diverses
combinacions de tampons i pis amb modificacions del pH per trobar eis paràmetres adients
que possibilitin la millor resolució dels enzims. Les condicions òptimes establertes per al
nos'je material s'indiquen a la taula 7.2.

Cada gel s'ha preparat a partir de 27 g de midó —quantitat acordada en.̂ iiicament que
assegura una consistència suficientment bona—, que rquival a una concentració del 10-11 V
La solució de tampó de gel coirespot.ent a cada enzim s'ha elaborat seguint ei protocol de la
taula 7.2 per un volum final de 250 ml.

Taula 72 CARACTOIÍSTIQUES DELS DIVERSOS GELS.

ENZIM GI.L TAMPÓ M CCL TAMfÓ
D'ELÈCTRODE

CCWfWOOWS
ELtCnUQDES

ACO l'm-cur« ?.0 ï. 12 «I d'«c«4 cime OJ M
»jusut * pH ? J MA Tfv
0.61 M

I Une OJ M anís» 1 tee. ISO V. 40 mA. OJ h

a pH U «nb NaOH 2 ft» 300 V. 40 «A. 4 h

V,oríc::na cum 1.1 àcid cime O.J M
pH ê,l atufe

imi eünc 0.3 M I fwe 150 V. 2C «A. 03 h
• pH 6.1 «Mb moffohM 2 fee 2CW V, JC mA. 3.5 h

AATiGÖT Bor« de iti
PCI

•J T« §JJ 1C tei ctec
»nhHlrt 0,003 M. tftâ tiànt
0.03 M iiu«*f i pH r.:
»mb UM O.W M

LOH M. «cid I fitte 150 V. JO «A. «M h
fc^K iJft? M if«» a 2 tee 300 V. 40 «A. 4-5 h
pH SJ «nl> LiOH o
a», .d N>ne

KÌM
MÜH

AMÍ

ME

Htr.tKlia»<rtrjl

Tm<itrai

5.7

8.2

L-his;M3m« tb«s< Ihorr )

»jUJUi • pH 5J «mb fc «J

crtrx 03 M

6.25 ml de Tm 061 M

§^15.?

Mi »»' rx

i.l

OJ

M üusur

M «|u«.UI

1
2

I

tee
fkK

fue

15« V.
200 V,

150V.

40 mA.
40 «A,

40 «A.

OJ h
3 h

0 J li
« pH t J

crtnc OJM
» pH i.2 «wt» «>«*«< 2 fis« 200 V. 40 mA. 4 h
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Per úhiro, a preparen uns 400 ni éel tampó d'elèctrode adient al p! utilitzat (cf. taula
7.2.) i es repeteix entre te cúbeles del càiode i de l'ànode

EXTtACOÔ, CÄWIICA DE MOSÏRES l ELKTROFÖlESl

EI tampó d'extracció, preparai amb una antelació minima de dotze hores (cf. unía
7,3.), s'ha elaborat seguint les recomanacions de PEDROLA (1991) i CAUAPÉ (1995).

Taula 7.3. COWQSICIÓ DEL TAMPÓ D'EXTRACCIÓ.

Per 50 ml de fohtcié Trts 0.05 M i àcid citnc 0.07 M
0,05 g <fe cisMfM HC!
0.05 ( d'àcid «scòriHC
4,0 g de polfvwtl-ptlorrideiia (PVP-40)
1C pi de 2-m«rcjptoetanol

Empíricament, hem comprovai com Ics fulles més joves oferien una major acimut
enzimatica enfront de les més velles. És per aquest motiu que la nia s'ha fet amb
aquest «filen, utilitzant, fins i tot fulles coüledonars S'afegeix a la mostra un volum de 100-
200 j*l de tampó d'extracció i s'homogeneïtza la mescla amb una mà de morter fins a la total
alliberació dels enzims Aquests enzims són força termeïàbtls i. per això, cal agihtzar al
màxim tot el i « realitza en condicions de fred. Si convé, es guarden momentàniament
les mostres al fins a! moment de la càrrega del gel

Submergim fragments rectangulars de paper de filtre Whatman num. 3 d'una mida de
1x3 mm. « ß que s'iinprepiin totalment de l'extracte. Els extractes no es «»serven

força temps al a -40'C. amb l'excepció deis utilitzats per a 'estudi de
TACO, molt al fined. A temperatura ambienta] es deterioren ràpidament

Amb r ajut d'mes pinces i de piper se sequen els rectangles de paper de
filtre per eliminar l'excedent d extracte (fet que una millor Je finie ió final) i es

verticalment en el gel. A un extrem del gel es colloca un de paper
impregnat d*um solució de blau de bromofenol. que com a indicador de la
de! front.

Un cop el fei en ta d'eiecttcfetesi corresponent es regula la font
d'alimentació (c/ 7.2. ) * una primera fase e« què les es ¿«prenen dels suports
de paper i s",;>corpoten si fel. Transcorregut aquesi període, s*atura fclectroforcsi s eliminen
els de paper, es neteja la de tall i es fan migra-- els en una segona fase
m les (cf taula 7.2.) en funció dels tipus de
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TALLAT DEL GEL i TOMO

Um vegada ha finalitzat l'electrofortsi. es talla el ge) transversalment en capes d'entre
i i 1,5 mm per poder fer ei màxim de uncions possibles Preparem de manera extemporània
100 ml de tes solucions de unció segons els enzims que ens interessi revelar, seguint els
protocols de k taula 7.4.. basats en les recomanacions de SHIELDS *i o/. (1983). VALUÓOS
(1983) i WENDEL & (1989V Hem indicat el nom de l'enzim segons l'Enzyme
Comission (EC) així com el nom emprat habitualment. Hem comprovat empíricament com
en el seu recorregut en el gel. els enzims mostren una trajectòria curvilínia lleugerament
descendent i, per això, gairebé sempre resulten més adequades les capes inferiors.
Posteriorment, es tapa la cubeta amb paper de plata per evitar l'evaporació de les solucions
de unció i es col loca a l'estufa, a la foscor o a temperatura ambiental segons indiqui el
protocol de la linciò. Es deixa incubar un temps mínim de 30 minuts, perquè reaccioni an .b
el substrat. Posteriorment, es renta am*-> aigua de l'aixeta per deturar les reaccions que hi tenen
lloc. Finalment, el zimograma obtingut es diposita sobre un vidre blanc per realitzar la
fotografia corresponent o dibuixar-ne la interpretació Totes les fitxes i negatius es conserven
al Laboratori de Botànica de la Facultat de Farmàcia.

Dels 17 enzims assajats: ACO. AAT/GOT. ME, MDH PGM, 6PGD. PGI. ADR SDH,
EST. PRX, CAT. FDH, LDfi LAP. GDH i IDfi només s'han resolt satisfactòriament els 8
primers, i l'ADH exclusivament per a tes granes. D'una banda, les esterases (EST) sortien
patinades ¡alguns autors recomanen elimina, el mercaptoetanoi del tampó d'rxtracció per
aquest enzim), cosa que dificultava l'assignació conecta dels al.lels. De l'altra, la resolució
deh enzims GDH. IDH i SDH era n;assa fluixa per poder ser interpretada amb segúrete* i la
resa d'enzims (CAT. PRX, LAP, LDH i FDH) no es tenyien gens. A ta taula 7.4. només hem
inclòs els protocols per preparar les tincions dels enzims que s'han considerat.

7.2.3. PARÀMETRES MESURATS

A partir de la mterpre-actó dels zímogrames obtindrem els genotips indi vid* lals. que
permeami calcula les frequencies al Idsques de cada població. Aquestes, a la vegada, s'usaran
per determinar els paràmetres poblacionals. descrits per GOTTLIEB ( i 981 ). que possibiliten 'a
comparació de la variabilitat genètka interpobiaaonal i interespecífica. Els paràmetres
descriptors que hem considerat bàsics per quantificar la variabilitat genètica d'acord amb els
paràmetres isoen/írràucs de les nosires mostres son

a) „Vowònr mitjà é'ai.lek per locms (Ai: s'obté a pMtir de la raé entre el nombre total
d'al le's de tots els loci d'una població ' el nombre de ¡oci.

b) Proponte de gens palimèrfia f P): és el percentatge de ¡net polimòrfics respecte
al de íotí estudiats EM principi, un locm és polimòrfic quan presenta més d'un al.lei.
Em el nostre cas. hem pres e! criteri de considerar «n locus polimòrfic quan la freqüència de
l'alte! »és és «ferí« a 0.95, q« é» el més um (SwoFFöto & SELANDER, 1989).
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c) Htíeroagosi observada (Ho): és el quocient entre el nombre d'heterozigots per a
un gen determinat en la població i el total de gcnotips estudiats.

d) Heterozigosi esperada (He): paràmetre que es calcula a partir de la fórmula:

He- 1 - IX,2

on X, és ia freqüència de l'al.lei i.

Aquests dos últims paràmetres són molt usats per donar una estimació dels sistemes
reproductius (RITLAND, 1983; BROWN, 19%; BARRET & KOHN. 1991). Per comprovar si les
diferències detectades entre l'heterozigosi esperada i l'observada poden ser degudes a diferents
nivells de consanguinitat, vam calcular Y índex de fixació de Wright (F) (WRIGHT, 1933,1951 )
per a cadascuna de les poblacions. Aquest índex compara Fheterozigosi esperada i l'observada
segons la fórmula:

F = (He - Ho) / He

F pren valors que oscil·len entre -1 i 1. Els valors positius d'aquest paràmetre indiquen un
excés d'homozigots (nivells més alts d'autogàmia), mentre que els valors negatius representen
un excés d'heterozigots.

A partir dels valors de F es pot calcular el coeficient de reproducció encreuada o
a! lopàmia (t) (WE1R, 1990) segons la fórmula:

t = ( l - F ) / < 1 -F)

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

Paral·lelament r* oot calcular el coeficient d aule.,àmia 's) (CLEGG, >0), que és la proporció
de sistemes reproductius que són causats per autogàmia, a partir de la següent fórmula:

s = 1 - t

Generalment, les espècies jutògames mantenen més la seva diversitat genètic entre
poblacions que intrapoblacional nent que en les espècies al.lògames (BROWN, 1979).
L'estadística de l'índex de fixfjió de Wright ens permetrà comparar aquest paràmetre a
diferents nivells: F^ representa la desviació de la llei de Hardy-Weinberg dins cada població,
F--mesura la fixació interpoblacional Í F,, és la fixació total, considerant totes les poblacions
en el seu conjunt.
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Taute 7.4. DE TiWClé.

ACO: tCAÜ.1, AOÖfWASA
Tw ai M
MTT
KAM»
PMS

Àcid áMcnftie
tt»

Cal eseaHhf li une »o !'c\tr»c)c te (k ser extemporani

100 m!
»mg
»n»
5mf
5 «I
60 mg
W U

6PCD E.C.Í I.J.49 6-FOSFOCLl CONAT DESHI DROGEN *S A
Tm 0.1 M tOO ni
MTT 20 o«
NAIF Stag
PMS 6 a*
Àcid fos&fhMedmc 30 mg

Ca! «cattar k solució de unció

AAT/COT:
Ti^pé A.4T«OT
Prndoxíl
FM BÍUÍ
(TAMPÓ AAT<K»T Tn$ 0.1 M. telà

La sotucié ée ti.x: w è$ ìrtivscnsihlc. sita ite prepari.-

PCI: E.CSJ.IJ. FOSFOGLUCCMSOMCIUSA
Tri» 0,1 M
MTT

PMS
Fr*
GéPDH

PGM: C.C&4X2. FOSFOGLICOMLTASA
Tn$ 0.1 M
MTT
NADP
PMS

GlBc«*-IP
G6PDH

Cai esemtfv la »fació de tmcté

TRANSAMINASAI
100 mi
fi Mf
20§ »f

:. tea MpteK, «n««r i pH 10 Muti Idi
i cai K<J.- fa oibeta ik ::TKH> t ta l&aast

ICO mi
»«§
1 n^
6 m§
3> mf
30 t

100 »1
20 «g
i «§
6 «ig
2 «1

25 my
M f

MDH: E.CI.IJJ? MALAT DCSH1WICXÍENASA
Tns 0.1 M
MTT
NAD
FIA
Sotoe» »ite 0,1 M

ME: EXT.I.l.l^t ENZIM MÀLJC
Tr» §,1 M
MTT
NADP
PMS
Àctd . ruiic

Cal ï]u5Uí loa to soljCK-, ck UK A a pH 8 amb NaOH

"5 al
1 5 »|
Í5m§
4 «§
25 mí fapsttda a pH 7.3 amfc N».COti

ti» m»
10 «g
I mg
6 »i
500 m «

ADH: E.C1J.I.1. ALCOHOL DESM1 BROCE« ASA
TmO.1 M I» »i
Ì4T1 2§«5
>iAD 2§ my
PMS 4mg
A kohol cliw 3 ori
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Els valors de tots aquests paràmetres es van calcular, per a tots els loci interpretats,
a partir de tes freqüències individuals processades el programa BlOSYS-1, versió
1.7 (SwOFFORD & SELANDER. 1989) Alguns càlculs es van haver de realitzar de forma

perquè el programa BIOS YS no admet casos d'herència tetrasòmica com tema
lloc en el PGM-i (vegeu mes endavant). Aquest sistema no s'ha inclòs en els càlculs de Ftv

FSJÍ Fm coin fi» MACHW et al. (1995).

73. RESULTATS

Durant l'etapa de proves es van dur a terme més de 300 experiments, que ens han
permès resoldre amè pro« nitidesa per a poder interpretar 11 loci de 6 enzims pel subgènen.
Delphinhan. i 3 loci de S enzims per D. Mosti i 8 /oci de 5 enzims per D montanum. que
tot seguit descriurem amb més detall.

7.3.1. ANÀLISI DELS SISTEMES ENZIMATICA

A continuació, descriurem breument els patrons de bandes obtinguts per a cadascun
dels sistemes enziinÉtics que han estat resolts en aquest treball Per a tots els enzims on s'ha
interpretat més d'un sistema enzimàttc. hem associat un nombre al sistema començant per les
refc*QtiS d'activitat situades en les A»nes del gei corresponents als isoenzams més ràpids en la
migració cap a ! ànode, és a dir. els més distants de l'origen de migració. En cadascun
d'aquests sistemes, a Fai lei més ràpid se li ha atorgat la lletra a. al segon més ràpid, la b i
així successivament

Vam realitzar homologies i proves comparatives per tal de verificar les mobilitats
enztmàtjques. No s'ha portat a terme. però, una anàlisi de la progènie o programa
d'encreuaments controlats per confirmar la bas« genètica dels diferents patrons de bandes
obtinguis, perquè el temps disponible no abraçava una generació suplementària. D'altra banda,
les intensitats de les bandes dels heterozigots s'ajusten a l'assumpció d'herència codorninant
i el nombre de va ser coherent amb l'esperat a partir del coneixement de restructura
quaternària (nombre de subunitats) de l'enzim.

ACÒLIT ASA (ACO)

En la tínció d'aquest enzim de comportament monomèric. hem detectat dues zones
d'activitat ACO-1 i ACÖ-2, amb una mobilitai electjoforètica molt similar, fins al punt que.
en la nostra interpretació ets al.tels dels dos sistemes s'encavalquen parcialment, especialment
en el subgènere Delphinium* com que dificultava la interpretació. La deducció d'aquest patró
ha feta s partir de la intensitat de les bandes i perquè era l'únic model que explicava la
presència de quatre bandet en !a població FAV3 (cf. figura 7.1. ). i de patrons de dos i tres
bandes en el mateix gei en moltes poblacions.
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En e! primer sistema (ACO-1) hem detectat tres al.lels. un dels quals (ei b) està
pràcticament fixat en ia majoria de poblacions del subgènere Delphinium del mostratge,
excepte en la població FAV3 i l'espècie D gracile En els taxons perennes. D. Motti està
fixat per rheterozigot ab. i D. montanum l'heterozigot també sembla fixat, encara que en
aquesta espècie no hen interpretat TACO, perquè alguns individus no es veien prou bé.

El sistema ACO-2 del subgènere Delphinium és un xic rocs variable, però només
manifesta dos al.lels i una gran presència d'homozigots. En D bolosü aquest sicíema està fixat
per l'al.lei a.

Figura 7 . 1 . Zimograma de l'enzim ACO de D. favargeri (FAV3).
(ics dues darreres mostres són de Consolida i les 2 penúltimes de D verdunense)

ASPARTAT AMINOTRAN¥AMINASA (AAT / GOT)

Aquest enzim mostra un comportametn clarament dimèric. ja que apareixen
heterongots amb una banda intermèdia tenyida amb una major intensitat (cf. figura 7.2.), que
segueix la hipòtesi de la codominància, 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 què hem detectat tres al.lels, està molt fixat p*r a la majoria de
taxons anuals, exrepte per a les espècies 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 està marcadament separada de la zona d'activitat del
sistema AAT-1 i, per això, no hi ha hagut interferències de budes que dificultessin la seva
interpretació. No obstant això. no sempre es resolia o bé. apareixia molt fluix i l'escàs contrast
del patró de bandes respecte del fons vermellós que adquireix ei ge: en !a tinció d'aquest
enzim, no permetia una interpretació segura. Així doncs, les dades provinents d'aquest locus
no han estat incloses en els càlculs efectuats.
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Figura 7.2. Zimograma de l'enzim A AT de D. favargeri (FAV2).

ENZIM MÀUC (ME)

Aquest enzim només conte una regió d'activitat, encara que en alguns taxons hem
detectat toldes d'una intensitat molt feble per sobre d'aquest sistema, comparativament massa
fluixes per ser considerades com una altra regió d'activitat i. a més» no sempre apareixen.
Probablement es tracta d'algun artífacte de la linciò.

Aquest enzim està moh fixat en molts taxons anuals i és més variable en les espècies
perennes. Vam identificar un total de cinc aï.lels en les espècies anuals i tres en les perennes,
destacant la gran fixació de l'al.lei c com a fet característic tant en el subgènere Delphinium

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

Un altre fet destacable associat a l'enzim malie és que en les espècies anuals mai hem
detectat heterozigots, fenomen que ja va reportar CAUJAPÈ ( 1995) en 33 poblacions del gènere
Androcymbium, En canvi, en D bolosii i D. montanum (cf. figura 7.3.). les diferències de
gruix entre algunes bandes ens han permès atribuir alguns heterozigots, però 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 manifesta
un comportament tetràmer (WeEDEN & WENDEL, 1989: KEPHART, 1990).
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Figura 7.3. Zimogntma de l'enzim malic (ME) de D. montan um (MON2).

FOSFOCLUCOMITASA (PGM)

La linciò d'aquest enzim mostra clarament dues zones d'acfivitai. PGM-1 i PGM-2,
amb un comportament monomènc. En alguns »àxons però. són tan properes que en ocasions
és difícil discriminar on acaba una i comença l'altra. Amb tot. l'especial nitidesa de resolució
d'aquest enzim ens va permetre discernir diferències molt petites de mobilitat. Hem detectat
un total de 8 al.¡els per al PGM-1 i 5 per al PGM-2 en el subgènere Delphinium i un nombre
inferior en les espècies perennes.

En el sistema PGM-1. l'elevada presència de bandes contrasta amb la d'altres sistemes
monomèrics estudiats com cl PGM-2. Això ens va conduir a pensar que l'única inícrpretació
genètica compatible és una segregació tetrafòmica. originada en una duplicació genètica.
Aquest fenomen, poc reportat a la bibliografia en espècies diploides, ha estat donat t* conèixer
per MACHÓN et a!. (1995) per a algunes espècies del gènere Llima El nostre model de
bandes s'adapta perfectament a la interpretació donada per aquests autors. El PGM-2 té un
comportament monomèric típic. Aquest diferent comportament és factible perquè aquest enzim
està controlat per dos gens que presenten una distribució subcel.lular diferent: el PGM-1 es
troba al cloroplast i cl PGM-2. al citosol (WEEDEN & GOTTLIEB. 1980; STUBER & GOODMAN,
1983; WEEDEN & WENDEL. 1989: KEPHART. 1990)

En el subgènere Delphinium, aquest enzim mostra una gran variabilitat (cf. figura 7.4.),
mentre que en les dues espècies perennes està molt més fixat. Tot i això. en les espècies
perennes els patrons de bandes són diferents. D bolosii presenta la mobilitai dels al.lels del
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PGM-1 molt similar a lis anuals, poò eis aî.lels del PGM-2 d'aquesta perenne són molt més
ràpids amb una mobilitat electroforètica propera a! sistema ! (pràcticament es toquen). En D
moniaman els al.lels del PGM-2 són sensiblement més lents que en D. Mosti.

Figura 7.4. Zimograma de l'enzim PGM de D. favargeri (FAV2).

6-FOSFOGLUCONAT DESHIDROGENABA (6PGD)

El revelat d'aquest enzim posa de manifest un patró de bandes complex, atribuïble a
tres macs d'activitat: 6PGD-1. 6PGD-2 i 6PGD-3 La presència de nombroses bandes,
especialment en el sistema 6PGD-2 del subgènere Delphinium (diploides). suggereix la
possibilitat que aquest gen pugui estar duplicat hipòtesi que s'hauria de verificar per mitjà
d'anàlisis de progènie. D moníanum també manifesta moltes bandes, però en aquest cas és
atribuïble a la seva dotació cromosòmica tetraploide (2n=32). Lz complexitat de la
interpretació, junt amb el fet que semblava força fixat, ens va portar a no considerar el sistema
6PGD-2 per a la realització dels càlculs posteriors.

Els alors dos sistemes que si han estat interpretats, han permès identificar fins a 3
al.lels diferents en cadascun d'aquests. Mostren un comportament dimèric que es pot
visualitzar en la figura 7.5. En les espècies del subgènere Delphinium estudiades, els al.lels
més freqüents són els b d'ambdós sistemes, és a dir. els de mobilitat intermèdia.

Els individus del mostratge de D bolosii mostren un patró de bandes molt fixat. En
D mofttamun, aquest enzim està bastant fixat. El 6PGD-3 només té 1 al.lei, més lent que el
deis anuals.
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Figura 7.5. Zimogmma de l'enzim 6-PC D de D. balansae (BALR

MALATDESHIDROGENASA (MDH)

El patró de bandes d'aquest enzim és molt complex, amb possibles duplicacions
(GOTTLIEB, 1982) i encavalcaments que poden donar lloc a petites diferències entre els
individus. Aquestes irregularitats ban estat atribuïdes a canvis de la conformació post-
transcripciona] de la proteïna (GOODMAN ei al., 1981; DOEBLEY et al.. 1986), poden estar
associades a artefactes en el procés d'extracció o del propi gel o a distorsions provocades pel
corrent elèctric. També s'ha descrit l'aparició de bandes secundàries produïdes per complexos
amb cofactors o ions (ARULSEKAR et al.. 1986) o per la formació de dimers intergènics
(GOTTLIEB, loe cil.), cosa que fa que aquest enzim mostri una gran complexitat i una
interpretació complicada.

En les nostres espècies hem detectat quatre regions d'activitat que corresponen als
sistemes MDH-1, MDH-2, MDH-3 i MDH-4, amb mobilitat electroforètica molt propera, de
manera que no hi ha pràcticament separació entre ells (cf. figura 7.6.). D'aquests sistemes.
l'MDH-2 no ha estat interpretat, donada la seva complexitat. La resta contenen 2, 3 i 3 al.lels
respectivament. Els zimogrames de D montanum no han estat interpretats perquè el
zimograma va sortir molt distorsiona!. Tot i així, igual que en el cas de D. bolosii, mostrava
un patró molt fixat
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Figura 7.6. Ziraograma de P enzim MDH de D. peregrin urn (PERI)
i D. lirgatum (VIRI).

FOSFOGLICOISOMERASA (PCI)

La resolució de les bandes d'aquest enzim no ha estai suficient per discernir quin
coinpoitinieiit té. Sembla força fixat en les espècies anuals i més variable en les espècies
perennes. En el subgènere Delphinium no 1 hem interpretat perquè sovint sortia poc nítid i
lleugerament patinat. A vegades, depenent del üpus de gel (però no sempre en el mateix),
apareix un siaewia molt enganxat a l'ongen de migració En els taxons perennes —D bolosii
i D moníanum— hem identificat dos sistemes, el PG1-Ì i ei PGI-2 de mobilitat electroforètica
molt similar (cf. figura 7.7.). en ambdues espècies Aquests loci contenen 2 i 3 al.lels,
respectivament.

Figura 77. Zimograma de l'enzim PGI de D. moníanum (MON2).

2S6



EUBOntOFQWSSI D ISOEN2IMÍ

ALCOHOL DESHIDROGENAS^ (ADH)

Aquest enzim només s'ha remit en granes. Tot i obtenir una bona resolució d'aquest
enzim, ha eswtt interpretat únicament en l'espècie D. bolosii, que mostra un elevat grau de
fixació (cf. figura ? J,). En les espècies anuals apareixen moltes bandes de difícil interpretació
i en alguns casos, a causa de la poc* quantitat de mostra (les grams son molt petites), les
bandes ten sortit massa fluixes i. conseqüentment, són difícils de distingir per poda* assignar
ets al.lels corresponents

Figura 7 8 Zimograma de l'enzim ADH (en grana) de D. bo'csii (BOL2).

7.3.2. PARÀMETRES POBL ACIÓN ALS 1 VARIABILITAT GENÈTICA

A partir de la interpretació dels zimogrames. hem caracteritzat genotípicament cada
individu de! mestratge i hem obtingut una taula de freqüències al lèliques per a cada població
(cf taules 7.5. i 7.6.). Ca! remarcar que l'assignació dels al.lels entre les espècies anuals i
perennes és independent i no es corresponen, tot i que alguns al.lels coincideixen. La mida
de la mostra per població es consigna igualment en aquestes taules. A partir de les freqüències
al.lcliques s'han calculat els paràmetres bàsics descriptors de la variabilitat genètica
isoenzimàtica representats a les taules 77.. 7 8 i 7.9.

7.3.3. PARÀMETRES REPRODUCTIUS

Li taula 7.10. recull els valors dels índexs de fixació de Wright (F) per a cada enzim
i la mitjana per a cada taxon. així com els valors dels coeficients de pol iimtzació encreuada
(t) i d'autogàmia (s). Li taula 7.11. recull els valors de F,s. FST i Fn de totes les espècies en
que teníem més d'una població i una general de tots els taxons del mestratge del subgènere
Delphinium, qm reflecteixen el grau de contribució de els components intrapoblacionals.
interpoblacionals i totals, respectivament, a la variabilitat.
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Taula 7.5. FREQÜÈNCIES AL.LÈLÎQUES IN EL SUBGÈNERE DELPHINIUM.

____^ POBLACIONS

Loe« FAVI FAVI FAVI OKI MACI COSI BAII VERI VER3 ORAI GRA2 GRA3 DAVI PERI VIRI

30 30 30 30 39 30 30 15 15

ACO-1
a 0,000 OJOO 0.01? 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 Q.OOO 0.050 0.036 0.000 0.000 0.000
» IMO 1,000 0.950 1.000 1.000 1,000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.950 0.964 IMO 1.000 1.000
e 0.000 0.000 0.033 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 OJOO 0.000 0.000 0.000 0,000

ACO-2
a 0.113 0.150 0.067 0.167 0.100 0.000 0.000 1.000 1,000 1.000 Ì.OOO 1.000 0.0*3 0533 09Ï3
» OJI? OJ50 OJ33 OJ33 OJOO l.flOO 1.000 0.000 0,000 0.000 0.000 0.000 0.917 0.4*7 0.06?

ME
a
t)
c
i
t

AAT-I
a
»
c

PGM-I
c
f>

c
¿
r

/
«
»

0.067
0,167
0,167
0.000
0.000

/GOT-I
0.000
O.M3
0.117

0.000
0.167
0.033
0,042
0.192
0.067
0.4S4
OJi?

0.000
0.000
1.000
0,000
OJOO

0.000
0,T§3
OJI?

0,0!?
0.033
0.009
0.092
0.16?
OJI3
§3*2
0.009

0.000
0.133
BJ67
0.000
0,000

0.000
1.000
0.000

0.000
0000
0.000
0,00»
0.033
OJSf
OJ92
0,009

0.000
0,100
0.900
0.000
OJOO

0.000
1.000
0,000

0,000
0,000
0,033
0,000
0,11?
OJ17
0,55»
0,075

0.000
0.000
0.100
OJOO
0.000

0.000
1.000
0.000

9,000
0.000
0,000
0.000
0,000
0.400
0.400
OJOO

0.000
0.000
0.900
0.06?
OJ33

0.000
I. MO
0.000

0.100
0.000
0,000
0.000
0,000
0.1»
0300
O.J42

0.000
0.000
1.000
0.000
0.000

0,000
1.000
c.ooo

0.000
0,090
0.000
0.000
0.000
OJ42
0,7»
0.009

«.coo
1000
1.000
0.000
0.000

0.000
i. om
0.000

0.000
0.035
0,000
0.043
«J50
0302
0371
0.000

O.POO
9.000
0.%7
0.033
0.000

0.000
1.000
0.000

0.000
0.080
0.000
0375
0.0*1
0.042
0,425
Q. ¡00

0.000
0.000
1.000
0.000
0.000

0.133
OJ6?
0.000

0.000
0.000
0.000
0.«»
OJ09
0.66?
0.042
C.OM

0.000
0.090
1.000
0.000
0.000

0.750
OJ50
0.000

0.000
0,109
0.000
0.009
OJOO
0.6S3
0.000
0.000

0.036
0.107
O.Í57
0.000
0,000

0.6%
0_>04
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0313
0.6SS
0.000
0.000

0.000
0,000
1.000
0.000
0.000

0,000
1,000
c.ooo

0.000
0,192
0342
0.059
OJ09
0.000
0.000
0.000

0,000
0,06?
0,933
0.000
0,090

0.033
0.133
0.133

0.000
0.000
0.000
0.000
OJ6?
0.61?
0,067
0.050

0.067
0,067
0.86?
0.000
0.000

0.000
1,000
0.000

c.ooo
0.000
0.000
0,000
QJI4
0.500
OJI?
0.000

POM-2
e 0.000 0.017 0.0« 0.M3 0.000 0.050 0.050 0100 0.0« 0.000 0,000 0,000 0,233 0,000
* 0.000 0.000 O.ÜOO 0,050 0.000 0,000 0.000 0.000 O.M3 0.000 0.017 0.000 0,000 0.000 0,000
c 0.1» 0.933 1.000 0,1» 1.000 SJ67 0,t50 1,000 O.Í17 1.000 0.913 0.942 0,000 0.733 0333
d O.M3 C.050 Q.OOO 0,033 0,000 0,0*3 0.000 0.000 0.000 0,000 0,000 0018 0.000 0,000 0.06"
t 0.06" 0,000 0.090 0.033 0.000 0.000 0,000 0.000 0,000 0.000 0.000 0,000 1.000 0.033 0.600

6PGD-I
a

*

6POD-3
a
k
C

MDH-i
a
é

MUH- 3
a
»
C

MDB-4
a
t
C
d

0.933
0,967

0.1 17
DJS3
0.000

0.150
0.1»

0.000
1.000
0.000

1.000
0.000
0.000
0,000

OJ»
0.917

0.050
ojeo
0.150

0.000
i. OM

0.0*7
0.933
0.000

0,950
OJ5«
0,000
OJOO

0,017
0.913

0.050
0.950
0.000

0.000
1. 000

0.013
OJ6?
0.050

O.U3
0.1 i 7
0.000
0.000

0.067
0.933

0.167
OJ33
0,000

0.000
1.000

0,0»
OJOO
1.000

0,000
1,000
0.000
0000

0.100
0.900

0.000
1.000
0.000

0.000
1.000

0.100
0,000
OJOO

OJOO
0,100
o.ooc
0,000

0,000
1,000

OJ50
0.313
0.26?

0.000
1.000

OJI?
0.033
0950

0.03 J
O.W
0.000
0.000

0.083
0.91?

0,»3
OJ67
0.050

0,000
1.000

0,000
0.033
0.967

0,000
0.917
0013
0.000

0.069
0.951

0.000
1,000
0.000

Ü.OÖO
1.000

0.13«
0.224
0.631

0.31
«.«O
OJSé
0,000

0.033
0.967

0.01?
O.S3J
0,150

ft F> » ̂
M.VI '

0.913

OJ»3
OJÍ3
0,433

0.250
0.600
0.133
0.017

Q.aoo
1.000

0.050
0.950
0,000

0.013
0.917

0 J SO
OJI?
0,433

1.000
O.OM
0.000
0.000

0.000
1. 000

0.000
1.000
0.000

0.000
1,000

0.4Ì3
OJ50
0.267

i , 000
0.000
0.000
0.000

0.071
0.929

0,07!
0.357
0.071

0,000
1.000

O.Í57
0,143
0.000

1.000
0.000
0.000
0.000

0.133
O.R6?

OJ33
0.650
0.11?

0.000
1.000

(J.OOO
0,000
1.000

0.000
1.000
0.000
0.000

§.033
0.967

0,700
0.100
OJOO

0.000
1.000

036?
0.133
1.500

0,133
OJ67
0.000
0.000

0.000
1,000

0.067
0.900
0,033

036'
0.633

O.JJ3
0,400
0.46?

0.067
0.933
0.000
0.000

(M) - Mi* de to moítr» per pohltcìó
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Taula 7.6, AL.LÈLIQUES EN D. BOLOSIII D. MONTAWJM.

POBLACIONS

Locus BOLI BOL2

m
ACO-I

a

ACO-2
a

a
b
c

GQT-1
a
Í!

PGM-ï
a
b

PGM-2
o
b

6-PGD-i
e
è

é-PGD-3
0

*
MOH-1

a

MDH-3
0

è

POU
e

*

36

0.236
0,16*

1,000

OJf4
0.194
OJ1I

O.oé9
0.931

OJ50
0,750

0.9Í7
O.OS3

Ü.OOO
Î.OOO

0,000
1.000

1.000

U.Ö56
O.OIJ
0.161

0.917
0.«3

0.500
0,500

1.000

a5oo
0,375
0,125

OJfé
0,431

0.250
0.750

1.000
0.000

0.000
¡,000

0.000
1.000

.000

0_«>0
0.02S
0.9T2

0.917
0.083

POBLACIONS

Locus
(N)

ME
d
è
c

GOT- í
a
b
c

PGM- 1
a
6
c
¿

PGM-2
à
6
f

6-PG0-I
a
è
e

6-PGD-3
a
é

PG1-!
a
è

PGI-2
s
è
r

MONI
40

0.000
0,100
0.900

0.05Û
0.6T5
0.275

0.019
0150
0,250
0.481

0.000
OJSO
0.950

0.7SO
0.075
0.175

0.93S
0.062

OJI2
0.7»

0.125
O.P5
0.000

MON2
40

0.138
0.162
0,700

0.038
0.650
OJ13

0.090
0.238
0150
CJ12

0.025
0.138
Ú.S37

O.Í50
0.125
0.025

1. 000
0.000

0.613
OJÍ7

0.100
0.613
OJ«7

PGI-2
a
h 0.0S3

0,9 f 7
0.013

AOH
a
è

1.000
0.000

«.«72
0.0»

- MM» de te iro.sirj per
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Tauk 7.7. VALORS DELS DESCRIfTORS BÀSICS DE VARIABILITAT
G ENÉTICA EN EL DELPHINIUM.

POBLACIONS

0

D

D

D

D

D

D

D

D

D

D

D

D

D

D

*-^(FAV„

jbwrgiri (FAV2)

jbvorgrrt (FAV3)

oècor«fcrwi«(OBCl)

mítcroptlíiium (MAC Î )

csssoruanurn (COS 1 )

tel«» (BALI)

wdunensc (VERI)

«entorns.* (VER3)

groo/«? (CRAI)

¿rari/* (GRA2)

^*,ORA«

éavait (DAVI)

pistgrùm' . (PER 1 )

yirgoriMi(VIRl)

N A

30 2,4

(03)

30 23
(0,6)

30 22

(03)

30 2,1
(0,4)

5 !,6

(: JZ)

30 2,0
(03)

30 1.7

29 i J
»0,4)

30 23
<0.4)

30 1.7

30 i J
(0,3)

28 1.9
ecu:,

30 1.6
(0.3)

15 2,4
(03)

15 2,2
(ÜJ)

f

63,6

72.7

63,6

543

54.5

453

453

36,4

455

453

36.4

54.5

36.4

72.7

72.7

He

0,157
(0.064)

0.151
(0.084)

0,112
(0.051)

0,167

(0,OS3)

C 200
(O.OS9)

0.130
(O.C79)

0,127
(0.076)

0.147
(0.0S4)

0,161

(0.064)

0.212
(0.102)

0,112

0.20 1
(0.0*7)

0.142
(0.0*7)

0.242
(0,094)

0,303

(O.I If)

Ite

0,215
(0,060)

Q,lf6
(0,062)

0,134
(0,040)

0,166
(0.05*)

0,178
(0.060)

O.Î6I
(0,070)

O.WS
(0,036)

0.172
(0,079)

C.23S
(0.077)

0.162
(0.06S)

0,147
(0,067)

0,16*
(0,047)

0.1 3S
(0.065)

0,292

(0,064)

t>J»&2
(0,071)

. « rr.KÌ» át I« mona», A » nnu«u M mumtom 4*4lek per toc«, f - p«fKeMfl%e 4c i«r> •>_]••• ^t f^<> fenien éel 0.95).

b - tietoonfOM «teervKte. He » Iwltf^^nñ «ver**» idt .»k-.n defc parant s t> cnrrrv-'^cr. t i cnr» i
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Taula 7.8. VALORS m VARIABILITAT
B« A MOVTAKUM.

POBLACIONS

D *CMCaMM(MON!)

D *M*a«ii«t (MCN'2)

N A

40 23
(0,3)

40 2J
103)

r n®

100 6M3
COJI7)

rrj 0,291
(0,122)

Ht

§301
(0.063)

03Í9
(§,OéS)

U » anas dr to mos»-*. A - «rifpM del nombre A"Atete pet tea», ? » pe*caiittl§t ¿î lori potowxficj (cnteri del 0.95).
Ito » hcicio/i«ai¡ otocnida. H: - SncToufo*i ^penét Cefe -ak-f« J«n$ Jck p«re«o« oxrcsponen i Tarar nundirdi

Taula 79 VALORS PEI^ DE^IIPTORS BASICS DE VARIABILITAT
GENÈTICA ISOGNZIMÀTiCA EN A BOL OSI I.

POBLACIONS

15 6o/05»(BOLf)

£> (BOO)

N

36

36

A

1J
(OJ)

IJ

(OJ)

P

61,5

53.1

He

0,141
(O.OS2)

0.173
(0,106»

He

0,157
C0.04S»

0,183
(0.064)

M - Mài <k ta nal·lra, A - Mipm dei aoirtrt d »i kl» per loe«, f - pcrcowMft de /«-; p<i|¡mortV< (<M0t ad 0.95t.

Ho - tatfozi|0ft ob«r\i<li. He - tmcratigMÌ esperidi icii valrn dms deli páremelo i^rrcspooen • l'orar estàndard).
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Tmï§ 7.11. ISTADfSTICA VF DE TOTS ILS LOCI POLIMÒRFICS:

En 3 poblacions át En 15 pobUcioBS del »ubginen:

L0CM

ACO-I

ACO-2

AAT-I

t.fDH-1

MDH-3

MDH-4

ME
6WSD-I

6PGD-3

PGM-2

Mitjan

*•

.0,0«
0,116

0,26?

-0,176

0,72S

- 0,10?

1.000

0,44?

OJ3I

0,S?5

0,443

fm

0.026

0,02!

0,OTf

0,105

0.03t

0.044

0,0?0

0,019

0,044

0,044

0,051

FW

- 0,013

0,135

OJ2S

- 0,053

0,736

- 0.059

Î.OOO

0,47?

0,750

0394

0,471

Locos

ACO1

ACO2

AAT-l

MDH-1

MDH-3

MDH-4

ME
6PGD-1

e3GD-3

PGM-2

Mitjana

F»

-0,044

0.180

0,160

-0,363

0.113

0,456

1,000

0,262

0346

0,218

C .280

F„

0,035

0,745

0,«55

0,235

03U

0,706

0.086

0,036

O^S9

0,499

0,516

F„

-0,00?

0,791

0,626

-0.043

0363

0.840

1.000
OJSS

0,535

0,601

0,652

E* J població«)» d« Ca 2 poblacions d« D. bolmiL

LÍSSÍ
ACO-I

AAT-l

MDH I

MDH-3

ME
6 GD-i

6PGD-S

PGM-2

Mitjans

Fa

-0,046

- 0.03$

-0,091

0,004

1.000

- 0.077

- OJC2

-0,018

0,039

r„
0,016

0,003

0.05?

0,136

0.080

0.049

0.045

0,009

0,073

Tn

-0.029

- 0,033

-0,029

0.140

í. 000

- ü.024

- 0,052

-0.009

0.1OT

Loow
ACO-I

AAÏ-!
MDH-3

ME

K5Í-1
PGI-2

PGM-2

ADH

Mitjtna

%

- 0,710

- 0.435

i, 000
0,660

1,000
!,OUO

0.273

1.000

OJ26

FfT

0,075

OJ»?

0,010
0,032

D.O&O

0,000

0.043
0.014

OJ98

Frr

0.5S2

-0.022

1.000

0.671

1,000

1.000

0304

1,000

0.092

£• 2 población» ác D. verémnense. Ea 2 poblacions d« D. moHSanmn.

Loan

MDH-1
MDH-3

MDH-4

ME
oPCD-l

6TOD-3

PGM2

Mitjana

F»

-0.017

0,532

0363

1,000
OJS5

0,175
0.051

0.45 i

F«T

0.008

0.029

0.003

0.01?

0.00?

0,082

0,074

0,028

F,T

-0,008

0.546

0.564

l.OUO

0,290

0,243

0,121

0,466

íxxus

AAT-l

ME
6PGD-1

6PGD-3

R3I-1

PGI-2

PGM2

Mitjana

F«

- 0.376

0.457

1,000

-0.06?

0.753

0,900

-0,003

0,380

F,T

0,001

0,046

0,026

0,032

0,165

0,092

0,027

0,13?

¥„

- 0375

0.482

1.000

- 0.032

0,794

0.909

0,025

0,400

293
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