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CAPITULO 2

2.1. INTRODUCCION

El raton doméstico constituye un modelo fundamental para estudios de especiacién
cromosomica. Esto es debido a la multitud de razas cariotipicas de neo-formacién que
presenta y a que los reordenamientos cromosdémicos que se producen en esta especie
parecen estar asociados con una fertilidad reducida cuando se encuentran en estado
heterocigoto (King, 1995). Sin embargo, los estudios tedricos sugieren que tales
polimorfismos pueden fijarse en las poblaciones locales por una serie de factores que actuan
independientemente o conjuntamente. El hallazgo de diferencias cromosomicas entre
muchas especies cercanas sugiere que la fijacién de variantes cromosémicas sucede
frecuentemente en la evolucion. En el caso de subdominancia existe una frecuencia de
equilibrio inestable por debajo de la cual el mutante es eliminado, mientras que por encima
de la misma progresa hasta la fijacion (Wright, 1941). Cualquier factor que cause que la
frecuencia de las distintas organizaciones cromosdmicas fluctue por encima del equilibrio
puede provocar la fijacion de estas mutaciones. La deriva genética y los eventos de extincion-
recolonizacién son dos de estos factores (Hedrick, 1981; Lande, 1985). Bajo extincion-
recolonizacioén, la probabilidad de fijacion en demos semi-aislados se maximiza para un
flujo genético intermedio (Michalakis & Olivieri, 1993). Otros dos factores relevantes son la
consanguinidad, que retrasa el progreso de la fijacion bajo deriva genética, y el impulso
meidtico que disminuye o elimina la frecuencia de equilibrio (Hedrick, 1981). Estas
consideraciones tedricas se aplican principalmente en poblaciones subdivididas debido a
qgue en poblaciones grandes y continuas la fijacion es probable sélo cuando el mutante

homocigoto tiene una ventaja selectiva substancial (Barton & Rouhani, 1991).

Como ya se ha decrito en el capitulo anterior, en el raton doméstico es frecuente que se
generen areas de polimorfismo Robertsoniano, denominadas habitualmente “zonas hibridas”,
entre razas cromosomicas y poblaciones estandar, o entre diferentes razas cromosoémicas,
caracterizadas por tener un numero cromosémico comprendido entre las dos poblaciones
que las han generado y por la presencia, en sus individuos, de cromosomas metacéntricos
en heterocigosis. Las zonas hibridas son “regiones en las que individuos de dos poblaciones
que se pueden diferenciar por uno o mas caracteres heredables, se encuentran, se
reproducen y dan lugar a hibridos” (Barton & Hewitt, 1989; Harrison, 1990). Este proceso
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2.1. INTRODUCCION

ocurre de forma natural y los hibridos generados son viables y al menos en parte fértiles
(Arnold, 1997). En la mayoria de estas areas se generan un amplio rango de genotipos
sobre los que pueden actuar mecanismos selectivos que contrarrestan el flujo genético y

mantienen las poblaciones como unidades diferenciadas a pesar de la hibridacion.

Se han propuesto dos escenarios para explicar los patrones de variacion en las zonas hibridas:
contacto secundario e intergradacion primaria (Mayr, 1942; 1963; Harrison, 1990). El primero
sugiere que las zonas hibridas son el resultado del contacto entre poblaciones que estuvieron
previamente aisladas geograficamente. Si el aislamiento reproductivo no se ha alcanzado
completamente se puede producir hibridacion. Segun el escenario de intergradacion primaria,
las areas aparecen in situ, es decir, en poblaciones que presentan una distribucién continua
en parapatria y que se diferencian a lo largo de un gradiente ecoldgico sin una separacion
inicial entre ellas. A pesar de que la explicacién del contacto secundario ha sido
tradicionalmente la mas abogada por su consistencia con el extendido punto de vista de que
la divergencia genética necesita aislamiento geografico, Endler (1977) argumentd que es
dificil inferir los origenes de los patrones actuales de variacion. Utilizando el andlisis de clinas
de loci individuales, y definiendo como clina un cambio geografico mas o menos continuo en
la frecuencia de formas alternativas de un gen, cromosoma o caracter, este autor mostré
que el contacto secundario y la intergradacion primaria producen patrones no diferenciales,
ano ser que se pueda observar una zona hibrida en los primeros centenares de generaciones
desde que se ha producido el contacto secundario. Barton & Hewitt (1981) argumentaron
que las clinas concordantes (similar amplitud y forma) y coincidentes (centros de las clinas
en la misma posicidn) son evidencia de contacto secundario. Asimismo, estos autores
destacan que tal evidencia sera particularmente convincente si algunas de las clinas reflejan
cambios en caracteres conocidos como neutrales. En este caso se espera que las
poblaciones del centro de la zona hibrida actuen como una barrera genética, debido en parte
a un fuerte desequilibrio gamético establecido a lo largo de todo el genoma (Barton & Hewitt,
1985). Pero si la presion de seleccion actua de forma diferente en una variedad de caracteres
y loci en la zona hibrida, es de esperar que la introgresion de cada caracter en esta area
difiera dando como resultado multiples clinas, siendo en algunos casos no coincidentes y

no concordantes. Por otra parte, en la intergradacion primaria no se esperan clinas
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CAPITULO 2

coincidentes, a no ser que diversos caracteres independientes respondan de manera similar

a un gradiente 0 mosaico ambiental.

Muchas zonas hibridas parecen ser relativamente estables, manteniendo la posicion y la
amplitud de las clinas por un balance entre la dispersion y la seleccién en contra de los
hibridos, independientemente del ambiente. Estas zonas reciben el nombre de zonas de
tension (tension zones; Key, 1968; Barton & Hewitt, 1985). Otras zonas hibridas se mantienen
por seleccion exdégena debida al ambiente, como por ejemplo una barrera climatica (Haldane,
1948; Endler, 1977). En este caso, la seleccion diferencial a favor o en contra de un genotipo
determinado a través de un ecotono podria causar que las clinas dieran lugar a una barrera
entre ambientes. Las clinas también se pueden mantener por seleccion endégena, como
por ejemplo la seleccidon en contra de los heterocigotos, seleccion epistatica o seleccion
dependiente de la frecuencia en contra de genotipos raros. Para este tipo de seleccion, la
posicion de una clina en el ambiente es arbitraria. Cualquier asimetria de la seleccion o
migracion a través de la clina podra ocasionar su desplazamiento (Bazykin, 1969; Barton,
1979; Mallet & Barton, 1989; Johnson et al., 1990). Por otra parte, la amplitud de la clina se
relaciona con la capacidad de dispersion de un organismo y con la fuerza de la seleccion

(Harrison, 1993).

La existencia de contactos parapatricos ha atraido la atencion de los investigadores por dos
motivos. En primer lugar porque las zonas de hibridacidon son ventanas abiertas a los procesos
evolutivos y, segundo, porque el mantenimiento de las discontinuidades en caracteres, a
pesar de la continua hibridacion, hace que las poblaciones sean dificiles de clasificar bajo
los esquemas taxondmicos convencionales (Harrison, 1990). Es precisamente en este tipo
de zonas en las que se encuentra un conflicto entre el flujo génico y la seleccion hacia un
equilibrio estable alternativo y puede entonces proveer informacion de ambos procesos
(Barton & Hewitt, 1985). Existe una vasta literatura que documenta casos de zonas hibridas
en plantas y animales, pero el origen y el destino de tales zonas, incluyendo su papel en
procesos de especiacion, continua estando fuertemente debatido. La mayor parte de las
zonas hibridas que se han estudiado en detalle muestran cambios concordantes en las

frecuencias alélicas o caracteres cuantitativos, los cuales separan poblaciones homogéneas.
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2.1. INTRODUCCION

El analisis de las zonas hibridas se ha centrado en los ultimos afios en la naturaleza y el
papel de los reordenamientos cromosomicos. Existen diversos estudios detallados en zonas
hibridas Robertsonianas del ratén doméstico en Bélgica (Bauchau et al., 1990; Hibner &
Koulischer, 1990), Dinamarca (Fel-Clair et al., 1996), Italia central (Spirito et al., 1980; Castiglia
& Capanna, 1999), norte de ltalia (Hauffe & Searle, 1998), norte de Escocia (Searle et al.,
1993) y Tunez (Said et al., 1999).

En las cercanias de Barcelona Adolph & Klein (1981) describieron por primera vez la existencia
de fusiones Robertsonianas en poblaciones de Mus domesticus. En el trayecto que une las
localidades de Badalona, Barcelona, Avinyonet y Sant Marti Sarroca encontraron una variacion
cromosomica entre 2n=40 y 2n=31. Los animales con menor nimero cromosémico fueron
hallados en Avinyonet (localidad situada en el noroeste de Barcelona). Su determinacion
cariologica revelo la presencia de las fusiones Rb(4.14), Rb(5.15), Rb(9.11) y Rb(12.13) en
homocigosis y la Rb(6.10) en estado heterocigoto. Estos autores sugirieron que esta area
era un sistema de variacién Robertsoniana que aparecié independientemente del Alpino-
Apenino y del de Escocia. Posteriormente Nachman et al. (1994), encontraron en esta misma
localidad animales con un 2n=30 y con las fusiones Rb(4.14). Rb(5.15), Rb(6.10), Rb(9.11)
y Rb(12.13) en estado homocigoto. Mas tarde, un estudio mas exhaustivo de la zona (Guindulz,
2000; Gunduz et al., 2001), en el que se incluyeron 20 localidades de muestreo, detectd una
nueva translocacion, Rb(3.8), sugiriendo la existencia de una raza cromosoémica, denominada
raza Barcelona con 28 cromosomas, y con las translocaciones Rb(3.8), Rb(4.14), Rb(5.15),
Rb(6.10), Rb(9.11) y Rb(12.13) en estado homocigoto. Estos autores ubicaron la hipotética
raza en un punto intermedio entre las localidades de Garraf y Viladecans, que denominaron
centro de la raza Bacelona. Describieron también una zona de polimorfismo Robertsoniano,
que abarcaba una distancia de 30 km a partir del centro de la raza, y que clasificaron como
zona hibrida entre la raza Barcelona y las poblaciones con cariotipo estandar. Ademas,
Gunduz (2000) analizo las variaciones de alozimas y de haplotipos de ADNmt en esta zona
de polimorfismo Robertsoniano, no encontrando un patrén concordante entre éstas y la
variacion cromosomica. Existen otros estudios que muestran datos referentes a variacion
de ADNmt y alozimas en algunas poblaciones de la zona de polimorfismo Roberstoniano de

Barcelona, pero éstos forman parte de investigaciones mas amplias que se centran en la

58 )

[ —)-\\7
T



CAPITULO 2

evolucion de las razas cromosémicas Roberstonianas de raton domestico en Europa y

norte de Africa (Nachman et al., 1994; Britton-Davidian et al., 1989).

El presente estudio pretende ser una ampliacion de estos trabajos en la caracterizacion de
esta zona de polimorfismo Robertsoniano, en el que se aportan nuevos datos sobre la
distribucion y extension de las fusiones encontradas. Se examina la estructura de la zona de
polimorfismo Robertsoniano Barcelona, basandose en la identificacion de las bandas G de
los cromosomas metacéntricos en ratones colectados entre 1998 y 2000, y de datos
procedentes de la bibliografia (Adolph & Klein, 1981; Nachman et al., 1994; Giindlz, 2000;
Glnduz et al., 2001). A partir de dicho material se realiza un analisis comparativo entre
poblaciones con diverso grado de polimorfismo Robertsoniano y se estudia la fragmentacion
de la metapoblacion para profundizar en el conocimiento del sistema complejo de variacion

Robertsoniana en esta zona.

2.2. MATERIAL Y METODOS

2.2.1. Area de estudio y muestra analizada

El area de estudio se localiza en el nordeste de la peninsula Ibérica. Concretamente,
comprendié la provincia de Barcelona, el sur de la provincia Lleida y el nordeste de la provincia
de Tarragona. Se prospectaron un total de 15 granjas en las cercanias de Barcelona entre
febrero de 1998 y octubre del 2000 (figura 2.1; tabla 2.1). Las zonas de muestreo fueron
seleccionadas siguiendo estudios previos realizados sobre esta zona por otros autores (figura
2.1; tabla 2.1; Adolph & Klein, 1981; Nachman et al., 1994, Gindlz, 2000; Glnduz et al.,
2001). Todos los animales se capturaron mediante trampas de vivo Scherman, que se
colocaron en las granjas a ultima hora de la tarde y se recogieron a primera hora de la
manana del dia siguiente. Los animales capturados fueron transportados inmediatamente al
laboratorio donde estuvieron estabulados durante un maximo de tres dias hasta el momento

de su estudio.

Se obtuvieron preparaciones cromosémicas a partir de la médula ésea del fémur (Ford,

1966). Los portaobjetos con las extensiones se mantuvieron 12 horas en la estufa a
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2.2. MATERIAL Y METODOS

temperatura constante de 37°C. Pasado este periodo de envejecimiento de las muestras se
realizo la tincion de Wright (Mandahl, 1992) que tifie las bandas G de los cromosomas en
metafase. La identificacion de los cromosomas se realizé de acuerdo con el “Committee on
Standardized Genetic Nomenclature for Mice” (1972; 1974) a partir del analisis completo de

diez células bajo el microscopio.

Para los andlisis de la estructura poblacional relacionada con el polimorfismo Robertsoniano
se analizaron un total de 451 animales. Ademas de los animales capturados entre 1998 y
2000 (n=337), se incorporaron los datos carioldgicos publicados de esta zona: 110 individuos
procedentes de 20 localidades (Gindlz et al., 2001) y 4 individuos de 2 localidades (Nachman
et al. 1994). Los datos obtenidos por Adolph & Klein (1981) no fueron incluidos debido a la

antigliedad de las citas. El area de estudio present6 una superficie total de unos 5000 km?.
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Figura 2.1. Mapa de la zona de polimorfismo Robertsoniano Barcelona de M. domesticus. Entre
paréntesis se muestran los rangos de 2n encontrados en cada poblacion muestreada. La relacion
de las localidades se expone en la tabla 2.1. Las localidades muestreadas a partir de 1998 se
indican con una estrella. El asterisco muestra el centro estimado de la zona de polimorfismo
Robertsoniano. Las poblaciones situadas al oeste de la linea discontinua son las consideradas en

| (37-40) o
| ‘

MAR MEDITERRANEO

el célculo de las clinas.
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CAPITULO 2

2.2.2. Andlisis de los datos

En el analisis de los datos, cada translocacion Robertsoniana y sus dos cromosomas
homologos acrocéntricos fueron considerados como dos alelos de un mismo locus, puesto
que siempre se encontraron fusionados los mismos cromosomas, es decir, en la condicion
metacéntrica el cromosoma 3 siempre se encontrd fusionado con el 8, el 4 con el 14, y asi
sucesivamente. Los cromosomas metacéntricos fueron designados individualmente con
una ‘A’ y su pareja de homdlogos acrocéntricos se denomind ‘B’. Asi la pareja de cromosomas
homocigotos para su estado metaceéntrico y acrocéntrico se determiné como ‘AA’ y ‘BB’,

respectivamente, y la pareja heterocigota ‘AB’.

2.2.2.1. Frecuencias de las translocaciones Robertsonianas, polimorfismo Robertsoniano,
equilibrio Hardy Weinberg y desequilibrio de ligamiento

Se obtuvieron las frecuencias de cada uno de los metacéntricos en cada una de las
localidades. Para ello sdlo se utilizaron aquellos animales de los que se disponia la
identificacion del cariotipo completa. Puesto que 12 de las 28 localidades fueron prospectadas
durante varios afos, se calcul6 el estadisitico F, para medir la diferenciacion temporal de
los lugares prospectados durante mas de un afo (Weir & Cockerham, 1984; para mas
detalles ver apartado 2.2.2.2). Se utilizo el test de permutacion del programa FSTAT v2.9.3.2
(véase apartado 2.2.2.4), el cual es un método potente para detectar diferencias temporales
en las poblaciones (Goudet et al., 1996; Lugon-Moulin et al., 1999). Se estudio si los valores
F, diferian significativamente de cero utilizando 10000 permutaciones de los genotipos entre
las muestras. Para estos andlisis se consideraron las localidades que presentaban
polimorfismo Robertsoniano, al menos en alguno de los afos considerados: Bellaterra,
Calafell, Garraf, La Granada, Les Pobles, Sant Pau d’Ordal y Vilanova i la Geltru. Sabadell no
fue incluida debido en que uno de los muestreos tan sélo se obtuvo un individuo. Tampoco
se incluyé Avinyonet, puesto que el tamafno de muestra para cada uno de los afos fue de

dos (tabla 2.2).

Para visualizar la transicion en términos de proporcion de genotipos individuales en cada

poblacidn, se calculd un indice de hibridacion (I). A cada cromosoma metacéntrico se le
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Frecuencia de los cromosomas metacéntricos

Localidad Latitud/Longitud km N g"ned'a | medio H

38 414 515 610 747 911 1213
T Garraf (GA) 41917 N1°650 E 5098 7,27(12) 30217 +5565 185 0691 0868 0779 0721 0074 0971 0794
2 Vilanovaila Geltrd Il (VG2) ~ 41°15'N1°43E 682 18 31944 +2111 139 0361 0917 0861 0056 0000 0889 0944
3 Avinyonet (AV) 41°22 N1°46'E 814 2(1).,24* 31400 +3200 025 0000 1000 0875 0500 0000 1000 1.000
4 Vilanovaila Geltrd | (VG1)  41°14'N1°43'E 10,14 7(4).12(2) 31840 +2240 132 0105 0895 0763 0211 0132 00974 0947
5 La Granada (LG) 41922 N1°43E 1038 67 30,881 +4.149 179 0448 0985 0896 0351 0142 0836 00986
6 Lavern (LV) 41923 N1°46'E 1118 24 32125 +1833 146 0000 0792 0813 0375 0000 1.000 0958
7 St Pau d'Ordal (SP) 41923 N1°48°E 1152  55(3) 30155 +5.600 122 0445 0955 1000 0691 0000 0900 0927
8 St Sadurni d’Anoia (SS) 41925 N1°47E 1575 7 34714  -3429 157 0000 0714 0643 0071 0000 0714 0500
9 St Marti Sarroca (SM) A92FN1°36'E 1724 4 32500 +1.000 050 0000 1000 1000 0000 0000 0750 1000
10 St. Lloreng del Penedes (SL)  41°17’N1°33'E 1866 5 36.600 -7.200 220 0000 0500 0500 0000 0000 0300 0400
11 Calafell (CF) 41913 N1°34E 2019 5,15 36,000 -6.000 130 0000 0750 0150 0000 0025 075 0900
12 Gava (GV) 41918 N2°00'E 2239  9(1) 30200 +5.600 133 0556 1000 1000 0389 0000 1.000 0944
13 Viladecans (V1) A1°P19N2°0TE 2401  4(1) 30200 +5.600 075 0125 1000 0750 1000 0000 1.000 1000
14 Vallbona d’Anoia (VA) A1°31'N1°42E  27.79  5(1) 39.333 -12.667 020 0000 0000 0000 0000 0000 0.000 0100
15 La Llacuna (LL) 41928 N1°32E 2974  2(3) 35800 -6.000 150 0000 0250 0250 0000 0000 0250 1000
16 Les Pobles (LP) AP21N1°24E 3312 8(2),15 38640 -11.280 117 0022 0217 0261 0000 0000 0000 0174
17 Les Ordes (LO) 41923 N1°24'E 3437 1 38,000 -10.000 000 0000 1000 0000 0000 0000 0.000 0000
18 Bellaterra (BE) 41927 N2°06'E 3853 31 39645 -13.290 029 0000 0065 0081 0000 0000 0000 0032
19 Barcelona (BA) 41922 N2°05E 3900 13 34077 -2154 146 0154 0308 0538 0000 0000 1.000 0962
20 La Riera (LR) AP1TPN1°22E 3915 8, 3 40000 -14.000 0.00 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0.000
21 Sta. Col. de Queralt (SC) 41932 N1°23E 4417  7(2) 38333 -10.667 114 0000 0500 0071 0000 0000 0000 0143
22 Sabadell (SA) A1°3N2°06E 4423 1,8 38556 -11.111 056 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0722
23 Els Prats de Rei (Calaf) (CA)  41°44 N1°31'E  57.84  6(2) 39,500 -13.000 017 0000 0083 0000 0000 0000 0.000 0000
24 La Roca (RO) 41935 N2°20'E 5853 2 2* 40000 -14.000 0.00 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0.000
25 Les Borges del Camp (BG) ~ 41°10'N1°0T'E 6915 5 40000 -14.000 000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0.000
26 Fulleda (FU) 41927 N1°O1'E 7029 1,21 40000 -14.000 000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0.000
27 LEspluga Calba (EC) 41920 N1°00'E 7246 4.5 40000 -14.000 0.00 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0.000
28 Anglesola (AN) 41940 N1°05E 7566 5 39.600 -13.200 040 0000 0200 0000 0000 0000 0.000 0000
Barcelona Oeste 41903 N2°04 E 7566 3 35300  -4.667 - - .
Valldoreix A2 N202E 814 1 38,000 -10.000 - ] -
Badalona 41907 N1°15°E 3900 2 39,500 -13.000 - ] ]
Moya 41949 N2°06'E 5784 2 40000 -14.000 0,00 0000 0,000 0000 0,000 0,000 0,000 0,000
Delta Ebre 4 40,000 -14,000 0,00 0,000 0000 0000 0000 0000 0000 0,000
llles Medes 2 40,000 -14,000 0,00 0,000 0000 0000 0000 0000 0000 0,000
St. Jordi (Mallorca) 2, 2* 40,000 -14,000 0,00 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0,000
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CAPITULO 2

asigné una puntuacion de +1y a su correspondiente pareja de acrocéntricos una puntuacion
de -1 (GUndlz et al., 2001). Asi los animales estandar recibieron la puntuacion de -14 y los
homocigotos para todas las fusiones +14. Se obtuvo el numero medio de 2n por localidad
para tener una estima del sentido de la reducciéon cromosdémica, y el nimero medio de
metacéntricos en heterocigosis por individuo. Ademas de estos indices, para analizar la
variabilidad citogenética poblacional se utilizaron otros indicadores: numero medio de alelos
por locus para cada poblacion, porcentaje de loci polimdrficos y la heterocigosis media.
Para el célculo de estos indicadores se considerd cada fusion Robertsoniana como un alelo
perteneciente a un locus, tal y como se describié en el apartado 2.2.2. Aunque el numero
medio de alelos por locus para cada poblacion no es una medida muy fiable, puesto que
depende mucho de tamanos muestrales, da cierta idea del grado de polimorfismo de las
poblaciones. En el calculo del porcentaje de loci polimérficos se utilizé el criterio de la
frecuencia del alelo mas comun igual o inferior a 0,95, criterio recomendado por Nei (1987)
para tamafnos muestrales inferiores a 50 individuos. La heterocigosis media es la proporcion
media de heterocigotos por locus en una poblacion (Nei, 1987). Para muestras pequenas

Nei (1978) recomienda utilizar:

H=Y h/r

k=1

donde h,_es el valor de h parak locus, h =2n(1- Xx?)/(2n-1), r =n® de loci, n=n® individuos por
loci, y x es la frecuencia de cada alelo en un locus. Para todos estos célculos se utilizaron
aquellos ejemplares de los que se obtuvo la caracterizacién completa del cariotipo. Sélo

para el calculo del indice de hibridacion y el 2n medio se utilizaron todos los animales de los

Tabla 2.1. Ubicacion y caracteristicas cromosdmicas de las localidades de las que se dispone datos
de la zona de polimorfismo Robertsoniano de Barcelona. Las localidades estan ordenadas segun la
distancia al centro de polimorfismo Robertsoniano (véase apartado 2.2.2.1 y figura 2.1). N corresponde
al numero de individuos de los que se dispone el cariotipo completo. Los marcados con un asterisco
corresponden a datos procedentes de Adolph & Klein (1981), los que estan en cursiva proceden de
Nachman et al. (1994) y los resaltados en negrita proceden de Gunduz et al. (2001). | es el indice de
hibridacion, donde un valor de +14 corresponde a un individuo con todas las fusiones en homocigosis
(2n=26), y un valor de -14 representa un individuo estdndar (2n=40). H es el nimero medio de
metacéntricos en heterocigosis por individuo (Glindlz et al., 2001). Los numeros entre paréntesis
hacen referencia a ejemplares de los que Unicamente se conoce el 2n, utilizados sélo para calcular el
2n medio y el indice de hibridacion (1).
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2.2. MATERIAL Y METODOS

Tabla 2.2. Numero de individuos capturados por afno en las localidades
muestreadas en mas de una ocasion.

Localidad 1994 1996 1997 1998 1999 2000
Avinyonet 2 2 = = = =
Bellaterra - - - 19 - 3
Calafell - - 5 15 - -
Fulleda - 1 - 21 - -
Garraf - 7 16 11 -
La Granada - - 22 20 16
La Riera - 8 - 3 - -
Les Pobles - 8 - 15 - -
L'Espluga Calba - 4 - 5 - -
Sabadell - 1 - - 8 -
St. Pau d'Ordal - - - 45 10 -
Vilanova i la Geltru | - 6 2 11 - -

que se disponian el numero diploide, aunque la identificacion de los cromosomas no fuera
completa. Se estudid la correlacion de estas variables con la distancia geografica de la
poblacidn al centro de la zona de polimorfismo Robertsoniano. Este centro se estimé como
el punto medio entre las poblaciones en las que se pudieron describir todos los metacéntricos
encontrados en el area de estudio. Sélo se utilizaron las localidades cuyas muestras

presentaban cinco o mas individuos.

Segun la ley de Hardy-Weinberg en una poblacion, en ausencia de fuerzas como la seleccion,
migracién o deriva genética, y donde se da panmixia, las frecuencias alélicas (y las
genotipicas) se mantienen constantes de generaciéon en generacién. Si las frecuencias
observadas no se ajustan a las esperadas por esta ley, se supone entonces que se ha
violado alguna de las condiciones anteriores. Para comprobar las desviaciones del equilibrio
Hardy-Weinberg (H-W) de cada uno de los metacéntricos, en cada muestra se realizé la
prueba de significacion de probabilidades exactas que evita las dificultades que aparecen
cuando se utiliza la distribucion de la 2 para muestras pequefias (Haldane, 1954; Guo &
Thompson, 1992). El p-valor fue calculado por el método de enumeracion completa descrito
por Louis & Dempster (1987). Las desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg para el global
de los metacéntricos en cada una de las muestras se estudiaron mediante el método de
Fisher (Raymond & Rousset, 1995). Puesto que en ciertos estudios se ha observado que
se produce segregacion conjunta de los cromosomas isomérficos (Castiglia & Capanna,
2000; Scascitelli et al., 2003), se determind si ciertas parejas de cromosomas metacéntricos
se encontraron mas frecuentemente en cada una de las muestras, es decir, se estudio si
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existia desequilibrio de ligamiento. Con este propdsito se utilizé la prueba exacta de Fisher,
basada en la cadena de Markov para el célculo del valor de significacién (Guo & Thompson,
1992; Raymond & Rousset, 1995). Cuando se emplearon pruebas multiples para el estudio
del equilibrio Hardy Weinberg o el desequilibrio de ligamiento dentro de las poblaciones
individuales, se ajustaron los niveles de significacion mediante la correccion secuencial de
Bonferroni (Rice, 1989). Todos estos tests se realizaron s6lo en aquellas muestras con

cinco o mas individuos.

2.2.2.2. Estructura de la poblacion atendiendo a la composicion de metacéntricos
Robertsonianos

En una poblacién que esté subdividida, existen tres niveles de diferenciacion genética: dentro
de cada subpoblacion (1), entre subpoblaciones (S) y en la metapoblacion (T), es decir, en el
conjunto de las subpoblaciones (Hartl, 1981; Hartl & Clark, 1989). Para evaluar la subdivision
poblacional se utilizaron los indices de fijacion de Wright (F . F o y F; Wright, 1951), que se

obtuvieron segun el método descrito por Weir & Cockerham (1984):

- f, coeficiente de endogamia: éste corresponde a F de Wright. Es una medida de la
desviacion de las frecuencias genotipicas de las frecuencias panmiticas, en términos
de exceso o deficiencia de heterocigotos, causada por la tendencia a que se den
cruces entre individuos emparentados. Convencionalmente se define como la
probabilidad de que dos alelos en un individuo sean idénticos por descendencia respecto
a la subpoblacion. El valor de este indice varia entre -1 y 1. Los valores negativos
indican exceso de heterocigotos, respecto al equilibrio Hardy Weinberg, y los positivos,

deficiencia. El indice f se calcula a partir de la siguiente formula:

donde o, representa la componente de la varianza entre individuos dentro de las

poblaciones y o_entre gametos dentro de los individuos.
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- 0, coeficiente del coancestro o coeficiente de fijacion: corresponde a F . de Wright.

Mide el efecto de la subdivisidn genética, es decir, la reduccion de la heterocigosidad
en una poblacién debida a la deriva genética. Se define como la correlacion de alelos
de diferentes individuos en la misma poblacién. Varia entre cero y uno. El valor cero
indica panmixia, es decir, que no existe subdivisién, dandose apareamientos aleatorios,
no produciéndose divergencia genética en la metapoblacién. El valor de uno indica
aislamiento completo, es decir, una subdivision extrema de la metapoblacion. Se obtiene
segun:

Q=__ “"a
c,+0,+0,

donde o, representa la varianza entre poblaciones.

F, coeficiente general de consanguinidad o indice de fijacion en la metapoblacion:
corresponde a F . de Wright y es un indicador de si dos alelos de un mismo locus en
un individuo son idénticos por descendencia respecto a la metapoblacién. Al igual que
flos valores varian entre -1 y 1, dependiendo de si existe exceso de heterocigotos o
defecto, respecto al equilibrio Hardy-Weinberg. La reduccion total de heterocigotos
incluye por una parte los fenomenos de endogamia en las subpoblaciones (F) y los
efectos de la propia subdivision (F,;) por otra. Se calcula segun:

c,+0,

F=——2 >
c,+0,+0,

Los estimadores de Weir & Cockerham (1984) corrigen los problemas derivados del tamano

de muestra y del niumero de subpoblaciones muestreadas. Los tres parametros se relacionan

por:

f=(F-0)/1-0)

Los estimadores de Weir & Cockerham para cada loci, asi como su error tipico, fueron

obtenidos por el método de remuestreo Jackknife sobre las muestras (Miller, 1974; Efron,
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1982). En primer lugar se calcularon estos estadisticos considerando todas las localidades
(estandar y con polimorfismo Robertsoniano). Estos analisis se repitieron excluyendo las
localidades estandar. En ambos casos no se incluyo la muestra perteneciente a Les Ordes,
puesto que soélo presentd un individuo. Para evaluar la significacion de estos estadisticos se
utilizo el intervalo de confianza del 95% calculado como +/- dos veces el error tipico sobre el
valor del estadistico (Efron & Stein, 1981). El niumero de migrantes entre parejas de

poblaciones (Nm) se estimo6 segun Wright (1969) como:

Nm= (1/F,-1)/4

También se obtuvo la heterocigosidad observada (H,), y las heterocigosidades esperadas
dentro de la poblacién (H,) y entre poblaciones (H,), segun Nei (1987). Como en el caso
anterior se realizaron dos tipos de analisis: para el conjunto de todas las poblaciones, y

considerando solo las localidades con polimorfismo Robertsoniano.

Se estudio la asociacion entre la diferenciacion poblacional (estimaciones de F entre pares
de muestras) y la distancia geogréfica. Para ello se realizé una prueba de Mantel (Mantel,
1967; Sokal, 1979) entre F_ (1-F;) y el logaritmo de la distancia geografica entre poblaciones,
tal y como indica Rousset (1997) para una distribucion geografica bidimensional. El indice
F, esta relacionado con la distancia de Reynolds (Reynolds et al., 1983; Slatkin, 1995), por
lo que responde a una diferenciacion entre las poblaciones debida basicamente a la deriva
genética. Se realiz6 también la correlacion entre la matriz de distancias geograficas y las
distancias genéticas de Nei y Rogers. La distancia de Nei utilizada fue la corregida para
tamafios muestrales pequefios (Nei, 1978). Esta intenta reflejar el nimero de cambios que
se han producido desde la separacion de dos poblaciones y es apropiada cuando las
poblaciones divergen a causa de la deriva y de las mutaciones (Weir, 1996), pero considera
que el ritmo de mutaciones es constante, lo que puede ser poco realista (Hillis, 1984). Ademas
presenta otro problema afadido, su falta de metricidad. Al comparar las distancias entre
tres taxones A, B y C, la distancia AC tiene que ser inferior o igual a las distancias AB mas
BC, por lo que se pueden obtener distancia negativas dificultando su interpretacion biologica.

A pesar de estos problemas, la distancia genética de Nei es el coeficiente mas ampliamente
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utilizado. La distancia genética de Rogers (1972) no tiene un significado biolégico como el
anterior. Es una estimacion geométrica de la distancia media entre las frecuencias alélicas
de dos poblaciones. En este caso no es necesario asumir la igualdad y la constancia en el
ritmo de evolucion entre loci y entre poblaciones. Sin embargo, al igual que la anterior distancia,
esta influenciada por el grado de heterocigosis de los taxones. Asi, la distancia entre dos
taxones con alelos diferentes y fijados sera mayor que la distancia entre dos taxones que
tampoco compartan ningun alelo pero que presenten varios alelos por loci. Para el calculo

de las diversas distancias sélo se utilizaron las poblaciones con polimorfismo Robertsoniano.

La relacion citogenética entre poblaciones polimorficas se evalué mediante un analisis
jerarquico de conglomerados, a partir del método UPGMA (unweighted pair-group method
with arithmetic averages; Sneath & Sokal, 1973). Este se realiz6 utilizando las distancias de
Reynolds (Reynolds et al., 1983; Slatkin, 1995), de Nei (Nei, 1978) y de Rogers (Rogers,
1972). Se utilizé la correlacion cofenética como medida de bondad de ajuste entre las
distancias originales y las distancias ultramétricas obtenidas a partir del UPGMA (Sneath &
Sokal, 1973; Rohlf & Sokal, 1981). La correlacion cofenética correspondid al coeficiente r
obtenido a partir de la prueba de Mantel entre cada una de las matrices de distancias y la
matriz de distancias ultramétricas correspondiente. Una r>0,9 indica un nivel de ajuste muy

bueno, 0,8 <r<0,9 ajuste bueno, 0,7 < r<0,8 ajuste pobre y r<0,7 ajuste muy pobre.

2.2.2.3. Andlisis de las clinas de las frecuencias de los metacéntricos en una dimension

Se estimaron las formas de las clinas en una dimension para cada uno de los metacéntricos
Robertsonianos. Para estas estimaciones se utilizaron aquellas muestras procedentes del
transecto oeste (figura 2.1) y con un tamafno de muestra igual o superior a cinco. Las clinas
fueron ajustadas, por maxima verosimilitud, a una curva tangente hiperbdlica (tanh) mediante
el algoritmo de Metropolis (Szymura & Barton, 1986). Para este ajuste se utilizaron cuatro

variables: p__, p,.,, (la frecuencia maxima y minima en el final de la cola de la clina), la

amplitud y el centro de la clina. Sin embargo, para los objetivos del presente estudio, las
clinas fueron ajustadas fijando los valores de p__y p... en 1y 0, respectivamente,

asumiéndose que en el centro de la zona de polimorfismo Robertsoniano la frecuencia de
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metacéntricos era de 1y en los lugares mas alejados de este centro era 0. La distancia a la
que se encontraba cada una de las poblaciones se calcul6 respecto al centro de la zona de
polimorfismo Robertsoniano, estimado como se explicé en el apartado 2.2.2.1. En cada
clina se obtuvo la amplitud, definida como la inversa de la maxima pendiente (Endler, 1977),
y el centro, que es la posicion del maximo cambio en frecuencia. Para la obtencion de la
region critica de estos parametros se siguio el criterio de que los valores del log, de la
verosimilitud se situaran dos unidades por debajo del maximo. Esta regién critica es
asintéticamente equivalente al intervalo de confianza del 95% (Edwards, 1972). Para estudiar
la concordancia y la coincidencia (semejanza en las amplitudes y los centros,
respectivamente) entre las clinas de los diferentes metacéntricos, se utilizé el contraste de
verosimilitud. En muestras grandes, dos veces la diferencia en log, de verosimilitud (AL) se
distribuye aproximadamente como 2, con un numero de grados de libertad igual a la diferencia
de parametros que se estiman entre los modelos contrastados. Para la comparacién entre
amplitudes de las clinas (concordancia) se ajusté una curva tanh para un metacéntrico,
manteniendo fijo el valor de la amplitud de la clina de uno de los metacéntricos respecto al
valor de la amplitud de la clina del metacéntrico con el cual se compara, sélo dejando variar
el centro de la curva. Si dos veces la diferencia entre valor del log_ de la verosimilitud, con
este parametro fijado, y el valor del log_de la verosimilitud obtenido sin fijar para ninguno de
los dos parametros (amplitud y centro) fue menor que el valor de 2 con un grado de libertad,
se consideraron las clinas concordantes. Para la coincidencia de las clinas, se siguio el
mismo proceso pero esta vez fijando el valor del centro de la curva y dejando variar las

amplitudes (para detalles ver Szymura & Barton, 1986 y Fel-Clair et al., 1996).

2.2.2.4. Programas estadisticos

Las frecuencias de las translocaciones Robertsonianas el nimero medio de alelos por locus,
el porcentaje de loci polimérficos y la heterocigosidad media, asi como las distancias
genéticas de Neiy Rogers, se obtuvieron mediante el programa BIOSYS-2 (D. L. Swofford &
R. B. Selander, University of lllinois, 1997). Los analisis del equilibrio Hardy-Weinberg y de
desequilibrio de ligamiento se realizaron mediante el programa GENEPOP v3.4 (Raymond

& Rousset, 1995). Para la obtencion de los indices de fijacion de Wright, segun el método
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descrito por Weir & Cockerham (1984) se utilizo el programa FSTAT v2.9.3.2 (J. Goudet,
University of Lausanne, 2002). Las pruebas de Mantel, asi como la obtencién de los UPGMA

se realizaron mediante el programa NTSYS-pc v2.01 (NTSYS Inc., 1986-1997).

2.3. RESULTADOS

2.3.1. Cariotipos

El numero de animales por localidad, la procedencia de los datos, el 2n y los metacéntricos
de cada animal se muestran en el apéndice 1. El niumero cromosémico varié entre 27 y 40
con un total de 114 cariotipos diferentes. La zona de polimorfismo presentd una extension
de unos 5000 km? de superficie y mostré una distribucion clinal en cuanto al numero
cromosomico, obteniéndose los menores 2n en la zona de Garraf y los cariotipos estandar
(2n=40) en la periferia del area de muestreo (figura 2.2 H; tabla 2.1). Se pudieron identificar
siete fusiones diferentes: Rb(3.8), Rb(4.14), Rb(5.15), Rb(6.10), Rb(7.17), Rb(9.11) y
Rb(12.13). De estos metacéntricos, Rb(4.14), Rb(5.15), Rb(6.10), Rb(9.11) y Rb(12.13)
fueron encontrados previamente por Adolph & Klein (1981), y Rb(3.8) por Gindlz et al.
(2001). La translocacion Rb(7.17), descrita por primera vez en este area, no ha sido hallada
en ninguna de las poblaciones Robertsonianas conocidas de Europa y Norte de Africa de M.
domesticus. No se localizé ninguna raza cromosémica, con un 2n inferior a 40, siguiendo el
criterio de Hausser et al. (1994). Las reordenaciones cromosomicas fueron identificados en
322 individuos: 47 fueron homocigotos y 275 heterocigotos al menos para una fusion. Se
encontraron 143 animales heterocigotos simples y 132 heterocigotos multiples, de los cuales
88 presentaron dos fusiones en heterocigosis, 34 con tres translocaciones en heterocigosis
y 8 con cuatro fusiones en heterocigosis. Con mas de cuatro fusiones en heterocigosis soélo
se encontraron dos ejemplares, uno con cinco y otro con seis. Los cariotipos mas frecuentes
fueron: M 4.14,5.15,6.10, 9.11, 12.13 H 3.8 (n=13), es decir homocigotos para las fusiones
Rb(4.14), Rb(5.15), Rb(6.10), Rb(9.11), Rb(12.13) y heterocigoto para la Rb(3.8), M 4.14,
5.15, 6.10, 9.11, 12.13 H 3.8, 6.10 (n=15), M 4.14, 5.15, 9.11, 12.13 H 3.8 (n=16), M 4.14,
5.15,9.11,12.13 (n=15) y M 4.14, 5.15, 9.11, 12.13 H 6.10 (n=11). El resto de cariotipos no

estuvieron presentes en mas de diez ejemplares. No se encontraron heterocigotos complejos,
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Figura 2.2. A-G, frecuencias (en negro) de cada uno de los metacéntricos por localidades. H: 2n
medio en cada localidad muestreada. El tamafo de los circulos es proporcional al tamafio de la
muestra. Las localidades se relacionan en la figura 2.1 y tabla 2.1.

es decir, con homologia monobranquial. Tampoco se identificaron animales con todas las
fusiones descritas en homocigosis, es decir con un 2n=26. En la figura 2.3 se muestran

algunos cariotipos donde se pueden observar las fusiones encontradas en el area estudiada.
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Las translocaciones Robertsonianas se presentaron en 23 poblaciones de las 28
muestreadas. Las unicas localidades en las que se identificaron las siete fusiones fueron
Garraf, La Granaday Vilanova i la Geltru |. Estas tres localidades se utilizaron para determinar
el centro de la zona polimorfica (véase figuras 2.1). Los metacéntricos mas representados
en las poblaciones fueron el Rb(4.14), el Rb(12.13), el Rb(5.15) y el Rb(9.11), que estuvieron
presentes en 21, 20, 18 y 15 poblaciones, respectivamente de las 28 estudiadas (tabla 2.1,
figura 2.2). Las fusiones Rb(6.10) y Rb(3.8) se encontraron en 10 y 9 poblaciones,
respectivamente y la translocacion Rb(7.17) sélo se hall6 en 4 poblaciones. En cuanto a la
extension geografica, la translocacion Rb(4.14) fue la mas ampliamente distribuida,

alcanzando un radio de 76 km respecto al centro de la zona polimérfica. Las fusiones
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Figura 2.3. Ticion de bandas G de los cromosomas en metafase de células procedentes de
la médula ésea de diversos ejemplares de la zona de polimorfismo Robertsoniano de Barcelona.
A: 2n=27, La Granada; B: 2n=30, Gava; C: 2n=32, Vilanova ila Geltru Il; D: 2n=28, St. Pau
d’Ordal.
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Rb(12.13) y Rb(5.15) presentaron un radio de 44 km, las translocaciones Rb(9.11) y Rb(3.8)
se distribuyeron a lo largo de 39 km, y las fusiones Rb(6.10) y Rb(7.17) se extendieron 24

km y 20 km, respectivamente, respecto al centro de la zona.

2.3.2. Frecuencias de las translocaciones Robertsonianas, polimorfismo Robertsoniano,
equilibrio Hardy Weinberg y desequilibrio de ligamiento

En las siete localidades en las que se estudio la diferenciacién temporal en las frecuencias
alélicas (Bellaterra, Calafell, Garraf, La Granada, Les Pobles, Sant Pau d’'Ordal y Vilanova i
la Geltru 1), no se encontraron diferencias significativas entre los diversos afios de muestreo,
por lo que todas las muestras pertenecientes a una misma localidad se agruparon para

realizar los analisis subsiguientes.

Se detectaron diversas fusiones con frecuencia de 1 en varias poblaciones (tabla 2.1), aunque
en la mayoria de éstas no se puede hablar con certeza de fijacion, dado el bajo tamaro de
muestra. Presentaron frecuencia 1 las fusiones: Rb(4.14), Rb(9.11) y Rb(12.13) en Avinyonet
(n=4), la Rb(9.11) en Lavern (n=24), la Rb(5.15) en Sant Pau d’Ordal (n=55), la Rb(4.14),
Rb(5.15) y Rb(12.13) en Sant Marti Sarroca (n=4), la Rb(4.14), Rb(5.15) y Rb(9.11) en Gava
(n=9), la Rb(4.14), Rb(6.10), Rb(9.11) y Rb(12.13) en Viladecans (n=4), la Rb(12.13) en La
Llacuna (n=2), la Rb(4.14) en Les Ordes (n=1) y finalmente la Rb(9.11) en Barcelona (n=13)
(tabla 2.1). Sdlo en las poblaciones de Lavern, Sant Pau d’Ordal y quizas en Barcelona, en
que las que el numero de individuos de la muestra fue mayor, cabe la posibilidad de que se
trate de fusiones fijadas. La translocacién Rb(7.17) presenté una frecuencia baja en todas

las poblaciones, y en ningun caso supero el valor de 0,2.

Se obtuvo una correlacion negativa entre la distancia al centro de la zona de polimorfismo
Robertsoniano y el indice de hibridacion (r=0,66; p<0,001), el nUmero medio de metacéntricos
heterocigotos por individuo (r=0,63; p<0,001), el numero medio de alelos por locus (r=0,73;
p<0,001), el porcentaje de loci polimdrficos (r=0,73; p<0,001) y la heterocigosidad media por
locus (r=0,65; p<0,001). En las tablas 2.1 y 2.3 se muestran los valores de estas variables

para cada poblacion. Estos resultados indicaron que los valores mas altos de polimorfismo
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Tabla 2.3. Numero medio de alelos por locus, porcentaje de loci polimoérficos y heterocigosidad
media por locus para cada una de las muestras. En la primera y tercera variable se muestra el
error tipico.

Numero medio de Porcentaje de loci  Heterocigosidad

Localidad o .
alelos por locus polimérficos media por locus

1 Garraf 2,00 = 0,00 85,71 0,28 + 0,05
2 Vilanovaila Geltra Il 1,86 + 0,14 85,71 0,18 + 0,06
3 Avinyonet 1,29 £ 0,18 28,57 0,12 + 0,08
4 Vilanova i la Geltra | 2,00 = 0,00 85,71 0,21 + 0,04
5 La Granada 2,00 = 0,00 85,71 0,27 + 0,06
6 Lavern 1,57 £ 0,20 42,86 0,17 = 0,07
7 St. Pau d’Ordal 1,71 £ 0,18 57,14 0,19 + 0,07
8 St. Sadurni d’Anoia 1,71 £ 0,18 71,43 0,29 + 0,09
9 St. Marti Sarroca 1,14 £ 0,14 14,29 0,06 + 0,06
10 St. Lloreng del Penedes 1,57 £ 0,20 57,14 0,30 £ 0,11
11 Calafell 1,71 £ 0,18 57,14 0,17 £ 0,06
12 Gava 1,43 £ 0,20 42,86 0,16 += 0,09
13 Viladecans 1,29 +0,18 28,57 0,10 £ 0,07
14 Vallbona d’Anoia 1,14 + 0,14 14,29 0,03 +0,03
15 La Llacuna 1,43 £ 0,20 42,86 0,21 + 0,10
16 Les Pobles 1,57 £ 0,20 42,86 0,15 +0,07
17 Les Ordes 1,00 = 0,00 0,00 0,00 + 0,00
18 Bellaterra 1,43 £ 0,20 28,57 0,05 = 0,02
19 Barcelona 1,57 £ 0,20 42,86 0,19 = 0,08
20 La Riera 1,00 = 0,00 0,00 0,00 + 0,00
21 Sta. Coloma de Queralt 1,43 +0,20 42,86 0,13 0,08
22 Sabadell 1,14 £ 0,14 14,29 0,06 + 0,06
23 Els Prats de Rei (Calaf) 1,14 £ 0,14 14,29 0,02 + 0,02
24 La Roca 1,00 = 0,00 0,00 0,00 = 0,00
25 Les Borges del Camp 1,00 = 0,00 0,00 0,00 = 0,00
26 Fulleda 1,00 = 0,00 0,00 0,00 = 0,00
27 L’Espluga Calba 1,00 = 0,00 0,00 0,00 + 0,00
28 Anglesola 1,14 + 0,14 14,29 0,05 +0,05

se encontraron en las muestras procedentes de localidades proximas al centro de la zona

de polimorfismo Robertsoniano.

En todas las muestras se obtuvo equilibrio H-W. El analisis del desequilibrio de ligamiento
no reveld, en ninguna de las muestras, asociaciones significativas entre pares de

metacéntricos Robertsonianos.

2.3.3. Estructura cromosoémica en la poblacion

Los estadisticos F obtenidos considerando todas las muestras o sdlo aquéllas que
presentaron polimorfismo Robertsoniano, fueron similares. Los resultados mostraron un

alto nivel de variacion cromosomica en la metapoblacion (tabla 2.4: F ). El valor elevado y
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Tabla 2.4. Estadisticos F por fusion Robertsoniana y para el total de las fusiones, y estimacion de la
heterocigosidad segun Nei (1987), considerando todas las muestras (parte superior) y sélo las muestras
con polimorfismo Robertsoniano (parte inferrior).

Metacéntrico Estimadores F Estimacion de la heterocigosidad Nm
Fir Fst Fis Ho Hs Hr

Todas las muestras
Rb(3.8) 0,334 +0,118 0,324 +0,094 0,012+0,097 0,126 0,123 0,192 0,522
Rb(4.14) 0,677 +0,091 0,682 +0,078 -0,020 +0,086 0,198 0,180 0,500 0,117
Rb(5.15) 0,654 + 0,082 0,634 +0,084 0,054 +0,063 0,178 0,192 0,486 0,144
Rb(6.10) 0,455 +0,125 0,415+0,111 0,067 +0,090 0,110 0,134 0,271 0,352
Rb(7.17) -0,030 + 0,147 0,084 +0,029 -0,119+0,178 0,024 0,026 0,027 2,726
Rb(9.11) 0,798 + 0,061 0,765 +0,082 0,176 +0,162 0,105 0,105 0,492 0,077
Rb(12.13) 0,662 + 0,083 0,682 +0,076 -0,065+ 0,058 0,140 0,137 0,498 0,117
Total 0,607 + 0,063 0,598 + 0,063 0,022 + 0,021 0,126 0,128 0,353 0,168

Muestras con
polimorfismo Rb

Rb(3.8) 0,307 £0,122 0,298 +0,099 0,009 +0,056 0,155 0,150 0,230 0,589
Rb(4.14) 0,596 +0,125 0,602 +0,104 -0,023 +0,086 0,243 0,219 0,484 0,165
Rb(5.15) 0,583 +£0,092 0,561 +0,096 0,051 +0,063 0,219 0,234 0,501 0,196
Rb(6.10) 0,427 +0,126 0,387 +0,113 0,064 +0,090 0,135 0,163 0,319 0,396
Rb(7.17) -0,035+0,148 0,082 +0,029 -0,122+0,178 0,029 0,032 0,033 2,799
Rb(9.11) 0,761 +£0,085 0,723 +0,109 0,173 +0,161 0,129 0,128 0,498 0,096
Rb(12.13) 0,576 +0,138 0,603 +0,128 -0,068 + 0,058 0,172 0,168 0,454 0,165
Total 0,536 + 0,063 0,526 + 0,060 0,020 + 0,021 0,155 0,156 0,360 0,225

significativamente diferente de cero de F . muestra que la metapoblacion no se encuentra
en equilibrio existiendo una deficiencia de heterocigotos. La mayor parte de la variacion fue
explicada por el componente de variacion entre subpoblaciones (tabla 2.4: F;), y una
proporcion pequena fue atribuida al componente de variacién dentro de la subpoblacion

(tabla 2.4: F). Los valores de F, calculados individualmente para cada metacéntrico, no

IS’
fueron significativamente diferentes de cero, consecuentemente el valor total de F; tampoco
fue diferente de 0. Estos resultados concordaron con los obtenidos para el andlisis de equilibrio
H-W dentro de cada subpoblacion. El valor elevado de F total significativamente diferente
de cero y el numero bajo de emigrantes por generacion (Nm), indicaron la existencia de una
gran diferenciacion cromosomica entre subpoblaciones. Asi la deficiencia de heterocigotos
(F,;) se debio a la subdivisién de la metapoblacion en subpoblaciones. Esta deficiencia de
heterocigotos en la metapoblacion se pudo apreciar también con los indices de
heterocigosidad de Nei (tabla 2.4), en los que la heterocigosidad observada (H,) fue mas

proxima a la esperada en las subpoblaciones (H;) que en la metapoblacion considerada

como un continuo (H,).
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2.3. ResuLTADOS

Se encontrd correlacion entre la matriz de distancias geograficas con: las distancias F(1-
Fs;) (prueba de Mantel, 10000 permutaciones, r=0,28, Z= 2974,88, p<0,01), las distancias
de Nei (prueba de Mantel, 10000 permutaciones, r=0,36, Z= 6895,77, p<0,001) y las distancias
de Rogers (prueba de Mantel, 10000 permutaciones, r=0,31, Z= 6402,53, p<0,001). Estos
resultados mostraron que la diferenciacion cromosémica estuvo relacionada con la distancia

geografica.

El estudio de las distancias genéticas entre poblaciones (Rogers, 1972, Nei, 1978, Reynolds
etal., 1983; tablas 2.5y 2.6) y los dendogramas UPGMA (figuras 2.4 y 2.5) mostraron que el
mayor nivel de diferenciacion se encontrd entre las poblaciones con un 2n comprendido
entre 37 y 40 cromosomas, que correspondieron a las poblaciones colindantes con las
localidades estandar (Anglesola, Bellaterra, Calaf, Vallbona, Les Pobles, Santa Coloma y
Sabadell), y las que presentaron un 2n entre 27 y 35 cromosomas, situadas en el centro de
la zona de polimorfismo Robertsoniano Barcelona (Avinyonet, Lavern, Vilanova i la Geltru |,
Sant Marti Sarroca, Vilanova i la Geltru Il, Garraf, Gava, La Granada, Sant Pau d’'Ordal y
Viladecans). El grupo formado por las muestras procedentes de Barcelona, Calafell, La
Llacuna, Sant Llorenc del Penedes y Sant Sadurni d’Anoia, con un 2n comprendido entre 32
y 37 cromosomas y ubicado geograficamente entre los dos anteriores, quedo agrupado de
forma distinta en los diferentes dendogramas. Asi, en el UPGMA construido a partir de las
distancias de Rogers (con un coeficiente de correlacion cofenética mayor, r=0,81) estas
muestras formaron un conglomerado diferenciado pero agrupado a las muestras con un 2n
cercano a 40 cromosomas (figura 2.4 A). En el dendograma obtenido a partir de las distancias
de Reynolds (r=0,76), este grupo también se mantuvo como conglomerado diferenciado
pero agrupado con las localidades centrales de la zona de polimorfismo Robertsoniano
(figura 2.4 B). Sin embargo, en el UPGMA obtenido a partir de las distancias de Nei, que fue
el que presenté una correlacion cofenética mas baja (r=0,73), este grupo de muestras quedo
repartido entre el conglomerado formado por las localidades con un area de distribucion

periférica y el formado por las localidades centrales (figura 2.5).
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Tabla 2.5. Valores F, (parte superior de la matriz) y distancias de Reynolds entre muestras (parte inferior). Para abreviaturas de las poblaciones ver
tabla2.1.

GA VG2 AV VG1 LG LV SP SS SM SL CF GV VI VA LL LP BE BA SC SA CA AN

GA 0,249 0,200 0,244 0,109 0,270 0,074 0,338 0,362 0,463 0,548 0,082 0,153 0,678 0,503 0,649 0,755 0,396 0,620 0,664 0,685 0,666
VG2 0,280 0,010 0,057 0,078 0,029 0,226 0,140 0,057 0,368 0,446 0,159 0,284 0,709 0,412 0,645 0,795 0,226 0,623 0,675 0,721 0,694
AV 0,223 0,190 0,173 0,076 -0,009 0,115 0,203 0,238 0,449 0,563 0,187 0,156 0,880 0,569 0,731 0,904 0,389 0,753 0,847 0,894 0,858
VG1 0,286 0,059 0,010 0,051 0,161 0,234 0,197 0,080 0,405 0,483 0,102 0,430 0,747 0,477 0,665 0,818 0,276 0,659 0,714 0,758 0,732
LG 0,116 0,052 0,079 0,081 0,137 0,078 0,217 0,120 0,379 0,440 0,008 0,207 0,653 0,427 0,599 0,701 0,310 0,576 0,618 0,658 0,639
LV 0,315 0,175 -0,008 0,029 0,148 0,213 0,205 0,167 0,440 0,511 0,229 0,256 0,750 0,493 0,675 0,810 0,264 0,677 0,712 0,760 0,739
SP 0,077 0,267 0,122 0,257 0,081 0,240 0,395 0,323 0,548 0,600 0,051 0,124 0,762 0,595 0,711 0,800 0,468 0,706 0,737 0,767 0,753
SS 0,412 0,220 0,226 0,151 0,244 0,230 0,502 0,157 0,023 0,311 0,340 0,409 0,524 0,182 0,423 0,692 0,207 0,372 0,552 0,546 0,483
SM 0,449 0,084 0,272 0,059 0,127 0,182 0,390 0,171 0,402 0,499 0,333 0,667 0,919 0,633 0,703 0,902 0,387 0,759 0,863 0,927 0,893
SL 0,622 0,520 0,596 0,459 0,477 0,581 0,793 0,023 0,514 0,218 0,530 0,578 0,331 0,074 0,144 0,497 0,339 0,143 0,386 0,360 0,279
CF 0,794 0,660 0,827 0,590 0,580 0,715 0,917 0,373 0,692 0,246 0,620 0,652 0,548 0,098 0,426 0,652 0,455 0,360 0,394 0,570 0,521
GV 0,085 0,108 0,206 0,173 0,008 0,260 0,053 0,415 0,404 0,755 0,966 0,357 0,837 0,631 0,743 0,887 0,437 0,753 0,819 0,847 0,822
\ 0,166 0,562 0,169 0,333 0,232 0,296 0,132 0,526 1,099 0,863 1,056 0,442 0,915 0,712 0,773 0,919 0,554 0,803 0,881 0,924 0,895
VA 1,133 1,373 2,124 1,235 1,058 1,385 1,436 0,741 2,512 0,403 0,794 1,813 2,464 0,640 0,069 -0,019 0,674 0,253 0,519 0,002 0,083
LL 0,698 0,649 0,842 0,531 0,557 0,680 0,905 0,200 1,002 0,076 0,103 0,996 1,244 1,022 0,357 0,720 0,277 0,426 0,261 0,710 0,622
LP 1,047 1,093 1,315 1,035 0,913 1,124 1,242 0,550 1,214 0,155 0,554 1,358 1,482 0,071 0,441 0,090 0,594 0,066 0,301 0,075 0,046
BE 1,405 1,701 2,340 1,583 1,207 1,662 1,609 1,176 2,322 0,686 1,056 2,177 2,517 -0,018 1,271 0,094 0,776 0,292 0,571 -0,032 0,012
BA 0,504 0,323 0,493 0,256 0,370 0,307 0,631 0,232 0,490 0,413 0,607 0,575 0,807 1,122 0,325 0,901 1,495 0,617 0,602 0,701 0,676
SC 0,969 1,075 1,400 0,976 0,858 1,131 1,225 0,466 1,421 0,154 0,446 1,396 1,622 0,292 0,554 0,069 0,345 0,961 0,468 0,220 0,090
SA 1,091 1,252 1,879 1,124 0,963 1,244 1,335 0,804 1,986 0,488 0,502 1,706 2,130 0,733 0,302 0,358 0,846 0,922 0,631 0,617 0,579
CA 1,156 1,417 2,243 1,277 1,072 1,427 1,455 0,790 2,623 0,447 0,844 1,879 2,574 0,002 1,238 0,078 -0,032 1,208 0,248 0,961 -0,029

AN 1,097 1,316 1,948 1,185 1,017 1,345 1,397 0,660 2,235 0,328 0,736 1,723 2,256 0,087 0,973 0,047 0,012 1,126 0,095 0,865 -0,029
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Tabla 2.6. Distancias de Nei (parte superior de la matriz) y distancias de Rogers entre muestras (parte inferior). Para abreviaturas de las poblaciones
ver tabla 2.1.

GA VG2 AV VG1 LG LV SP SS SM SL CF GV VI VA LL LP BE BA SC SA CA AN

GA 0,109 0,095 0,119 0,047 0,117 0,022 0,226 0,205 0,419 0,463 0,030 0,068 0,997 0,4830,775 0,963 0,245 0,757 0,824 0,998 0,945
VG2 0,204 0,048 0,015 0,017 0,041 0,074 0,067 0,020 0,196 0,222 0,024 0,165 0,710 0,2310,510 0,683 0,090 0,499 0,527 0,719 0,674
AV 0,207 0,153 0,010 0,036 0,000 0,035 0,093 0,040 0,269 0,279 0,043 0,030 0,867 0,3010,640 0,836 0,142 0,611 0,644 0,875 0,819
VG1 0,193 0,107 0,117 0,029 0,006 0,075 0,051 0,021 0,194 0,209 0,048 0,103 0,692 0,2160,513 0,672 0,077 0,491 0,509 0,703 0,659
LG 0,164 0,104 0,149 0,129 0,050 0,025 0,110 0,052 0,262 0,285 0,004 0,097 0,848 0,3210,607 0,809 0,162 0,584 0,653 0,849 0,791
LV 0,202 0,140 0,063 0,084 0,160 0,063 0,061 0,038 0,205 0,240 0,061 0,067 0,688 0,2200,518 0,670 0,079 0,517 0,505 0,704 0,668
SP 0,123 0,132 0,140 0,192 0,102 0,178 0,185 0,114 0,375 0,414 0,013 0,038 1,052 0,4350,768 1,005 0,232 0,763 0,816 1,059 0,997
SS 0,322 0,202 0,247 0,198 0,273 0,185 0,325 0,055 0,015 0,117 0,155 0,229 0,286 0,1160,184 0,264 0,076 0,175 0,269 0,280 0,255
SM 0,324 0,119 0,125 0,152 0,179 0,152 0,201 0,179 0,166 0,191 0,076 0,182 0,691 0,2100,475 0,658 0,124 0,464 0,504 0,698 0,650
SL 0,457 0,333 0,382 0,332 0,407 0,320 0,460 0,135 0,293 0,060 0,352 0,441 0,088 0,0360,026 0,075 0,147 0,032 0,095 0,087 0,073
CF 0,444 0,297 0,346 0,289 0,366 0,284 0,424 0,223 0,257 0,179 0,389 0,417 0,214 0,0130,152 0,219 0,194 0,111 0,104 0,224 0,199
GV 0,153 0,123 0,121 0,162 0,089 0,140 0,082 0,321 0,179 0,456 0,420 0,094 1,054 0,4150,763 1,006 0,179 0,752 0,813 1,059 0,993
\ 0,188 0,220 0,107 0,163 0,220 0,152 0,157 0,319 0,232 0,454 0,418 0,192 1,081 0,4530,844 1,054 0,277 0,792 0,817 1,091 1,025
VA 0,685 0,561 0,611 0,561 0,636 0,548 0,688 0,363 0,521 0,229 0,271 0,684 0,682 0,134 0,013 0,000 0,410 0,032 0,056 0,000 0,003
LL 0,508 0,341 0,375 0,340 0,430 0,324 0,473 0,270 0,286 0,164 0,114 0,464 0,446 0,236 0,100 0,150 0,086 0,122 0,007 0,163 0,160
LP 0,603 0,479 0,535 0,479 0,554 0,472 0,606 0,287 0,446 0,153 0,227 0,602 0,600 0,082 0,163 0,008 0,343 0,012 0,064 0,013 0,009
BE 0,674 0,550 0,600 0,550 0,625 0,537 0,677 0,352 0,510 0,218 0,260 0,673 0,671 0,030 0,2250,071 0,419 0,025 0,074 0,000 0,001
BA 0,333 0,189 0,246 0,178 0,293 0,184 0,318 0,212 0,228 0,235 0,271 0,280 0,282 0,409 0,184 0,327 0,398 0,388 0,263 0,443 0,440
SC 0,598 0,473 0,523 0,473 0,548 0,460 0,601 0,276 0,434 0,141 0,184 0,596 0,594 0,088 0,2190,075 0,079 0,376 0,089 0,023 0,009
SA 0,596 0,472 0,522 0,472 0,547 0,459 0,599 0,338 0,433 0,232 0,183 0,595 0,593 0,089 0,147 0,150 0,119 0,320 0,164 0,079 0,084
CA 0,688 0,563 0,613 0,563 0,638 0,551 0,691 0,366 0,524 0,231 0,274 0,687 0,685 0,026 0,238 0,084 0,019 0,411 0,090 0,115 0,000

AN 0,671 0,547 0,596 0,547 0,622 0,534 0,674 0,349 0,507 0,214 0,257 0,670 0,668 0,043 0,2210,068 0,035 0,395 0,073 0,132 0,017
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Figura 2.4. Dendogramas obtenidos por el método UPGMA a partir de las distancias de Rogers (A)
y de Reynolds (B) entre muestras procedentes de poblaciones con polimorfismo Robertsoniano. r:
correlacion cofenética. Para abreviaturas de las poblaciones ver tabla 2.1.
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Figura 2.5. Dendograma obtenido por el método UPGMA a partir de las distancias de Nei entre
muestras procedentes de poblaciones con polimorfismo Robertsoniano. r: correlaciéon cofenética.
Para abreviaturas de las poblaciones ver tabla 2.1.

2.3.4. Andlisis de las clinas

El cambio en las frecuencias de los metacéntricos fue estudiado con mas detalle mediante
el analisis de clinas en una dimensién para cada uno de los metacéntricos excepto para la
fusion Rb(7.17), debido a que los datos relativos a este metacéntrico fueron insuficientes
para el ajuste de la curva tanh. Para este analisis se seleccionaron las poblaciones que
quedaron al oeste del area de distribucioén (figura 2.1). Los datos de partida para el ajuste
estuvieron representados por muestras de tamano relativamente pequeno y correspondientes
a una amplia zona geografica, con lo que no es sorprendente la gran dispersion de puntos
existente alrededor de la clina ajustada. Aunque muestras mas grandes y regulares a lo
largo de un transecto determinado hubieran dado lugar seguramente a clinas mejor ajustadas,
los datos aqui presentados proporcionan un reflejo bastante razonable de las amplitudes y

situaciones de las clinas a partir del centro de la zona de polimorfismo Robertsoniano.
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CAPITULO 2
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Figura 2.6. Representacion grafica de las clinas para cada una de la translocaciones Robertsonianas.
La fusion Rb(7.17) no se muestra debido a la insuficiente informacion de la que se dispone. Las
clinas han sido ajustadas a un modelo logistico mediante méxima verosimilitud. En el eje de ordenadas
se muestra la distancia de cada una de las localidades al centro del area de polimorfismo Rb (véase
texto). Se indica la amplitud de la clina (W) y su centro (C), con el intervalo de confianza del 95%.

En las figuras 2.6 y 2.7 estan representadas las clinas obtenidas para cada metacéntrico,
donde se muestra el centro y la amplitud con sus correspondientes intervalos de confianza,
calculados estos ultimos como 2log, de la verosimilitud. Las pruebas de concordancia solo
mostraron diferencias significativas entre el cromosoma Rb(9.11) y los cromosomas
Rb(4.14), Rb(5.15), Rb(6.10) y Rb(12.13), y entre los metacéntricos Rb(3.8) y Rb(4.14). Las
clinas de los cromosomas Rb(3.8) y Rb(9.11) fueron mas estrechas (figura 2.6; tabla 2.7).
La mayor parte de las clinas no fueron coincidentes. Sélo lo fueron la clina del cromosoma
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Figura 2.7. Curvas tanh ajustadas mostrando la transicion clinal de cada
uno de los cromosomas Robertsonianos.

Tabla 2.7. Pruebas de concordancia y coincidencia para las diferentes clinas. LL1. Log, de
verosimilitud con el valor fijado en la pendiente (concordancia) o en el centro (coincidencia) de la
curva tanh. LLO: Log, de verosimilitud sin fijar ningtin parametro. ALL: LLO-LL1. 2ALL sigue una
distribucion 2 con 1 grado de libertad. * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; después de la correccion
secuencial de Bonferroni N=15

Metacéntrico Concordancia Coincidencia

LLA1 LLO ALL p-valor LLA1 LLO ALL p-valor
Rb(3.8) -232,76 -232,76
Rb(4.14) -189,03 -189,03
Rb(5.15) -212,59 -212,59
Rb(6.10) -258,60 -258,60
Rb(9.11) -142,17 -142,17
Rb(12.13) -179,38 -179,38
Rb(3.8)+Rb(4.14) -428,65 -421,79 6,86 <0,001** -579,04 -421,79 157,25 <0,001***
Rb(3.8)+Rb(5.15) -448,23 -44535 2,88 0,016 -561,10 -445,35 115,75 <0,001***
Rb(3.8)+Rb(6.10) -492,28 -491,36 0,92 0,176 -491,66 -491,36 0,30 0,438
Rb(3.8)+Rb(9.11) -377,00 -374,93 2,07 0,042 -464,70 -374,93 89,77 <0,001***
Rb(3.8)+Rb(12.13) -415,76 -412,15 3,61 0,007 -552,03 -412,15 139,89 <0,001***
Rb(4.14)+Rb(5.15) -403,63 -401,62 2,01 0,045 -411,70 -401,62 10,08 <0,001***
Rb(4.14)+Rb(6.10) -450,30 -447,63 2,67 0,021 -569,88 -447,63 122,25 <0,001***
Rb(4.14)+Rb(9.11) -360,53 -331,20 29,33 <0,001***  -368,30 -331,20 37,10 <0,001***
Rb(4.14)+Rb(12.13) -369,82 -368,41 1,41 0,093 -370,67 -368,41 2,26 0,033
Rb(5.15)+Rb(6.10) -471,59 -471,19 0,40 0,372 -554,21 -471,19 83,02 <0,001***
Rb(5.15)+Rb(9.11) -370,81 -354,77 16,05 <0,001***  -362,54 -354,77 7,78 <0,001***
Rb(5.15)+Rb(12.13) -392,05 -391,98 0,08 0,698 -395,07 -391,98 3,09 0,013
Rb(6.10)+Rb(9.11) -407,64 -400,77 6,86 <0,001**  -459,98 -400,77 59,21 <0,001***
Rb(6.10)+Rb(12.13) -438,69 -437,99 0,70 0,236 -543,35 -437,99 105,37 <0,001***

Rb(9.11)+Rb(12.13) -340,59 -321,56 19,03 <0,001***  -343,55 -321,56 21,99 <0,001***

Rb(3.8) con la del Rb(6.10) y la del Rb(4.14) con la del Rb(12.13) y la del Rb(5.15) (tabla 2.7;
figuras 2.6y 2.7). Los centros de las clinas mas proximos al centro de la zona de polimorfismo
Robertsonian lo presentaron los metacéntricos Rb(3.8) y Rb(6.10), mientras que en los
cromosomas Rb(4.14), Rb(5.15) y Rb(12.13) la posicién del maximo cambio en frecuencia
estuvo mas alejada.
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CAPITULO 2

2.4. DISCUSION

Los primeros estudios realizados sobre la zona de polimorfismo Robertsoniano de Barcelona
apuntaban la existencia de una raza cromosémica, en un inicio formada por animales de
2n=30 (Adolph & Klein, 1981) y posteriormente por animales de 2n=28 (Glindliz, 2000; Gunduiz
etal., 2001). Muestreos mas exhaustivos realizados en el presente trabajo han demostrado
la existencia de ejemplares con un numero diploide menor (2n=27), pero no han podido
demostrar la existencia de una raza segun la definicion establecida por Hausser et al. (1994),
siendo todas las poblaciones Robertsonianas de esta area de estudio polimérficas. Esta
situacion difiere de la variacion cromosomica de M. domesticus hallada a lo largo de Europa
y el norte de Africa, donde se encuentran zonas hibridas entre razas Robertsonianas, o
entre éstas y la raza estandar. Esto sugiere que el area analizada en el presente estudio es
una zona de polimorfismo Robertsoniano mas que una zona hibrida. De hecho, ya Mayr
(1963) destaca que es preferible no extender el término “hibridacion” a todo flujo de genes de
poblacién a poblacién, llevando esta terminologia a un extremo absurdo pero consecuente,
que consideraria toda poblacién como poblacion hibrida. Aun en el caso de que después de
un aislamiento por alopatria, dos poblaciones que no han alcanzado el nivel de especie
entren en contacto, se considera mas prudente utilizar el término de intergradacién secundaria
(Mayr, 1963). Sin embargo, en la zona aqui estudiada, no se descarta la existencia de una
raza Robertsoniana, con un numero diploide inferior a 27, que podria estar ubicada en alguna
area entre las localidades de La Granada, Garraf y Vilanova i la Geltru |, puesto que estas
poblaciones son las unicas en donde se han encontrado representados todos los
cromosomas Robertsonianos; existe ademas una distribucién clinal desde dicho posible
centro de la zona hacia la periferia tanto en frecuencias de metacéntricos, niumero

cromosomico, heterocigosis estructural y polimorfismo Robertsoniano.

La extension de la zona de polimorfismo Robertsoniano de Barcelona es elevada
(aproximadamente unos 5000 km?) si se compara con las estrechas zonas hibridas descritas
en el norte de Italia y Tunez, caracterizadas por hibridos con baja eficacia bioldgica (Hauffe
& Searle, 1993; Castiglia & Capanna, 1999; Said et al., 1999). Esto sugiere que la eficacia
bioldgica de los animales de la zona de polimorfismo Robertsoniano de Bacelona no se
encuentra drasticamente afectada por la presencia de estas translocaciones.

o 8

—_



2.4. DiscusioN

En esta area, el polimorfismo Robertsoniano es particularmente elevado, pero muestra un
patrén diferente al encontrado mediante analisis de la variabilidad de una porcién de 650pb
de ADNmt, que comprende una parte del citocromo b y los genes The-ARNt, Pro-ARNt y
Phe-ARNLt, y del grado de polimorfismo de los alozimas Amy1, Got1, Got2, Gpi1, Idh1, Idh2,
Ldh1, Ldh2 (Gindlz, 2000). Los resultados obtenidos por este autor mostraron que los
valores medios de heterocigosidad y el porcentaje de loci polimorficos fueron similares en
las localidades Robertsonianas y estandar, a diferencia de los resultados obtenidos en el
presente estudio derivados del analisis del polimorfismo Robertsoniano. La falta de
concordancia entre la diferenciacion genética (ADNmt y alozimas) y la cromosomica se
puede atribuir a la rapidez de la radiacion, a la elevada ratio de cambio cromosémicoy a la
existencia de un ancestro comun reciente de las poblaciones Robertsonianas (Britton-
Davidian et al., 1989; Britton-Davidian, 1990). El grado de diferenciacion cromosomomica
que se detectd entre poblaciones (F=0,598) sugiere que el nivel de flujo genético es bajo
(dos individuos cada diez generaciones). El valor de Fg. obtenido a partir del analisis
alozimatico (F4,=0,198; Gindlz, 2000), aunque inferior al calculado para los datos
cromosomicos, indicd también un bajo nivel de flujo genético entre las subpoblaciones
(Nm=1,18). Estos resultados, junto con los obtenidos para el equilibrio Hardy-Weinberg,
tanto para el analisis de variabilidad genética y Robertsoniana, sugieren que las poblaciones
de la zona de polimorfismo Robertsoniano funcionan como unidades panmiticas separadas.
Esta fragmentacion de la metapoblacion en subpoblaciones posiblemente esté determinada
por una serie de factores relacionados con el aislamiento y el comensalismo ligado al hombre.
Si el flujo genético que se mantiene entre las poblaciones es bajo o ausente, y el tamafno
efectivo de las poblaciones en el momento de la fragmentacion es pequeno, se puede llegar
a procesos de fijacion de algun metacéntrico, como se ha encontrado en alguna de las

poblaciones: Rb(9.11) en Barcelona y Lavern, y Rb(5.15) en Sant Pau d’Ordal.

Las tasas y distancias de migracion vienen determinadas por multiples factores como las
propias caracteristicas de los individuos, su biologia y la distancia geogréfica entre las
poblaciones. El raton doméstico es un animal de baja vagilidad, pero que puede presentar
dispersion siguiendo dos modelos, una dispersion pasiva, mediante el transporte humano, y

una dispersién activa (Boursot et al., 1993). Si la dispersién pasiva se da de manera frecuente
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en una area estamos ante un modelo de isla (island model) en el cual la tasa de migracion
no depende de la distancia entre subpoblaciones. Alternativamente, si la mayor parte de la
migracion se produce de manera activa, o la migracion pasiva que se produce es muy
infrecuente y a cortas distancias, se favorece el modelo de pasadera (stepping stone model),
en el que la migracion sdélo ocurre entre subpoblaciones adyacentes. En la zona de
polimorfismo Robertsoniano de Barcelona se observa una relacion de la diferenciacion
cromosomica con la distribucion geografica de las poblaciones, como mostré la correlacion
entre la matriz de distancias de Rogers, Reynolds o Nei con la de distancias geograficas,
por lo que cabe pensar en la actuacion del segundo modelo de dispersion. La diferenciacion
geogréfica se pudo apreciar también en los analisis de conglomerados, donde las poblaciones
qguedaron reunidas basicamente en tres grupos, uno que correspondio a las poblaciones
ubicadas en la periferia y con un numero cromosdémico mayor, una franja de poblaciones
con una situacién geografica intermedia, y un conjunto de poblaciones cercanas al centro
de la zona de polimorfismo Robersoniano, con 2n mas reducidos. En los resultados
procedentes de analisis alozimaticos (Gundiz, 2000) no se encontrd esta relacion entre la
diferenciacion geografica y la filogenética. Esto es lo esperado si el polimorfismo ancestral
se esta todavia segregando en las poblaciones actuales. Tajima (1983) mostré la situacion
mas simple en que una poblacion se subdivida en dos subpoblaciones, cada una con N
individuos diploides. Si dos secuencias son muestreadas en cada una de estas dos
poblaciones, para que la probabilidad de que la filogenia de los alelos refleje la filogenia de la
poblacién alcance un valor de 0,95, se necesitan 8N generaciones desde la subdivision.
Dando una estima baja y conservadora de una poblacién efectiva de hembras de 1000 y una
generacion por afo, se necesitaria que transcurrieran 4000 afos antes de que la filogenia
coincidiera con la geografia bajo este modelo simple de dos poblaciones. Se cree que el
raton doméstico llegé al oeste del mar Mediterraneo entre hace 4000 y 2800 afnos (Edad de
Bronce), por lo que parece razonable la falta de correlacion entre la filogenia y la variaciéon
geografica en términos de un polimorfismo ancestral (Boursot et al.,, 1993). Ademas se
debe tener en cuenta que, para los analisis alozimaticos sélo dos de los diez loci analizados,
Amy1y Got2 (Glindiz, 2000), estan ubicados en cromosomas que intervienen en
translocaciones (cromosomas 3 y 8, respectivamente), por lo que cabe pensar que las

historias evolutivas de los cromosomas Robertsonianos y los loci no ligados a translocaciones
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2.4. DiscusioN

Robertsonianas sean diferentes. En general se espera que las regiones ligadas
genéticamente presenten una historia evolutiva correlacionada, mientras que la recombinacion
creara diferentes genealogias para distintas regiones genomicas. Es por ello que parece
mas apropiado, para el estudio de la historia evolutiva de las zonas de polimorfismo
Roberstoniano, el analisis de microsatélites ligados a las translocaciones, que tienen la
caracteristica de ser marcadores genéticos muy polimorficos, presentan herencia

mendeliana simple y son codominantes.

Aunque estudios moleculares realizados por Britton-Davidian et al. (1989) y Nachman et al.
(1994) argumentan que en general las translocaciones Robertsonianas se originan in situ,
no se debe descartar la introduccién de algunas de las fusiones debido a la llegada de
animales de otras poblaciones europeas. Si bien la combinacion de cromosomas hallada
en la zona de polimorfismo Robertsoniano de Barcelona no se ha encontrado en ninguna
otra poblacién de Europa o del Norte de Africa, algunas de las fusiones si han sido descritas
en otras areas de Europa: Rb(3.8), en Schwabische Alb, en el sur de Alemania (Adolph &
Klein,1983), en los Apeninos (Capanna et al., 1976), en Luino, Norte de Italia (Gropp et al.,
1982), en las cercanias de Viterbo, centro de Italia (Spirito et al., 1980; Corti et al., 1990), en
Dinamarca (Nance et al.,, 1990), en Madeira (Britton-Davidian et al., 2000); Rb(4.14), en
Thebes, Grecia (Winking et al., 1981; Ticky & Vucak, 1987); Rb(5.15) en Schwébische Alb,
sur de Alemania (Adolph & Klein, 1981), Valle de Poschiavo, Alpes (Gropp et al., 1970), Milan
y Cremona, norte de Italia (Capanna & Riscassi, 1978), en los Apeninos, en ltalia central
(Capanna et al., 1976, 1977), en Zadar y Dalmatia, Yugoslavia (Ticky & Vucak, 1987); y
Rb(6.10), en Tubingen, sur de Alemania (Bauchau, 1990). Las fusiones Rb(7.17), Rb(9.11)
y Rb(12.13) solo han sido descritas en la zona Robetsoniana Barcelona, por lo que cabe
esperar que el origen de este polimorfismo, al menos en parte, sea independiente. El
cromosoma mayor candidato a haber sido importado es el Rb(5.15) puesto que es el que
esta mas ampliamente distribuido en Europa. Sin embargo, estudios recientes que analizan
microsatélites ligados a esta fusion muestran un origen independiente de dicho metacéntrico,
al menos entre las poblaciones del centro y norte de Italia y la poblacién de Avinyonet (Riginos
& Nachman, 1999). Puesto que no se han realizado analisis de este tipo considerando otras

poblaciones europeas ni otras fusiones compartidas, no se descarta la posible introduccion,

L [
"



CapriTuLO 2

debida a un origen antrépico, de algunas de las translocaciones. El centro de la zona de
polimorfismo tan sélo se encuentra a unos 20 kilbmetros de Castelldefells. En época de
iberos y romanos, la costa de esta poblacién formaba un puerto natural donde las naves
romanas atracaban y comercializaban con los habitantes de la zona. Este comercio podria
haber sido la puerta de entrada a animales procedentes de Italia portadores de algunas
fusiones. Otra hipétesis no desestimable es la aparicién de alguna de las fusiones
Robertsonianas por intervencién humana, en relaciéon al uso de productos con accién
anticoagulante. Entre los compuestos quimicos que producen este efecto se encuentra la
sal soédica de warfarina. Stanimirovic et al. (1997) indicaron que diferentes dosis de este
compuesto provocaba la formacion de la translocaciéon Rb(5.15) en la cepa de ratén de
laboratorio BALB/c. Otros estudios han demostrado la presencia de esta fusién en
poblaciones salvajes donde se hallan altas concentraciones de derivados de warfarina en el
suelo (Stanimirovic, 1995; Stanimirovic et al., 1995; ambos citados en Stanimirovic et al.,

1997).

Independientemente del origen de las fusiones, dos escenarios diferentes podrian haber
dado lugar a la estructura escalonada de las clinas de las fusiones en la zona de polimorfismo
Roberstoniano de Barcelona: intergradacién primaria y contacto secundario. Bajo la hipotesis
de intergradacion primaria, estariamos ante un proceso de fijacién de fusiones en poblaciones,
sin necesidad de aislamiento geografico, que han entrando en contacto con las poblaciones
estandar. White (1978) propuso esta situacion como modelo general de formacién de razas
cromosomicas de raton doméstico y predijo que los metacéntricos tienen una ventaja selectiva
que promueven su extension desde el punto de origen, que en la zona de polimorfismo
Robertsoniano de Barcelona se estima que estaria sitiuado entre las poblaciones de Garraf,
Vilanovaila Geltru | y La Granada. En este caso, el escalonamiento de las clinas encontrado
puede representar la secuencia de formacion o introduccién de los metacéntricos. Asi los
cromosomas Robertsonianos con una distribucién mas amplia serian los que aparecieron
mas tempranamente [Rb(4.14), Rb(5.15) y Rb(12.13)], mientras que los cromosomas con
una distribucion mas restringida serian los que lo hicieron mas tardiamente [Rb(3.8), Rb(6.10),
Rb(7.17) y Rb(9.11)]. Bajo la hipdtesis de contacto secundario se esperaria la existencia de

una raza cromosomica, aislada por alopatria en alguna zona del macizo del Garraf,
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2.4. DiscusioN

posiblemente con un 2n=26 y con las fusiones Rb(3.8), Rb(4.14), Rb(5.15), Rb(6.10), Rb(7.17),
Rb(9.11) y Rb(12.13) en homocigosis. En algin momento esta raza habria entrado en contacto
con las poblaciones de 40 cromosomas, dando lugar al amplio rango de polimorfismo
Robertsoniano detectado. En este caso el escalonamiento de las clinas de los cromosomas

Robertsonianos se podria haber alcanzado por varios factores:

1) Subdominancia epistatica: ésta tiende a reducir la eficacia biolégica cromosdmica
favoreciendo los heterocigotos Robertsonianos simples sobre los multiples (Barton &
Bengtsson, 1986). Bajo seleccion epistatica, un cariotipo homocigoto recombinante,
(homocigoto para alguno de los metacéntricos descritos en la zona de polimorfismo
Barcelona) habria sido favorecido en el momento en que la raza y las poblaciones estandar
entraron en contacto, puesto que individuos con este cariotipo no pueden producir animales
altamente heterocigotos, y por tanto con baja eficacia bioldgica, en los cruces con las razas
parentales. Un incremento en la frecuencia de alguno de estos homocigotos recombinantes
en el centro de la zona podria haber causado la separacion de alguna de las clinas. Bajo
este modelo se esperaria una baja frecuencia de heterocigotos multiples, que es lo que
encontramos en la zona de polimorfismo Robertsoniano de Barcelona, y una alta frecuencia
de homocigotos para pocas fusiones, como sucede en otras zonas hibridas escalonadas
(Searle et al., 1993). No obstante, esta ultima condicién no se da en la zona de polimorfismo
Robertsoniano de Barcelona. Para comprobar el modelo epistatico seria necesario medir la

eficacia bioldgica de los diferentes tipos de heterocigotos simples y multiples.

2) Deriva genética: el ratdbn doméstico es un animal comensal, lo que hace que su distribucion
esté fragmentada en poblaciones favoreciendo la accion de la deriva genética (Hauffe &
Searle, 1993). Una disminucion en la densidad en alguna de las poblaciones puede causar
la fijacion de alguna fusion provocando el cambio de posicion de alguna de las clinas. Este
tipo de habitats no sélo pueden provocar un desplazamiento de las clinas sino también
variacion en su amplitud, existiendo una correlacién positiva entre la fragmentacion del habitat

y la amplitud de las clinas (Nichols, 1989).

3) Exito reproductor diferencial: animales con determinadas fusiones pueden presentar un

mayor éxito reproductor que animales portadores de otras translocaciones. Por ejemplo,
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estudios de fertilidad realizados en animales portadores de las fusiones Rb(6.16) o Rb(6.15),
demuestran que éstos presentan disfuncion espermatica. Esto se atribuye a la acumulacion
de mutaciones en el gen Spam1 (localizado en el cromosoma 6 cerca del centromero)
debida a la supresion de la recombinacion en la zona pericemtromérica que se da en
heterocigotos Robertsonianos. El gen Spam1 codifica para la proteina con actividad
hialuronidasa denominada molécula 1 de adhesion del esperma (Zheng et al., 2001), con lo
que una alteracion de ésta disminuye su capacidad para penetrar en la matriz extracelular
de las células del cumulus del oocito, rica en &cido hialurénico (Lin et al., 1994). Un fenémeno
similar podria estar sucediendo con la translocacion Rb(6.10), puesto que es una de las que
presenta una distribucion limitada, con un centro de la clina cercano al centro de la zona de

polimorfismo Robertsoniano.

4) Impulso meidtico: Castiglia & Capanna (2000) encontraron que en hibridos heterocigotos
entre las razas CD (2n=22) y la estandar de la zona del centro de Italia, los metacéntricos de
longitud mas pequefia presentaron un mayor indice de transmision a la descendencia. Cabe
destacar que las fusiones mas ampliamente distribuidas en el area de polimorfismo
Robertsoniano Barcelona fueron las de longitud cromosomica menor. Asi, la longitud de los
metacéntricos (Lm) calculada como la suma de longitudes de cada acrocéntrico expresada
como porcentaje de complemento haploide mitético (Nesbitt & Francke, 1973), fue para los
cromosomas Rb(4.14), Rb(12.13), Rb(5.15) y Rb(9.11), Lm=10,20, Lm=9,97, Lm=9,59,
Lm=9,01, respectivamente, mientras que para las fusiones Rb(3.8) y Rb(6.10) estas
longitudes fueron superiores (Lm=11,10 y Lm=10,45, respectivamente). La longitud del
metacéntrico Rb(7.17) fue también pequena (Lm=9,17), pero su distribucion geografica fue
reducida. Cabe destacar que es el cromosoma con mayor desigualdad de tamano entre los
acrocéntricos que lo componen. Asi, el brazo menor (cromosoma 17) representa un 68,88
% del brazo mayor (cromosoma 7), mientras que en el resto de metacéntricos este porcentaje
varia entre un 72 'y 100% [Rb(5.15) y Rb(12.13) respectivamente]. La reducida frecuencia y
rara presencia del cromosoma Rb(7.17) en las poblaciones analizadas pueden ser debidas
a que se trata de la union de dos cromosomas de muy diferente tamanio, y fusiones entre
cromosomas que difieren mucho en su longitud, cuando estan en heterocigosis pueden
incrementar la incidencia de mala segregacién debido a problemas de orientacién durante la
meiosis (White, 1973; Lande, 1979; King, 1995). Ademas, en el tercio proximal del cromosoma
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17 se puede encontrar el haplotipo t. Este esta formado por tres genes distorsionadores
(distorter) y un gen respuesta (responder), y mantiene su integridad por cuatro inversiones,
gue son las responsables de la supresion de la recombinacion en esta region (Hammer et
al., 1989; Lyon, 1991). Este haplotipo presenta en los machos una distorsion en la tasa de
transmisién a la descendencia. Asi, los machos heterocigotos para el complejo t completo,
producen mas del 90% de los gametos funcionales con este haplotipo. Pero la homocigosidad
para la totalidad de este complejo da lugar a la esterilidad y frecuentemente a muerte
embrionaria de ambos sexos. Sin embargo, las hembras presentan una fertilidad normal y
un ratio de transmision que se ajusta a las proporciones mendelianas. El haplotipo t esta
presente en la mayor parte de las poblaciones salvajes de Mus domesticus con una frecuencia
de un 10% (Lenington et al., 1988; Ardlie, 1998; Lyon, 2003). La recombinacion entre la
forma salvaje y el haplotipo t es infrecuente, detectdndose una vez cada 200-1000
descendientes (Bennett et al., 1976; Sarvetnick et al., 1986). Cuando esto sucede se generan
los haplotipos t parciales, que retienen algunas de las caracteristicas de los haplotipos t
completos (Lyon, 1991). Los animales con estos haplotipos presentan diferentes grados de
esterilidad (Lyon et al., 2000; Lyon, 2003). El hecho de que la distribucion del metacéntrico
Rb(7.17) sea tan reducida podria estar relacionado con la presencia del haplotipo t, completo
o parcial, ligado a esta translocacién. Esto daria lugar a un bajo ratio de transmision del

cromosoma Rb(7.17) a la descendencia.

A partir de la informacién de la que se dispone referente a la zona de polimorfismo
Robertsoniano de Barcelona, resulta imposible determinar con precision el origen de los
patrones de variacion que se aprecian actualmente en este area. Son necesarios estudios
mas detallados y mas datos, tanto a nivel ecoldgico como genético, para determinar si la
zona de polimorfismo Robertsoniano Barcelona deriva de una situacion de intergradacion

primaria o de contacto secundario.
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2.6. APENDICE

Relacion de los cariotipos encontrados en las poblaciones muestreadas de Catalufia y Baleares. Se
muestra el origen de los datos (1: datos propios; 2: Giinduz et al., 2001; 3: Nachman et al., 1994; 4:
Adolph & Klein, 1981), el nimero de animlaes (N), el numero diploide (2n), y el estado de cada
metacéntrico (AA: metacéntrico en homocigosis; AB: metacéntrico en heterocigosis; BB: ausencia

de metacéntrico).

Localidad origen N 2n | 38 414 515 6.10 7.17 911 12.13
Anglesola 2 2 39 -12 BB AB BB BB BB BB BB
2 3 40 -14 BB BB BB BB BB BB BB
Avinyonet 3 2 30 +6 BB AA AA AA BB AA AA
4 2 31 +4 BB AA AA AB BB AA AA
2 1 32 +2 BB AA AA BB BB AA AA
2 1 32 +2 - - - - - - -
4 1 32 +2 - - - - - - -
2 1 33 0 BB AA AB BB BB AA AA
4 1 33 0 - - - - - - -
Badalona 4 1 40 -14 BB BB BB BB BB BB BB
4 1 39 -12 - - - - - - -
Barcelona 1 2 32 +2 AB AB AA BB BB AA AA
1 1 33 0 AB AB AB BB BB AA AA
1 1 33 0 BB AA AB BB BB AA AA
1 2 34 -2 BB AB AB BB BB AA AA
1 1 34 -2 BB BB AA BB BB AA AA
1 1 35 -4 AB BB AB BB BB AA AB
1 1 35 -4 BB AB BB BB BB AA AA
1 3 35 -4 BB BB AB BB BB AA AA
1 1 36 -6 BB BB BB BB BB AA AA
Barcelona Oeste 4 1 33 0 - - - - - - -
4 1 35 -4 - - - - - - -
4 1 38 -10 - - - - - - -
Bellaterra 1 1 383 -10 BB AA BB BB BB BB BB
1 1 33 -10 BB BB AB BB BB BB AB
1 2 39 -12 BB AB BB BB BB BB BB
1 4 39 -12 BB BB AB BB BB BB BB
1 1 39 -12 BB BB BB BB BB BB AB
1 22 40 -14 BB BB BB BB BB BB BB
Calaf 2 1 38 -10 - - - - - - -
2 1 39 -12 BB AB BB BB BB BB BB
2 1 39 -12 - - - - - - -
2 5 40 -14 BB BB BB BB BB BB BB
Calafell 1 1 35 -4 BB AA AB BB BB BB AA
2 2 35 -4 BB AA AB BB BB BB AA
1 2 35 -4 BB AA BB BB BB AB AA
1 2 35 -4 BB AB AB BB BB AB AA
100 /%N
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Localidad origen N 2n | 38 414 515 6.10 7.17 9.11 1213
Calafell (cont.) 1 1 36 -6 BB AA AB BB BB BB AB
1 1 36 -6 BB AA BB BB BB BB AA
2 2 36 -6 BB AA BB BB BB BB AA
1 1 36 -6 BB AB BB BB AB AB AB
1 1 36 -6 BB AB BB BB BB AA AB
2 1 37 -8 BB AA BB BB BB BB AB
1 6 37 -8 BB AB BB BB BB BB AA
Delta de I'Ebre 1 4 40 -14 BB BB BB BB BB BB BB
Fulleda 1 21 40 -14 BB BB BB BB BB BB BB
2 1 40 -14 BB BB BB BB BB BB BB
Garraf 1 4 28 +10 AA AA AA AA BB AA AA
1 1 28 +10 - - - - - - -
1 3 29 +8 AA AA AA AA BB AA AB
2 1 29 +8 AA AA AA AA BB AA AB
1 1 29 +8 AA AA AA AB BB AA AA
2 1 29 +8 AA AA AA AB BB AA AA
1 1 29 +8 AA AA AB AA BB AA AA
1 1 29 +8 AA AB AA AB AB AA AA
1 2 29 +8 AB AA AA AA BB AA AA
1 3 29 +8 - - - - - - -
2 1 30 +6 AA AA AA AA BB AB AB
1 1 30 +6 AA AA AA AB BB AA AB
1 1 30 16 AA AA AB AB AB AA AB
1 3 30 +6 AA AA AB AB BB AA AA
1 1 30 +6 AB AA AA AA BB AA AB
2 1 30 +6 AB AA AA AA BB AB AA
2 2 30 +6 AB AA AA AB BB AA AA
1 3 30 +6 - - - - - - -
1 1 31 +4 AB AA AB AB BB AA AA
1 1 31 +4 AB AA BB AA BB AA AA
1 3 31 +4 - - - - - - -
1 1 32 +2 AB AA BB AB BB AA AA
1 1 32 +2 AB AB AB AB AB AA AB
1 1 32 +2 BB AA AA BB AB AA AB
2 1 32 +2 BB AB AA AB BB AA AA
1 1 32 +2 BB AB AB AA BB AA AA
1 1 32 +2 - - - - - - -
1 1 33 0 AB BB AB AB AB AA AB
1 1 33 0 - - - - - - -
1 1 35 -4 BB AB AB AB BB AA BB
1 1 35 -4 BB BB AB AB BB AA AB
Gava 1 1 29 +8 AA AA AA AA BB AA AB
1 1 30 +6 AA AA AA BB BB AA AA
1 5 30 +6 AB AA AA AB BB AA AA
1 1 30 +6 - - - - - - -
1 1 31 +4 AB AA AA BB BB AA AA
1 1 32 +2 BB AA AA BB BB AA AA
677N 101
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Localidad origen N 2n | 38 414 515 6.10 7.17 9.11 1213
lles Medes 1 2 40 -14 BB BB BB BB BB BB BB
La Granada 1 2 27 +12 AA AA AA AA AB AA AA
1 1 28 +10 AA AA AA AB AB AA AA
1 3 29 +8 AA AA AA AB BB AA AA
1 1 29 +8 AA AA AA BB AB AA AA
1 1 29 +8 AB AA AA AB AB AA AA
1 2 29 +8 BB AA AA AA AB AA AA
1 1 30 +6 AA AA AA AB BB AB AA
1 1 30 +6 AA AA BB AA BB AA AA
1 1 30 +6 AB AA AA AA AB AB AB
1 4 30 +6 AB AA AA AB BB AA AA
1 5 30 +6 AB AA AA BB AB AA AA
1 2 30 +6 BB AA AA AA BB AA AA
1 1 30 +6 BB AA AA AB AB AA AA
1 1 30 +6 BB AA AB AA AB AA AA
1 1 31 +4 AA AA AA BB BB AB AA
1 1 31 +4 AA AA AB AB BB AA AB
1 1 31 +4 AB AA AA AB BB AA AB
1 2 31 +4 AB AA AA AB BB AB AA
1 1 31 +4 AB AA AA AB AB BB AA
1 9 31 +44 AB AA AA BB BB AA AA
1 2 31 +4 AB AA AB AB BB AA AA
1 3 31 +44 BB AA AA AB BB AA AA
1 1 32 +2 AA AA AA BB BB BB AA
1 2 32 +2 AB AA AA BB BB AA AB
1 3 32 +2 AB AA AA BB BB AB AA
1 2 32 0 AB AA AB AB BB AA AB
1 1 32 0 AB AA AB BB BB AA AB
1 1 32 +2 BB AA AA AB AB AB AB
1 2 32 +2 BB AA AA AB BB AA AB
1 1 32 +2 BB AA AA BB BB AA AA
1 1 32 +2 BB AB AA AB BB AA AA
1 1 33 0 AA AA AA BB BB BB AB
1 1 33 0 BB AA AA AB BB BB AA
1 1 33 0 BB AB AA BB AB AB AA
1 1 34 -2 BB AA AB BB BB AA AB
1 1 34 -2 BB AA AB BB BB AB AA
1 1 34 -2 BB AA BB AB AB AB AB
1 1 35 -4 BB AA AB BB BB BB AA
La Llacuna 2 2 35 -4 - - - - - - -
2 1 36 -6 BB AB BB BB BB AB AA
2 1 36 -8 - - - - - - -
2 1 37 -8 BB BB AB BB BB BB AA
La Riera 1 3 40 -14 BB BB BB BB BB BB BB
2 8 40 -14 BB BB BB BB BB BB BB
La Roca 3 2 40 -14 BB BB BB BB BB BB BB
4 2 40 -14 BB BB BB BB BB BB BB
102 /7N
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Localidad origen N 2n | 38 414 515 6.10 7.17 911 12.13
Lavern 1 1 31 +6 BB AA AA AA BB AA AB
1 4 31 +4 BB AA AA AB BB AA AA
1 1 31 +4 BB AA AB AA BB AA AA
1 2 32 +2 BB AA AA BB BB AA AA
1 3 32 +2 BB AA AB AB BB AA AA
1 4 32 +2 BB AB AA AB BB AA AA
1 1 33 0 BB AA AA BB BB AA AB
1 2 33 0 BB AA AB BB BB AA AA
1 3 33 0 BB AB AA BB BB AA AA
1 3 33 0 BB AB AB AB BB AA AA
Les Borges del Camp 2 5 40 -14 BB BB BB BB BB BB BB
Les Ordes 2 1 33 -10 BB AA BB BB BB BB BB
Les Pobles 1 1 37 -8 BB AB AB BB BB BB AB
2 3 37 -8 BB AB AB BB BB BB AB
2 1 37 -8 BB BB AA BB BB BB AB
1 1 33 -10 AB AB BB BB BB BB BB
1 1 33 -10 BB AA BB BB BB BB BB
2 2 33 -10 BB AB AB BB BB BB BB
2 1 38 -10 - - - - - - -
2 1 39 12 BB AB BB BB BB BB BB
1 4 39 12 BB BB AB BB BB BB BB
1 2 39 12 BB BB BB BB BB BB AB
2 1 39 12 BB BB BB BB BB BB AB
2 1 39 -12 - - - - - - -
1 5 40 -14 BB BB BB BB BB BB BB
2 1 40 -14 BB BB BB BB BB BB BB
L'Espluga Calba 1 5 40 -14 BB BB BB BB BB BB BB
2 4 40 -14 BB BB BB BB BB BB BB
Moia 4 2 40 -14 BB BB BB BB BB BB BB
Sabadell 1 4 33 -10 BB BB BB BB BB BB AA
1 4 39 12 BB BB BB BB BB BB AB
2 1 39 12 BB BB BB BB BB BB AB
St. Jordi (Mallorca) 3 2 40 -14 BB BB BB BB BB BB BB
4 2 40 -14 BB BB BB BB BB BB BB
St. Lloreng del Penedés 2 1 36 -6 BB AA BB BB BB AB AB
2 2 36 -6 BB AB AA BB BB BB AB
2 1 37 -8 BB BB AB BB BB AB AB
2 1 33 -10 BB AB BB BB BB AB BB
St. Marti Sarroca 2 2 32 +2 BB AA AA BB BB AA AA
2 2 33 0 BB AA AA BB BB AB AA
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Localidad origen N 2n | 38 414 515 6.10 7.17 9.11 12.13
St. Pau d'Ordal 1 5 28 +10 AA AA AA AA BB AA AA
1 6 29 +8 AA AA AA AA BB AA AB
1 10 29 +8 AB AA AA AA BB AA AA
1 2 30 +6 AB AA AA AA BB AA AB
1 1 30 +6 AB AA AA AA BB AB AA
1 7 30 +6 AB AA AA AB BB AA AA
1 3 31 +4 AB AA AA AB BB AB AA
1 4 31 +4 AB AA AA BB BB AA AA
1 1 30 +6 BB AA AA AA BB AA AA
1 3 30 +6 - - - - - - -
1 2 31 +4 BBB AA AA AA BB AB AA
1 4 31 +4 BBE AA AA AB BB AA AA
1 2 31 +4 BBE AB AA AA BB AA AA
1 4 32 +2 BBB AA AA AB BB AB AA
1 1 32 +2 BBE AA AA BB BB AA AA
1 1 33 0 BBB AA AA BB BB AB AA
1 1 33 0 BBE AB AA BB BB AA AA
1 1 34 -2 BB BB AA BB BB AA AA
St. Sadurni d'Anoia 2 1 33 0 BB AA AB AB BB AB AA
2 1 33 0 BB AB AA BB BB AA AA
2 1 34 -2 BB AA AB BB BB AA AB
2 1 34 -2 BB AA AB BB BB AB AA
2 1 35 -4 BB AB AA BB BB AA BB
2 1 37 -8 BB AB AA BB BB BB BB
2 1 37 -8 BB AB BB BB BB AA BB
Sta. Coloma de Queralt 2 1 37 -8 - - - - - - -
2 1 33 -10 BB AA BB BB BB BB BB
2 1 33 -10 BB AB AB BB BB BB BB
2 2 33 -10 BB AB BB BB BB BB AB
2 1 38 -10 - - - - - - -
2 2 39 -12 BB AB BB BB BB BB BB
2 1 40 -14 BB BB BB BB BB BB BB
Vallbona d'Anoia 2 1 37 -8 - - - - - - -
2 1 39 -12 BB BB BB BB BB BB AB
2 4 40 -14 BB BB BB BB BB BB BB
Valldoreix 4 1 38 -10 - - - - - - -
Viladecans 2 1 29 +8 AB AA AA AA BB AA AA
2 1 30 +6 BBE AA AA AA BB AA AA
2 1 30 +6 - - - - - - -
2 2 31 +4 BBE AA AB AA BB AA AA
Vilanova i la Geltru | 2 1 30 +4 - - - - - - -
1 1 31 +4 AB AA AA BB BB AA AA
2 1 31 +4 BBE AA AA AB BB AA AA
1 1 31 +4 BBE AA AA BB AB AA AA
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Localidad origen N 2n I 38 4.14 515 6.10 7.17 9.11 12.13

Vilanova i la Geltra | (cont.) 2 1 31 +4 BB AA AB AA BB AA AA
1 1 31 +4 BB AA AB AB AB AA AA
1 1 31 +4 BB AA BB AB AA AA AA
2 1 31 +4 - - - - - - -
1 1 32 +2 AB AA AB BB BB AA AA
1 1 32 +2 AB AB AA BB BB AA AA
1 2 32 +2 BB AA AA BB BB AA AA
2 3 32 +2 BB AA AA BB BB AA AA
2 1 32 +2 BB AA AB AB BB AA AA
1 1 32 +2 BB AB AA AB AB AA AB
1 2 32 +2 - - - - - - -
2 2 32 +2 - - - - - - -
1 1 33 0 AB AA BB BB BB AA AA
1 1 33 0 BBL AB AA AB BB AA AB
2 1 33 0 BBL AB AA BB BB AA AA
2 1 34 -2 BBL AA AB BB BB AB AA

Vilanova i la Geltrd Il 1 1 30 +6 AA AA AA BB BB AA AA
1 1 31 +4 AB AA AA AB BB AB AA
1 3 31 +4 AB AA AA BB BB AA AA
1 2 32 +2 AB AA AB BB BB AA AA
1 3 32 +2 AB AB AA BB BB AA AA
1 1 32 +2 BB AA AA AB BB AB AA
1 2 32 +2 BB AA AA BB BB AA AA
1 1 33 0 AB AA AA BB BB AB AB
1 1 33 0 AB AA BB BB BB AA AA
1 1 33 0 BBL AA AA BB BB AA AB
1 1 33 0 BBL AA AA BB BB AB AA
1 1 33 0 BBL AA AB BB BB AA AA
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