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We performed a molecular phylogenetic analysis after sequencing three
mitochondrial genome regions, i.e. two regions in the cytochrome oxidase | gene
(COl) and a region of the NADH dehydrogenase (ND5), in 15 populations of E. plorans
plorans from the lberian Peninsula, Morocco, Greece and Armenia, and one
population of E. plorans meridionalis from South Africa. In addition, we included the
relative species E. unicolor, Shirakiacris shirakii, Heteracris adspersa and Heteracris
pterosticha, and Chorthippus chinensis and Locusta migratoria as outgroups. Our
objective was to obtain phylogeographic information in E. plorans, as well as
uncovering possible colonization routes for this species from Africa (since the
Eyprepocnemis genus is of African origin). In addition, the inclusion of other
Eyprepocnemidinae species can provide some phylogenetic information on the
origin of this genus and species.

Our results showed that Eastern (Greece and Armenia) and Western (Spain
and Morocco) populations of E. plorans plorans diverged about a million to 270,000
years ago. In addition, haplotype networks for ND5 and COI/ showed that the two
subspecies could be derived from a common ancestor, probably living in central
Africa, which evolved into E. plorans meridionalis towards the south and into E.
plorans plorans towards the north, but in two separate (Eastern and Western)
lineages. It is also remarkable that the number of mutational steps between the
hypothetical African common ancestor and each Eastern or Western lineage is about
the same as that between the Eastern and Western lineages themselves, suggesting
that these populations have had little gene flow since they separated from the
common ancestor. This fact is consistent with the differences previously observed
for DNA composition between Eastern and Western B chromosomes. We also
estimated a maximum age of about three million years for the B chromosome, which
is present only in the E, plorans plorans subspecies, and four million years for the
180 bp tandem repeat DNA, which is exclusive of the E. plorans species.

We also analysed ten E. plorans plorans populations from the lberian
Peninsula, for 97 Inter-Simple Sequence Repeats (ISSR) markers. Five populations
were collected in coastal localities from the Granada and Malaga provinces, whereas
the remaining five populations were collected at the head of the Segura river basin.
We first analysed the repeatability and inheritance of these markers to evaluate
their validity as population genetics markers. We found a low proportion of markers
showing allelic dropout, and this phenomenon explained most segregation
distortions observed in controlled crosses. However, when the population genetics
analyses were repeated with the 87 ISSR markers less affected by dropout, the
results did not differ from those obtained with the 97 markers, thus suggesting that
allelic dropout does not produce a significant bias to these results.
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The populations analysed showed 100% of polymorphic ISSR loci when all
ten populations were considered, and 97% for coastal and 96% for Segura
populations. The Fs; value calculated for the ten populations (0.108) indicated
significant subdivision among populations, as was also indicated by an AMOVA
showing that 17.34% of molecular variation was found among populations. When
two regions (coastal and Segura) were defined, the AMOVA showed higher variation
between regions (15.27%) than among populations within regions (7.58%). The
analysis of population structure, by the software STRUCTURE, showed that the ten
populations belong to two genetically differentiated groups, one including the five
populations from the coast and the other including the five populations from the
Segura river basin. Analyses performed, at lower scale, separately in each region,
revealed higher genetic differentiation among the coastal populations than among
the Segura populations. The Nm value estimated from the average Fs; was NM= 2 for
the ten populations, suggesting that gene flow is slightly more intense than genetic
drift. At lower scale, however, Nm values were higher (4 in the coastal and 6 in the
Segura regions) suggesting higher rates of gene flow within each region, and very
low between regions. This was consistent with the significant isolation by distance
(IBD) found among the ten populations. When IBD was tested at each region, we
found significant IBD in the coastal populations but not in those of the Segura river
basin. In fact, Nm values between pairs of populations were higher in the the Segura
region that in the Granada and Malaga coast. The low Fs; values found among Segura
populations could suggest that these populations have recently been colonized from
a common ancestor population. The possibility that this could have occurred in
association with Pleistocene glaciations is discussed.

To investigate the biological role of B chromosomes in E. plorans, we
performed an experiment of artificial invasion of a B chromosome in a natural
population (El Gallego, Albacete) where B chromosomes had not previously been
found. In 1994, fifty males from the Salobrefia (Granada) population were released
in El Gallego after performing a triple mark-recapture experiment to estimate
population size (N= 1439). The male sample carried an average of 0.8 B
chromosomes per individual (as deduced from previous analyses in the Salobrefia
population), implying a mean number of Bs equal to 0.03 Bs per individual at
experiment start. The most frequent B variant in Salobrefia is B,, which was the one
presumptly introduced in El Gallego.

We analysed B frequence at six years between 1996 and 2008, and found
that B frequency apparently increased in the 1996 and 1999 samples but decreased
from 2000 onwards. The analysis of three controlled crosses involving B-carrying
females caught at El Gallego, showed B transmission rates significantly lower than
the Mendelian one. In addition, these three females laid egg-pods containing less
eggs than those laid by 0B females from the same population. All these facts explain
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why B frequency has decreased in the last years. The possibility that this could be
due to the introduction of A chromosome genes being able to suppress B drive in the
donor population, is discussed.

To ascertain whether the males released had effectively crossed to resident
females, we analysed 97 ISSR markers in El Gallego, Salobrefia and four other
populations from the Segura river basin. This indicated the presence of two
individuals captured at El Gallego in 2006 showing an ISSR profile from Salobrefia.

The B chromosomes found in El Gallego were larger than the B, variant
from Salobrefia and B; from other populations (e.g. Calasparra) being close to El
Gallego, and showed intermediate characteristics in respect to the relative amount
of rDNA and satDNA. This suggests the possibility that interaction with the new host
genome has provoked changes in the B implying unequal amplification of these two
types of repetitive DNAs. The possibility that these B chromosome changes were
promoted by activation of mobile elements is discussed.

In an attempt to uncover the causes why a newly parasitic B chromosome
variant (i.e. B,4) is able to replace the old neutralized variant (i.e. B,), we analysed
the B chromosome distribution of these two variants in several populations located
towards the east (Nerja, Tetudn and Maro) and the west (Algarrobo) of the Torrox
population, which is the place were it is thought that this variant originated. In
Algarrobo, we found an average transmission ratio for B,, (0.6) significantly higher
than the Mendelian one, but lower than the 0.696 observed in a sample from Torrox
collected in 1992 by Zurita et al. (1998). The additional fact that B,, has not reached
in Algarrobo frequencies as high as those reported in Torrox (1.5 Bs per individual,
on average) suggest that B,, invasion in Algarrobo has been less virulent than in
Torrox. This might be due to the joint introduction in Algarrobo of B,; and the
suppressor genes against this variant that evolved very fast in Torrox (Perfectti et al.
2004). Our analysis of populations towards the east of Torrox suggest temporal
changes in B frequency which are mostly estocastic, although a tendency to increase
of B,4 frequency was observed in two populations collected at Nerja. Remarkably,
The frequency of B,4 was higher in Nerja (the closest location to Torrox towards the
east) than Tetuan and Maro, suggesting that B, is currently spreading towards the
east.

In looking for DNA sequences being located on B chromosomes, we
analysed the possible association of the 97 ISSR markers with B chromosome
presence. A total of 12 ISSR markers showed positive association with B presence.
Since this association was partial, it is most likely that they are also present in the A
chromosomes, as it is logical for B chromosomes arisen intraspecifically, which is the
most accepted hypothesis in E. plorans. This opens the possibility to analyse
microsatellite DNA sequences from B chromosomes, as well as DNA sequences close
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to them. This would provide additional markers to investigate the origin and late
differentiation of B chromosomes in this species.
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Cromosomas B

1.1.INTRODUCCION: LOS CROMOSOMAS B

Segun el modelo del gen egoista (Dawkins, 1975), los genomas eucariontes
estdn constituidos por conjuntos de genes que cooperan armoénicamente en la
construccién de individuos que los transmiten eficientemente, asegurando su
mantenimiento evolutivo. Pero, ademas, los genomas albergan una enorme variedad
de elementos genéticos egoistas que procuran su transmisién sin obedecer las leyes
mendelianas de la herencia, infringiendo, frecuentemente, efectos deletéreos para
el organismo.

Entre estos elementos citaremos los transposones, los distorsionadores de
la segregacion, diversos factores citoplasmaticos (genomas organulares y
endosimbiontes) y los cromosomas B, siendo estos uUltimos los primeros en ser
descubiertos cuando Wilson (1906, 1907) observd la presencia de cromosomas
“extra” en el hemiptero Metapodius, aunque su naturaleza parasitica no seria
reconocida hasta afios después (Ostergren, 1945).

Los cromosomas B han recibido diferentes nombres desde que fueron
descritos, tales como “fragmentos cromosémicos extra” (Miintzig, 1944; Ostergren,
1945), “cromosomas superfluos” (Hakansson, 1945), y “cromosomas accesorios”
(Hakansson, 1948; Miintzing, 1948), aunque fue Randolph (1928) el primero en
emplear el término “cromosoma B” para distinguirlos de los cromosomas A
estandar. Fueron inicialmente definidos como “cromosomas no homodlogos a los
cromosomas del complemento normal (cromosomas A), que no recombinan con
ellos y son totalmente dispensables” (Jones & Rees, 1982). En la First B-Chromosome
Conference, Camacho, J.P.M. y Parker, J.S. (ver Beukeboom, 1994) los definieron
como “cromosomas dispensables y adicionales a los del complemento cromosémico
estandar, presentes en algunos individuos de algunas poblaciones en algunas
especies, que probablemente provienen de los cromosomas A pero siguen su propio
camino evolutivo”. Los cromosomas B presentan frecuentemente comportamientos
meidticos y/o mitdticos irregulares que les permiten acumularse en la linea
germinal, mostrando asi modos de herencia no mendelianos que implican tasas de
transmision superiores a la de los cromosomas normales. Incluyendo esta
caracteristica, Jones (1995) definid los cromosomas B como "elementos
supernumerarios dispensables que no recombinan con los cromosomas A y que
muestran modos irregulares, no mendelianos, de herencia".

1.1.1. TAMANO, MORFOLOGIA, COMPOSICION Y ACTIVIDAD GENICA DE
LOS CROMOSOMAS B

Se han descrito cromosomas B con una enorme variedad de tamafios y
morfologias (segun la posicién del centrémero). Aunque frecuentemente tienen un
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tamaiio similar al de algunos cromosomas A, existen excepciones. Por ejemplo, los
cromosomas B del ratén Reithrodontomys megalotis son mucho mas pequefios que
sus cromosomas A (Peppers et al., 1997) y los de la mosca Megaselia scalaris, se
reducen, casi exclusivamente, a un centrémero (Wolf et al., 1991). En el otro
extremo, los cromosomas B del roedor Uromys caudimaculatus (Baverstock et al.,
1982) y los del pez suramericano Astyanax scabripinnis (Mestriner et al., 2000), son
de mayor tamafio que los cromosomas mas grandes del complemento estandar.
Schmid et al. (2006) han descrito el cromosoma B mas grande hallado hasta ahora en
vertebrados, concretamente en el pez Alburnus alburnus, donde el B representa casi
el 10% del tamaiio del genoma. A veces existe mucha variacién en el tamafio y
morfologia de los cromosomas B dentro de una misma especie, siendo el
saltamontes Eyprepocnemis plorans el caso mas extremo, con mas de 50 variantes
descritas (Henriques-Gil et al., 1984; Lépez-Ledn et al., 1993).

Aunque la posicion del centrémero puede variar entre los diferentes tipos
de Bs, un analisis comparativo de 1166 especies de mamiferos ha demostrado que
existe una asociacion entre la morfologia de los cromosomas A y B dentro de una
misma especie (Palestis et al., 2004), de modo que la estructura de los cromosomas
B de la mayoria de las especies se asemeja a la de los cromosomas A. Como ejemplos
podemos citar a la mayoria de los cromosomas B del saltamontes E. plorans, que son
acrocéntricos al igual que todos los cromosomas A de esta especie (Henriques-Gil et
al., 1984; Lépez-Leén et al., 1993) o los cromosomas B metacéntricos de
Myrmeleotettix maculatus (John & Hewitt, 1965), Omocestus burri (Santos et al.,
1993), Omocestus bolivari (Camacho et al., 1981) o Chorthippus vagans (Cabrero &
Camacho, 1987).

Los cromosomas B presentan un caradcter mayoritariamente
heterocromatico y contienen principalmente ADN repetitivo, lo que sugiere que son
elementos genéticamente inertes; esta idea ha sido apoyada por los experimentos
realizados con uridina tritiada, puesto que al inyectarsele a organismos vivos, ésta se
incorpora a los cromosomas A pero no a los B, sugiriendo de este modo que los
cromosomas B son transcripcionalmente inactivos (Fox et al,, 1974; Ishak et al.,
1991). Por el contrario, existen cromosomas B que muestran actividad
transcripcional en el estado plumoso, en la rana Leiopelma hochstetteri (Green,
1988), o en el estado politénico, en el mosquito Simulium juxtacrenobium
(Brockhouse et al., 1989). Ademas, el gen or123+, presente en un neoB en la avispa
Nasonia vitripennis, provoca el cambio en el color de los ojos (Perfectti y Warren,
2001).

Recientemente, se ha demostrado la presencia de transcritos de ARNr
procedentes del B en Crepis capillaris (Leach et al.,, 2005), y también de dos
secuencias altamente repetidas y especificas del cromosoma B de Secale cereale,
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transcripcionalmente activas, que parecen estar implicadas en la transmision de
estos Bs (Langdon et al., 2000; Puertas, 2002; Carchilan et al., 2007). También se ha
demostrado la presencia de tres transcritos, especificos del cromosoma B del
centeno, pertenecientes a una familia de secuencias altamente repetidas que
presenta similitud con elementos moviles (Carchilan et al., 2009) y un elemento
derivado de un retrotransposén en el cromosoma B del maiz (Lamb et al., en 2007).
Ademas, se ha descrito actividad en la NOR del cromosoma B del saltamontes E.
plorans (Teruel et al., 2007, 2009b).

Muchos cromosomas B han mostrado ser portadores de genes para ARN
ribosémico (ADNr) 45S, aunque casi siempre estan inactivos (Green, 1990;
Beukeboom, 1994; Jones, 1995; Camacho, 2005). La presencia del ADNr se ha puesto
de manifiesto mediante impregnacién argéntica, que detecta las NORs activas, y
mediante hibridacién in situ fluorescente. La aplicacién simultidnea de las dos
técnicas permite averiguar la localizacion cromosémica de los genes para ARNr,
tanto si estan activos como si no. Algunos ejemplos de cromosomas B portadores de
genes para ARNr se han descrito en especies de plantas como Allium cernuum
(Friebe, 1989), Avena sativa (Dherawattana & Sadanga, 1973), Hordeum vulgare
(Frost & Ising, 1964), Lilium japonicum (Ogihara, 1968), Nicotiana sylvestris
(Lespinasse et al., 1987) y Crepis capillaris (Leach et al., 2005) y de animales como
Dichroplus pratensis (Bidau, 1986), Akodon aff. arviculoides (Yonenaga-Yasuda et al.,
1992), E. plorans (Lopez-Ledn et al., 1994a), Apodemus peninsulae (Boeskorov et al.,
1995) y Rattus rattus (Stitou et al., 2000).

Los cromosomas B también contienen ADN repetido en tdandem que, en
algunas especies, como Nasonia vitripennis (Nur et al., 1988), es especifico del B,
pero en otras los ADNs repetitivos se encuentran también en los cromosomas A,
como ocurre en Crepis capillaris (Jamilena et al., 1994), Eyprepocnemis plorans
(Lopez-Ledn et al., 1994a) y Drosophila subsilvestris (Gutknechet et al., 1995).

Sélo en los cromosomas B de las especies Plantago lagopus (Dhar et al.,
2002) y E. plorans (Cabrero et al., 2003b) se ha detectado la presencia de genes
ribosémicos 5S; en este Ultimo caso existen tres tipos diferentes de secuencias de
ADNr 5S, una copia funcional y homogénea, presuntamente localizada en los
autosomas, con alguna copia en el cromosoma B, y dos tipos de secuencias
degeneradas, una debida a la acumulacién de sustituciones y la otra a la presencia
de una delecién de 10 pb, que se encuentran tanto en el cromosoma X como en By,
en bajo numero de copias (Teruel 2009c).

También se han observado bloques de ADN telomérico en posiciones
inusuales en los cromosomas B grandes y pequefios de la especie Nyctereutes
procyonides (Wuster-Hill et al., 1988) y en los cromosomas submetacéntricos de la
rata de agua Nectomys squamipes (Silva & Yonenaga-Yassuda, 1998), donde se
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localizaban intersticialmente, lo que sugiere que en el origen de estos Bs pueden
estar implicadas reordenaciones cromosémicas.

Recientemente se ha demostrado la existencia de genes para las histonas
H3 y H4 en los cromosomas B de Locusta migratoria (Teruel et al., 2010a). Esta
familia de ADN repetitivo ha resultado muy interesante puesto que ha revelado que
los Bs de esta especie podrian haber derivado del Unico cromosoma A que lleva
estos genes, es decir, el octavo autosoma en tamafio.

Los genes de copia Unica suelen ser escasos en los cromosomas B, aunque
esto podria deberse a la dificultad de encontrarlos entre la gran cantidad de ADN
repetitivo que contienen. La evidencia, en estos casos, proviene de la asociacién
entre la presencia de cromosomas B y cambios fenotipicos observables, como ocurre
con el color de los frutos en Haplopappus gracilis o la resistencia a la roya en Avena
sativa. Sin embargo, en el hongo Nectria haematococca, Miao et al. (1991a,b)
identificaron una familia de genes citocromo P-450 (Pda) responsables de la
detoxificacion de la pisatina, una alexina producida por la planta a la que parasitan
(Pisum sativum), y que estdn presentes en un cromosoma supernumerario;
posteriormente, Coleman et al. (2009) han caracterizado molecularmente tres
cromosomas supernumerarios en esta especie observando que estdn enriquecidos
en genes de copia Unica y duplicados. Ademas, la presencia de genes Unicos en los
cromosomas extra parece relacionada con la capacidad de los individuos de ocupar
nichos diferentes.

Otro componente importante de los cromosomas B son los elementos
transponibles. La naturaleza heterocromdtica de la mayoria de los cromosomas B
constituye un paraiso para los elementos transponibles por dos razones
principalmente. La primera de ellas es porque son mejor tolerados en regiones del
genoma con baja densidad de genes, puesto que su insercidon en un gen suele ser
deletérea, y en segundo lugar, porque algunos muestran cierta tendencia a
insertarse directamente en la heterocromatina, como ocurre en Drosophila
melanogaster (Dimitri et al., 1997). La ausencia de recombinacién entre As y Bs es
quiza la principal causa que favorece la acumulacién de los elementos transponibles
en los cromosomas B.

La informacién actualmente disponible acerca de las caracteristicas
citogenéticas y moleculares de los cromosomas B estd permitiendo considerar su
modificacién estructural, mediante ingenieria cromosémica, para su utilizacién como
vectores en biotecnologia vegetal, incluso con ciertas ventajas sobre otros vectores
cromosomicos como las derivadas de la ausencia de recombinacién con los
cromosomas estandar o la ausencia de efectos fenotipicos sobre los individuos
portadores (Houben & Schubert, 2007).
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1.1.2. FRECUENCIA DE LOS CROMOSOMAS B

Se ha descrito la presencia de cromosomas B en, aproximadamente, 1300
especies de plantas, casi 500 de animales (vedse Jones & Rees, 1982; Jones &
Puertas, 1993; Jones, 1995) y en varias especies de hongos (Mills & McCluskey, 1990;
Miao et al., 1991 a,b; Tzeng et al., 1992; Geiser et al., 1996; Leclair et al., 1996), lo
que supone una frecuencia cercana al 15% de especies eucariontes portadoras de
cromosomas B (Camacho, 2005). Los estudios realizados en plantas sugieren que su
distribucidn entre los grupos de especies no es al azar y que la prevalencia de los
cromosomas B muestra asociacion con algunas caracteristicas de los organismos. Por
ejemplo, los Bs parasiticos prosperan mejor en las plantas con reproduccion cruzada
y los Bs heterdticos en aquellas con endogamia (Burt & Trivers, 1998). La presencia
de cromosomas B estd correlacionada positivamente con el tamafio gendmico
(Trivers et al,. 2004; Levin et al, 2005) y negativamente con el nimero de
cromosomas A (Trivers et al., 2004). En mamiferos, se ha demostrado, ademas, que
los cromosomas B son mas frecuentes en especies con cariotipos compuestos de una
mayor proporcion de cromosomas acrocéntricos (Palestis et al., 2004). También se
ha sugerido, en algun caso, una posible influencia de factores ambientales externos
sobre la frecuencia de cromosomas B (Leitdo et al., 2009) y, en general, se considera
que los cromosomas B parasiticos son mas frecuentes en los ambientes mas
benignos para los organismos hospedadores (Camacho, 2005).

Los cromosomas B son especialmente prevalentes en Gramineas, Lilidceas y
Ortépteros, grupos que presentan una gran facilidad para la obtencién de muestras
y para su estudio citogenético. Pero la aparicién de nuevas técnicas esta permitiendo
la deteccion de estos cromosomas en otras especies aparentemente mas
inaccesibles, como es el caso de los hongos, gracias al desarrollo de la electrorofesis
en campo pulsatil (Covert, 1998). Por ello, es posible que los cromosomas B estén
presentes en muchas otras especies que aun no han podido ser analizadas. De
hecho, en la actualidad, continuan describiéndose por primera vez, en diferentes
especies (Laridondo et al., 2009).

El ndmero méaximo de cromosomas B encontrados en los individuos adultos
de una poblaciéon determinada depende de diversos factores actuando
conjuntamente como son la tolerancia que presenten los portadores a estos
cromosomas B, factores demograficos (como, por ejemplo, el nuimero de
generaciones desde que los cromosomas B aparecieron en esa poblacion), la
acumulacion que presenten y factores azarosos como la deriva genética en
poblaciones de pequefio tamafio.
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El ndmero de Bs en los individuos de una poblacidon suele seguir una
distribucién binomial; los pardmetros mas utilizados en los andlisis de frecuencia de
cromosomas B son el numero medio de cromosomas B por individuo (media) y la
proporcién de individuos portadores (prevalencia).

La especie en la que se ha descrito el mayor numero de cromosomas B en
un mismo individuo, con un total de 50, ha sido la planta Pachyphytum fittkaui
(Crassulaceae) por Uhl & Moran (1973), aunque existen otros muchos casos de
especies con un alto nimero de cromosomas B por individuo tanto en plantas como
animales. Entre las primeras podemos citar el maiz, donde se han encontrado hasta
34 cromosomas B en un individuo, suponiendo un incremento del 155% en el
contenido de ADN de su genoma (Jones & Rees, 1982), Gibasis karwinskyana
(Kenton, 1991) con hasta 31 Bs y Allium schoenoprasum, donde se han encontrado
individuos con mas de 20 cromosomas B (Bougourd et al.,, 1995). En animales, en el
raton de la madera, Apodemus peninsulae, se han encontrado individuos con 24
cromosomas B (Volobujev & Timina, 1980), con 20 en la mosca Xylota nemorum
(Boyes & Van Brink, 1967), con 16 en el ortéptero Gonista bicolor (Sannomiya, 1974)
y con 20 en la rana Leiopelma hochstetteri (Green, 1988).

En la mayoria de los casos, sin embargo, no suele ser frecuente encontrar
mas de tres o cuatro cromosomas B por individuo tanto en plantas como en
animales, puesto que los cromosomas B son perjudiciales en un alto nimero
(indicando esto que las excepciones anteriores pueden deberse a situaciones de alta
acumulacion y buena tolerancia a la presencia de Bs, o bien de cromosomas B
heterdticos).

1.1.3. MECANISMOS DE ACUMULACION

Los cromosomas B presentan un comportamiento mitético y meidtico
irregular que les permite acumularse en la linea germinal (Nur, 1963, 1969),
heredandose de forma no mendeliana con tasas de transmisién que exceden la tasa
normal para el resto de cromosomas (0.5). Esta mayor tasa de transmision,
denominada acumulacién ("drive" en inglés), puede tener lugar antes, durante o
después de la meiosis.

Un ejemplo de acumulacién premeidtica lo encontramos en Locusta
migratoria, donde los Bs sufren no disyuncién durante las mitosis embrionarias y las
células con un alto nimero de cromosomas B se convierten preferentemente en
espermatogonias (Kayano, 1971; Viseras et al., 1990; Pardo et al., 1995).
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La acumulacion meidtica es muy frecuente y se basa en la asimetria
funcional de los productos meidticos, ya que una de las dos células resultantes de
cada una de las divisiones meidticas es inviable en la meiosis femenina; como
ejemplo, podemos citar el caso del saltamontes Myrmeleotettix maculatus, donde
los cromosomas B se acumulan durante la meiosis femenina debido a su migracién
preferencial hacia el oocito secundario en vez de hacia el primer corpusculo polar
(Hewitt, 1976). La base de esta acumulacién estd en el tamafio de las células
resultantes del proceso meidtico, ya que los oocitos suelen ser de un tamafio mayor
que los corpusculos polares, por lo que el polo que da lugar al oocito es de mayor
tamaiio; el cromosoma B, que por movimientos de polo a polo pasara mas tiempo
en el polo de mayor tamafio, que dard lugar al oocito, tiene mds probabilidad, por
tanto, de quedar incluido en éste. También existe acumulacién meidtica en machos,
como es el caso de Pseudococcus obscurus (Nur, 1962) donde el juego cromosémico
paterno, heterocromdtico, degenera, transmitiéndose sélo el de origen materno; los
cromosomas B en los machos de esta especie se acumulan durante la meiosis ya que
escapan a la heterocromatinizacién del juego cromosémico paterno y se transmiten
junto con el juego cromosémico materno.

Por ultimo, la acumulacidon postmeidtica es muy frecuente en plantas,
donde la formacion del grano de polen implica dos divisiones postmeidticas dando
lugar al nucleo generativo y al vegetativo; la no disyuncién del cromosoma B en esta
mitosis y la migracién preferencial de las dos cromatidas al nucleo generativo son las
responsables de dicha acumulacién.

Incluso puede darse el caso de acumulaciéon ameidtica, como ocurre en la
avispa parasitoide Nasonia vitripennis (Werren, 1991) donde el cromosoma B (PSR)
presente en los espermatozoides, causa la condensaciéon y pérdida de los
cromosomas paternos que lo acompafian, transformando el cigoto diploide
(hembra), que resulta tras la fecundacién, en uno haploide (macho) que porta
cromosomas B. De este modo, la tasa de transmision del cromosoma B se aproxima
a uno y, consecuentemente, la aptitud del genoma paterno hospedador queda
reducida a cero, considerandose a este cromosoma B como el mds parasitico de
todos los elementos genéticos conocidos.

En algunos casos, los cromosomas B pueden afectar de forma indirecta a su
propia trasmision. En el centeno (Secale cereale), Puertas et al. (1998) demostraron
que los “genes” que controlan la tasa de transmisién de los cromosomas B estdn
localizados en los mismos Bs. Gracias a la realizacién de cruzamientos controlados
entre lineas de alta y baja frecuencia de cromosomas B, estos autores demostraron
que, en la descendencia hibrida, el comportamiento meidtico de estos cromosomas
dependia de que las madres pertenecieran a la linea de alta o baja frecuencia de Bs
(Puertas et al, 1990) y que tales “genes” estarian localizados en los sitios de
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formacién de quiasmas en los Bs. Recientemente, se han encontrado dos secuencias
altamente repetidas y especificas en el cromosoma B de esta especie, E3900 y
D1100, transcripcionalmente activas, que parecen estar implicadas en la no-
disyuncidn de estos Bs (Langdon et al., 2000; Puertas, 2002; Carchilan et al., 2007).

En el maiz (Zea mays), los cromosomas B pueden acumularse de varios
modos: por no-disyuncion en la segunda division meidtica, por fecundacién
preferencial de los évulos por polen portador de Bs (Gonzalez-Sanchez et al., 2003),
o por segregacién eficiente en la meiosis como univalente (Lamb et al., 2007; Jones
et al., 2008). Mediante estudios de translocaciones entre los As y Bs de esta especie,
se han establecido cuatro regiones diferentes en los Bs relacionadas con sus
mecanismos de acumulacion. La regién eucromatica distal parece estar implicada en
la no-disyuncion en la segunda divisién meidtica (Han et al., 2007), mientras que el
blogque de heterocromatina H3 parece estar implicado en la correcta segregacion
como univalente de los Bs (Lamb et al., 2007). Estos cromosomas B también
muestran secuencias de ADN repetitivo especificas, tales como los elementos ZmBs y
StarkB. ZmBs podria estar implicada en la funcién centromérica (Jin et al., 2005), en
la no-disyuncion (Han et al., 2007) y en la eficiente segregacion de los Bs en meiosis
(Gonzdlez-Sanchez et al., 2007), mientras que los transcritos de StartkB pueden
actuar como factores en trans en los mecanismos de acumulacién de los Bs (Lamb et
al., 2007).

Sin embargo, no todos los cromosomas B muestran acumulacion, como es
el caso de las plantas Poa alpina (Hakansson, 1954), P. trivialis (Bosemark, 1957),
Centaurea scabiosa (Frost, 1958), Ranunculus acris (Frost, 1969), A. schoenoprasum
(Bougourd & Parker, 1979) y Guizotia scabra (Hiremath & Murthy, 1986). También
puede ocurrir que los cromosomas B comiencen su evolucidn teniendo mecanismos
de acumulaciéon pero posteriormente los pierden como consecuencia de su
interaccion coevolutiva con los cromosomas A. Este hecho se descubrié en el
saltamontes E. plorans, donde los tres tipos mas frecuentes de cromosomas B han
perdido su mecanismo de acumulacidn (Lopez-Ledn et al., 1992a), mientras que
algunas de las nuevas variantes surgidas a partir de las anteriores mostraban
acumulacion (Zurita et al., 1998).

1.1.4. ORIGEN

Los mecanismos exactos por los que puede originarse un “neo B” y alcanzar
las caracteristicas propias de un cromosoma B tipico contintian siendo desconocidos.
La hipdtesis mas ampliamente aceptada, hasta ahora, es que los cromosomas B
derivan de los As (Jones & Rees, 1982), de manera que podemos considerar a los
cromosomas B como un simple subproducto de la evolucién del cariotipo estandar,
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pudiendo derivar de cromosomas A en polisomia, de fragmentos céntricos
resultantes de fusiones céntricas entre cromosomas A, o de la amplificacién de
regiones paracentroméricas de fragmentos de cromosomas A.

Tanto los estudios citolégicos como moleculares realizados hasta el
momento indican que la mayoria de los cromosomas B conocidos derivan de los
cromosomas A de las especies hospedadoras, como es el caso de Crepis capillaris,
donde todas las secuencias de ADN repetitivo aisladas por microdiseccién de los Bs
estaban también presentes en los cromosomas A (Jamilena et al., 1994, 1995). No
obstante, se han sugerido también otros modos de origen (ver tabla 1 de Camacho
et al., 2000).

La aneuploidia es una de las principales fuentes de cromosomas B. En los
saltamontes, por ejemplo, se ha demostrado que los cromosomas A en estado
polisémico sufren rapidamente heterocromatinizacién y adquieren una apariencia y
comportamiento meidticos que se asemejan a los cromosomas B (Hewitt, 1973a;
Peters, 1981; Talavera et al, 1990). Las translocaciones robertsonianas también
pueden ser el origen de cromosomas B, por la formacién de pequefios fragmentos
céntricos durante la fusidon de dos cromosomas A acrocéntricos. Es importante citar
el caso de los cromosomas sexuales como fuente de cromosomas B, puesto que se
toleran facilmente en estado polisémico (Hewitt, 1973a). Este es el caso de la rana
de Nueva Zelanda Leiopelma hochstetteri, donde el B parece haber derivado del
cromosoma sexual W, como lo sugiere la similitud morfoldgica (Green et al., 1993) y
de secuencias de ADN (Sharbel et al., 1998) entre ambos tipos cromosémicos. En E.
plorans, el cromosoma B, contiene una secuencia de ADN satélite y genes
ribosémicos ordenados respecto al centrdmero, de forma coincidente con la del
cromosoma X, por lo que el andlisis citogenético sugirié un origen del B a partir del X
(Lopez-Ledn et al., 1994a). En estudios posteriores, Cabrero et al. (2003a)
observaron que, en poblaciones de este saltamontes procedentes de la Peninsula
Ibérica, Marruecos y el Caucaso, el autosoma S;; presentaba la misma ordenacion de
ADN satélite y ribosémico que los cromosomas X y B. En el Cducaso, sin embargo, el
cromosoma S;; y el B poseian también un cluster de ADNr 5S, que no era visible en el
cromosoma X. Estos hechos apuntaban la posibilidad de que el B hubiese podido
derivar del Sq5.

En Locusta migratoria, la presencia de genes para las histonas H3 y H4 en
los cromosomas B, y su presencia exclusiva en el octavo autosoma en tamafio, ha
permitido deducir que los Bs se originaron muy probablemente a partir de éste. La
comparacién de las secuencias de ADN de estos genes entre las copias obtenidas a
partir de individuos OB (por tanto procedentes del autosoma 8) y por microdiseccién
del B resultaron ser muy similares, observandose la mayoria de los cambios
nucleotidicos en las copias del B. Muchos de estos cambios eran incompatibles con
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su actividad génica (codones de paro o sustituciones de aminoacidos modificados
epigenéticamente), lo que sugiere la inactividad de los genes para H3 y H4 del B. La
comparacién de secuencias permitié estimar la edad minima del B en unos 750.000
afios (Teruel et al. 2010a). Otros cromosomas B de larga edad son los del maiz, cuya
edad minima se ha estimado en 2 millones de afos (Lamb et al., 2007). En contraste,
los Bs del saltamontes Myrmeleotettix maculatus tienen una edad inferior a 10.000
afios (Hewitt & Ruscoe, 1971).

Alternativamente, los cromosomas B podrian haber derivado de los
cromosomas A de especies afines, como resultado de hibridacion interespecifica
(Battaglia, 1964; Sapre y Deshpande, 1987; McVean, 1995; Schartl et al., 1995).
Sapre y Deshpande (1987) aportaron evidencias a favor de esta hipodtesis,
demostrando el origen espontdneo de cromosomas B en cruces interespecificos
entre Coix aquaticus y C. gigantea. Pero el caso mejor documentado sobre el origen
hibrido de un cromosoma B es es el del cromosoma PSR (Paternal Sex Ratio) de la
avispa Nasonia vitripennis, donde McAllister & Werren (1997) realizaron un analisis
filogenético de la secuencia de ADN de un retrotransposon para demostrar que las
copias presentes en PSR son mas similares a las que hay en especies del género
Trichomalopsis que a las del propio genoma de Nasonia. La formacidén de novo de
cromosomas supernumerarios, con caracteristicas de cromosomas B, se ha
observado experimentalmente en cruzamientos controlados en el laboratorio (Sapre
& Despande, 1987; Shartl et al., 1995; Perfectti & Werren, 2001).

1.1.5. EFECTOS

Dado el caracter parasitico de la mayoria de los cromosomas B, y el
aumento del tamafio gendmico que supone su presencia, es de esperar que se
produzcan interacciones con el organismo hospedador y efectos a distintos niveles,
habiendo evidencias de que los cromosomas B pueden afectar a multitud de
procesos que pueden manifestarse tanto a nivel celular como individual.

El efecto de los cromosomas B raramente se suele detectar a nivel
exofenotipico. No obstante, existen excepciones como es el caso de la planta
Haplopappus gracilis, donde el color de los frutos cambia por la presencia de estos
cromosomas (Jackson and Newmart, 1960), del maiz, donde las plantas con B
desarrollan hojas rayadas (Staub, 1987), o de la chinche de la harina Pseudococcus
obscurus y del saltamontes Camnula pellucida, en los que la presencia de Bs
incrementa la longitud de las tibias (Nur, 1962, 1969, respectivamente). Asimismo,
en el saltamontes Dichroplus elongatus, los machos portadores de un cromosoma B
mitéticamente inestable, son mds pequefios y seleccionados negativamente en
comparacién con los machos que carecen de ellos (Rossetti et al., 2007).
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A nivel endofenotipico, la presencia de cromosomas B suele afectar a
caracteres asociados al vigor, la fertilidad y la fecundidad de los individuos
portadores, como en el caso del saltamontes Eyprepocnemis plorans, donde algunos
tipos de cromosomas B provocan un descenso en la fertilidad de los huevos
(Camacho, 1997; Muiioz et al., 1998; Zurita et al. 1998). Ademas, Teruel et al.
(2009a) han comprobado que, en esta especie de saltamontes, la presencia de
cromosomas B influye negativamente en el proceso de espermatogénesis de los
machos portadores, puesto que aumenta el nimero de espermatidas anémalas
(tanto de micro- como de macroespermatidas). En Plantago coronopus, los Bs
inducen la esterilidad de las plantas masculinas que los portan (Paliwal and Hyde,
1959) y en el saltamontes Camnula pellucida, los individuos con Bs tienen testiculos
con menos foliculos y un esperma anormal con respecto a los individuos no
portadores (Nur, 1969). Esta influencia negativa sobre la aptitud de los
hospedadores acentua la naturaleza parasitica de los cromosomas B y se intensifica
con el aumento del nimero de Bs presentes en las células.

Otros efectos endofenotipicos parecen ser atribuibles directamente al
producto de los genes que portan los propios cromosomas B, como es el caso de los
genes que controlan la resistencia a los hongos en el cromosoma B de Avena sativa
(Dherawattana & Sadanaga, 1973) o de los genes que confieren la resistencia a la
pisatina en los Bs del hongo Nectria haematococca, favoreciendo asi su
patogenicidad (Miao et al., 1991a,b).

A nivel celular deberia ser, en teoria, donde los efectos de los cromosomas
B fueran mas observables. Su presencia fuerza a la maquinaria celular a replicar una
mayor cantidad de ADN, lo que conlleva una mayor duracion del ciclo celular (Evans
et al., 1972), que puede manifestarse a nivel de individuo, como en los insectos P.
affinis y en M. maculatus, donde se enlentece, de forma general, el desarrollo
individual (Nur, 1966; Hewitt & East, 1978; Harvey & Hewitt, 1979).

Otros parametros celulares que se ven afectados por la presencia de Bs son
la cantidad de proteinas nucleares y ARN (Kirk & Jones, 1970; Ayonoadu and Rees,
1971). En E. plorans, se aprecia una disminucion en los niveles de la proteina Hsp70
(la principal proteina de choque térmico implicada en la respuesta a condiciones de
estrés) asociada a la presencia de By, (la variante mas parasitica encontrada hasta
ahora en esta especie) en la poblaciéon de Torrox (Teruel 2010b). Esta disminucidn
podria implicar una disminucion de la capacidad de respuesta al estrés por parte de
los individuos portadores de cromosomas B. Pero, en esta especie, la presencia de
B,4 parece estar asociada también a una disminucién en el area nucleolar (Teruel et
al., 2007), por lo que la disminucién de los niveles de Hsp70 en presencia de By,
puede tener relacion con la disminucidn del area nucleolar observada en la
poblacién de Torrox, puesto que una de las funciones de esta proteina tiene relacién

Dindmica espacial y temporal de los cromosomas B del saltamontes Eyprepocnemis plorans



38

Introduccién

con el ensamblaje y mantenimiento del nucleolo en condiciones adversas (Pelham,
1984; Morcillo et al., 1997) y los nucleolos de menor tamafio requieren menores
cantidades de Hsp70 para su mantenimiento. Otros ejemplos de efectos de los
cromosomas B a nivel de expresidn en genes de los cromosomas A han sido descritos
en las plantas Scilla autumnalis (Ruiz-Rejon et al., 1980; Oliver et al., 1982), donde la
presencia de cromosomas B estd asociada a la expresion de un gen para esterasa, y
en Allium schoenoprasum (Plowman & Bougourd, 1994), donde estd afectada la
expresion de una proteina del endospermo. Mds recientemente, Tanic et al. (2005)
han demostrado la expresién diferencial, en individuos portadores de cromosomas B
del roedor Apodemus flavicollis, de tres fragmentos de cDNA: la subunidad 6b (zeta)
(CCT6B) de la chaperonina TCP-1, la triada de histidina fragil (FHIT) y un hipotético
transcrito del gen XP.

Los cromosomas B también afectan al patrén de actividad de las NORs de
los cromosomas A. En Locusta migratoria, los Bs ejercen un efecto par-impar sobre
los nucleolos en células en fase de diplotene, puesto que el nimero de nucleolos es
significativamente menor cuando los cromosomas B se encuentran en nimero impar
(Camacho et al., 2004). En la poblacidn de Torrox del saltamontes E. plorans ocurre
justo lo contrario, de manera que cuando los Bs se encuentran en numero impar, el
numero de nucléolos, observados en intercinesis, es mayor que cuando aparecen en
nuimero par, presentando ademas, un area nucleolar mayor en fase de leptotene
cuando los Bs estan presentes en nimero impar (Teruel et al., 2007). Asimismo, se
ha encontrado actividad nucleolar asociada a los cromosomas B en la poblacion de
Torrox en un 6.5% de las células en diplotene de los machos analizados (Teruel et al.,
2007); cuando la NOR asociada al cromosoma B estd activa, contribuye con mas del
25% al area nucleolar total de la célula, cuyo valor se mantiene y no difiere entre
aquellos machos que expresan la NOR del B y los que no la expresan, lo que sugiere
que el drea nucleolar total celular es un parametro estrictamente regulado en esta
especie (Teruel et al., 2009b).

Pero sin duda, uno de los efectos observados mas frecuentemente a nivel
celular es la asociacion entre la presencia de cromosomas B y la frecuencia de
recombinacion de los cromosomas A, medida por el nimero de quiasmas durante la
profase meidtica. La frecuencia de quiasmas suele incrementarse con la presencia de
cromosomas B, pero puede tener lugar el efecto contrario, o incluso ningln efecto.
Se han propuesto varias hipdtesis para explicar este fenédmeno; la primera es la
“hipotesis adaptativa”, segun la cual, cuando la frecuencia de quiasmas incrementa,
el resultado es un aumento en la variabilidad genética que permitiria una rapida
evolucién poblacional (Darlington, 1958; John & Hewitt, 1965; Hewitt & John, 1967),
mientras que cuando decrece, se mantendrian las combinaciones adaptativas de
genes (Fontana and Vickery, 1973). La segunda es la “hipétesis de los efectos
pasivos”, por la que los efectos que se producen sobre los quiasmas no serian mas
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gue una consecuencia inevitable propia de la presencia de ADN extrafio (Bell and
Burt, 1990). La tercera, la “hipétesis de la recombinacion inducible”, propuesta por
Bell and Burt (1990), sugiere que el incremento en la frecuencia de quiasmas es
estimulado por la presencia de los cromosomas B, como respuesta del genoma
hospedador, generandose progenie mas variable, alguna de la cual podria ser
resistente a la acumulacién de los Bs en la linea germinal. Camacho et al. (2002),
analizaron los efectos de los cromosomas B del saltamontes E. plorans en diferentes
estados de neutralizacion (parasiticos, parcialmente neutralizados y neutralizados) y
comprobaron que la intensidad del incremento en el nimero de quiasmas es mayor
cuanto mayor es el estado parasitico del B, un resultado que es compatible con la
teoria de la recombinacién inducible.

La frecuencia de quiasmas también se ve influenciada por el efecto par-
impar de los cromosomas B, es decir, dependiendo de que los Bs estén presentes en
el ndcleo celular en ndmero par o impar. En 1941, Darlington y Upcott observaron
que las plantas de maiz con nimero impar de cromosomas B presentaban un mayor
nuimero de quiasmas que las plantas con nimero par; fueron Jones & Rees en 1967
quienes describieron por primera vez el efecto par-impar en el centeno, puesto que
la varianza entre células para el nimero de quiasmas era significativamente mayor
en plantas con numero impar de cromosomas B que en aquellas con nimero par.
Pero el efecto par-impar no sélo afecta a la frecuencia de quiasmas. En el
saltamontes Eyprepocnemis plorans afecta negativamente a la fertilidad del
hospedador, de forma que los individuos con numero impar de cromosomas B
presentan una mayor frecuencia de macro- y microespermatidas que los que portan
un numero par (Teruel et al., 2009a). Otra prueba mas del efecto par-impar fue
aportada por Gorlov & Tsurusaki, en el afio 2000, cuando analizaron durante dos
afios consecutivos una poblacidn natural japonesa del opilién Metagagrella tenuipes,
observando que en el periodo comprendido entre junio y noviembre existia un
fuerte descenso en la frecuencia de los individuos que portaban un ndmero par de
cromosomas B, efecto que no se producia en los que presentaban un nimero impar,
efecto asociado a una susceptibilidad diferencial a parasitos protozoos.

Sin embargo, y aunque la mayoria de los efectos que provocan los Bs suelen
ser perjudiciales, se ha demostrado que algunos Bs pueden tener efectos
beneficiosos sobre los portadores cuando estan presentes en bajo nimero. Por
ejemplo, en varias especies de plantas, la presencia de Bs se ha asociado con un
incremento en el vigor o la velocidad de la germinacion (ver la tabla 3.2 de Jones &
Rees, 1982). Un caso concreto es el de Allium schoenoprasum, donde las semillas
gue portan cromosomas B sobreviven mejor hasta el estadio de plantula que las que
carecen de ellos (Holmes and Bougourd, 1989). Otro cromosoma B beneficioso para
los individuos portadores es el del hongo Nectria haematococca, ya que el B posee
genes que confieren resistencia a la pisatina, un antibiético producido por la planta
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(el guisante) parasitada por este hongo, mejorando asi la patogenicidad del hongo
(Miao et al., 1991a,b).

1.1.6. EVOLUCION

Inicialmente, un cromosoma B debe compartir la suficiente homologia en
estructura y secuencia con el cromosoma progenitor como para poder aparearse y
recombinar con él; pero los neo Bs recién originados deben estar predispuestos de
algun modo, a sufrir rdpidamente modificaciones estructurales, conformacionales o
de comportamiento, fallando asi la sinapsis con el cromosoma A progenitor. Esto
conduce a su aislamiento meidtico y degeneracidén por acimulo de mutaciones
mediante procesos andlogos al trinquete de Muller (fijacién irreversible de
mutaciones deletéreas en ausencia de recombinacién), lo que, a su vez, haria que se
aislara aun mas del resto de cromosomas (Green, 1990; Beukeboom, 1994), El
resultado es una dindmica continua de diferenciacion cromosémica y aislamiento
meidtico.

La diferenciacién de los cromosomas B consiste frecuentemente en su
heterocromatinizacion. Es concebible que este proceso sea parecido al que se
produce en el caso de los cromosomas A extra. Por ejemplo, en los casos de
polisomia, descritos en algunas especies de saltamontes (John & Hewitt, 1969;
Peters, 1981; Talavera et al., 1990), los cromosomas A adicionales estan restringidos
a la linea germinal, se generan de novo cada generacién a partir de no-disyuncion de
los autosomas, son heteropicnéticos y no se aparean con el cromosoma A del que
proceden. Esto indica que existen procesos celulares capaces de heterocromatinizar
rapidamente a los autosomas extra, amortiguando asi los posibles efectos
deletéreos de la presencia de tres (o mas) dosis génicas. Esto sugiere que la
diferenciaciéon de los neo-Bs puede ser muy rapida. Alternativamente, los Bs
originados interespecificamente estarian, desde el principio, bien diferenciados del
genoma que pasa a alojarlos.

Finalmente, en ausencia de apareamiento y recombinacion, los nuevos
cromosomas B degenerarian y terminarian siendo un acimulo de ADN repetitivo,
ribosémico, transposones y otros elementos genéticos egoistas (Camacho et al.,
2000).

Los cromosomas B requieren mecanismos de acumulacion desde su mismo
origen, a menos que aportaran alglin beneficio para los individuos portadores, lo
cual seria poco probable para un B de origen intraespecifico por la poca novedad
génica que aportaria este.
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Se han postulado dos modelos que tratan de explicar el mantenimiento de
los cromosomas B en las poblaciones, y ambos asumen que su frecuencia esta en
equilibrio en las poblaciones actuales, diferenciandose en las fuerzas que consiguen
ese equilibrio. Los modelos son:

1. Modelo parasitico (Ostergren, 1945; Nur, 1966, 1977) o egoista (Jones, 1985;
Shaw & Hewitt, 1990) segln el cual los Bs se mantienen gracias a su mecanismo
de acumulacién (que afectan positivamente a su frecuencia), a pesar de los
efectos deletéreos que provocan en sus portadores (que afectan negativamente
a su frecuencia).

2. Modelo heterético (Darlington, 1958; White, 1973) que sugiere que los Bs
carecen de acumulacién y se mantienen gracias a un equilibrio entre los efectos
beneficiosos que ejercen en los individuos portadores, cuando se encuentran en
bajo nimero, y el perjuicio que les provocan cuando estdn en nimero elevado.

La mayoria de los sistemas de cromosomas B estudiados hasta el momento
se ajustan al modelo parasitico (ver Camacho et al., 2000). Un buen ejemplo es el
caso del cromosoma PSR de la avispa parasitoide Nasonia vitripennis, comentado en
apartados anteriores. Pero también se ha demostrado la existencia de Bs que
presentan beneficios para los organismos portadores, como es el caso de la
resistencia a la roya conferida a la avena, o a la pisatina en Nectria haematococca,
donde los cromosomas B favorecen a los individuos portadores en las poblaciones
afectadas. Pero soélo en Allium schoenoprasum se ha analizado la dindmica
poblacional de los Bs y los resultados apoyan el modelo heterético. Estos
cromosomas B carecen de acumulacién pero las plantas portadoras sobreviven
mejor en el habitat natural que las no portadoras, desde semilla a plantula (Holmes'y
Bougourd, 1989), puesto que los cromosomas B incrementan la tasa de germinacién
bajo condiciones de sequia (Plowman & Bougourd, 1994).

En los cromosomas B que no presentan acumulacién, su mantenimiento
podria explicarse tanto por el modelo heterdtico, a semejanza de A. schoenoprasum,
como por la neutralizacién de un cromosoma B parasitico. Este Ultimo caso se ha
demostrado en el saltamontes E. plorans, que presenta un sistema polimorfico de
cromosomas B con mas de 50 tipos diferentes; la variante de B mas ampliamente
extendida por toda la Peninsula Ibérica y Marruecos es el cromosoma B, a partir del
cual han surgido todos los demas. En la provincia de Granada y en el este de Malaga
predomina B,, en la zona de Fuengirola (Malaga) Bs y en Torrox (Malaga), Bs. Los
demas tipos son Bs que aparecen de forma esporddica y no son frecuentes en las
poblaciones. Mediante cruzamientos controlados en el laboratorio y el anélisis de la
meiosis en los dos sexos, Lépez-Ledn et al. (1992a) concluyeron que tanto B;, como
B,y Bs carecian de acumulacién, ya que mostraban una tasa de transmisién cercana
a 0.5. Tampoco observaron efectos significativos sobre la aptitud en las poblaciones
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de Jete y Salobrefia (1992b). Sobre esta base, Camacho et al. (1997) denominaron
casi-neutros a estos cromosomas B. Sin embargo, cruzamientos controlados
interpoblacionales mostraron la existencia de acumulacién de B, en ciertas
circunstancias, puesto que cuando una hembra portadora de un B se cruzaba con
machos 0B de su misma poblacidn, la tasa de transmisién era cercana a 0.5, pero si
eran cruzadas después con machos OB de una poblacidn carente de Bs, entonces la
hembra mostraba acumulacién (Herrera et al., 1996). Esta ausencia de acumulacion
en las poblaciones con B podria deberse a la existencia de genes supresores de la
acumulacion (como ya predijo Shaw en 1984), que habrian evolucionado en los As
como respuesta a la carga que supone para un genoma albergar material genético
que no le aporta ningun beneficio. Otras evidencias de la existencia de genes
supresores de la acumulacién de los cromosomas B han sido demostradas en el
hemiptero Pseudococcus afinis (Nur y Brett, 1985, 1987, 1988), el saltamontes
Myrmeleotettix maculatus (Shaw y Hewitt, 1985b; Shaw et al., 1985), el centeno
(Mintzing, 1954; Romera et al., 1991; Jiménez et al., 1995), la graminea Festuca
pratensis (Bosemark, 1954), el maiz (Carlson, 1969; Rosato et al., 1996; Gonzalez-
Sanchez et al., 2003) y Aegilops speltoides (Cebria et al., 1994). Hasta ahora, no se ha
conseguido localizar o identificar molecularmente ninguno de estos genes. Su
existencia implica una carrera de armamentos entre los cromosomas B y sus
hospedadores, en el sentido que predice la hipdtesis de la Reina Roja: unos y otros
sufren adaptaciones encaminadas a contrarrestarse mutuamente (Van Valen, 1973).

La existencia de acumulacién en los Bs de E. plorans era un indicio a favor
de que, originalmente, los cromosomas B de este saltamontes eran parasiticos, por
lo que los Bs que habian sido descritos como casi-neutros son realmente
cromosomas B parasiticos que han sido neutralizados por el genoma hospedador.

Mediante estudios de simulacién, Camacho et al. (1997) demostraron que
los Bs casi-neutros no pueden invadir una poblacién, y que no pueden mantenerse
indefinidamente en las poblaciones debido al efecto combinado de la deriva
genética y la seleccién contra los individuos portadores de un alto nimero de Bs, de
modo que propusieron el siguiente ciclo de vida de un B casi-neutro que se compone
de tres etapas:

1. Invasion, una fase que dura sélo unas decenas de generaciones durante la
cual el B muestra acumulacién.

2. Supresién de la acumulacién, una fase que llevaria decenas o centenas de
generaciones, dependiendo del nimero de genes supresores y del coste en
aptitud de la supresién).

3. Pérdida del B por deriva genética y seleccion contra los individuos
portadores de muchos Bs, que llevaria cientos o miles de generaciones.
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Pero puede ocurrir que, por mutacion, el B casi-neutro se convierta en un
nuevo B que si presente acumulacion y que sustituya al casi-neutro, regenerando el
polimorfismo y cerrando un ciclo que puede repetirse mas veces (figura 1.1).

De cualquier modo, la duraciéon de la vida de un cromosoma B puede llegar
a alargarse tanto que llegue incluso a sobrevivir a eventos de especiacién, como
sugiere la presencia de cromosomas B en especies estrechamente relacionadas,
como es el caso descrito por Niwa & Sakamoto (1995), quienes sugirieron un origen
monofilético para los cromosomas B de Secale segetale y S. cereale, basdndose en el
apareamiento en la meiosis entre Bs procedentes de ambas especies en cruces
hibridos interespecificos. Los resultados recientes, estimando la edad minima de los
Bs del maiz en 2 millones de afios (Lamb et al. 2007) y de los de L. migratoria en
750.000 afios (Teruel et al., 2010a), sugieren que los cromosomas B pueden tener
una persistencia lo suficientemente larga como para atravesar pasajes evolutivos de
divergencia filogenética.
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1.2. OBJETIVOS

1. Averiguar las relaciones filogenéticas entre las subespecies Eyprepocnemis
plorans plorans y Eyprepocnemis plorans meridionalis, asi como las de esta
especie con otras cuatro especies de la subfamilia Eyprepocnemidinae:
Eyprepocnemis unicolor, Heteracris adspersa, Heteracris pterosticha vy
Shirakiacris shirakii.

2. Determinar una edad maxima para el origen del sistema de cromosomas B del
saltamontes Eyprepocnemis plorans.

3. Evaluar la idoneidad de los marcadores ISSR para los estudios genéticos de
poblaciones de saltamontes.

4. Conocer si la distribucién geografica de los cromosomas B de E. plorans en las
poblaciones del sur y sureste de la Peninsula Ibérica esta relacionada con la
variabilidad genética, estructura poblacional y flujo génico observados en dichas
poblaciones.

5. Analizar la dindmica de invasién de un cromosoma B introducido artificialmente
en una poblacién natural de E. plorans, que carecia de dichos cromosomas.

6. Averiguar la dindmica espacial y temporal de la sustitucion de la variante B, por
la variante By, en las poblaciones limitrofes a Torrox, donde se origind B,,.

7. Investigar si el cromosoma B de Eyprepocnemis plorans contiene secuencias ISSR
especificas.
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2.1. MATERIAL BIOLOGICO

Esta Tesis Doctoral se ha centrado principalmente en el sistema de
cromosomas B del saltamontes Eyprepocnemis plorans, subespecie plorans (figura
2.2) pero, para algunos capitulos, hemos utilizado también ejemplares de la
subespecie meridionalis de E. plorans, asi como de otras especies pertenecientes a la
familia Eyprepocnemidinae (orden Orthoptera). En conjunto, las especies utilizadas
han sido Eyprepocnemis unicolor y Eyprepocnemis plorans (subs. plorans plorans y
plorans meridionalis), Heteracris adspersa, Heteracris pterosticha y Shirakiacris
shirakii. A continuacién podemos ver la clasificacién taxondmica de las distintas
especies utilizadas:

Orden Orthoptera
Suborden Caelifera
Superfamilia Acridoidea
Familia Acrididae
Subfamilia Eyprepocnemidinae
Género Eyprepocnemis
Especie Eyprepocnemis unicolor
Especie Eyprepocnemis plorans
Subespecie Eyprepocnemis plorans meridionalis
Subespecie Eyprepocnemis plorans plorans
Género Heteracris
Especie Heteracris adspersa
Especie Heteracris pterosticha
Género Shirakiacris

Especie Shirakiacris shirakii

Los especimenes pertenecientes a la subespecie Eyprepocnemis plorans
plorans han sido capturados en diferentes poblaciones de las provincias espafolas
de Albacete, Murcia, Granada y Malaga, en la poblacién marroqui de Smir (material
cedido por el Dr. Mohamed Bakkali), en la poblaciéon griega de Variko (material
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proporcionado por Dragan Chobanov) y en Hrazdan, en Armenia (material cedido
por el Dr. Alexander G. Bugrov). El resto del material, también cedido por el Dr.
Alexander G. Bugrov, ha sido recolectado en diferentes localidades rusas: los
especimenes de Eyprepocnemis unicolor fueron capturados en Tajikistan, cerca de la
ciudad de Kurgan-Tube, Heteracris adspersa y Heteracris pterosticha en Dhagestan,
al norte del Calcaso, cerca de Sulak, y Shirakiacris shirakii en Primorskij Kray, cerca
de Slavyanka. Eyprepocnemis plorans meridionalis fue recolectado en Springbok,
Sudafrica (figura 2.1).

- Prmurskj,Kani ;
S Daghestdn

Sudsfrica

Figura 2.1. Regiones donde ha sido recolectado el material utilizado en esta Tesis
Doctoral.
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En la Peninsula Ibérica hemos muestreado siete poblaciones de la costa
andaluza (figura 2.3) y cinco del interior (figura 2.9). Concretamente, las poblaciones
muestreadas han sido:

e Algarrobo, Torrox, Nerja0O, Nerjal, Tetuan y Maro, en Malaga (figuras
2.4-2.7).

e Salobrefia, en la provincia de Granada (figura 2.8).

e (Claras, El Gallego, Socovos y Mundo, en la provincia de Albacete
(figuras 2.10-2.13).

e Calasparra, en la provincia de Murcia (figura 2.14).

Un resumen del material biolégico empleado en la realizaciéon de los
diferentes experimentos llevados a cabo se presenta en la tabla 2.1.

Figura 2.2. Macho y hembra de Eyprepocnemis plorans plorans.
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Figura 2.4. Vista aérea de la poblacién de Algarrobo en Malaga.
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Figura 2.6. Vista aérea de las poblaciones de NerjaOy Nerjal en Malaga.
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Figura 2.8. Vista aérea de la poblacién de Salobrefia en Granada.
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Fechas delas imégenes: 13d

Figura 2.10. Vista aérea de la poblacién de Claras en Albacete.
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Figura 2.12. Vista aérea de la poblacién de Socovos en Albacete.
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Figura 2.14. Vista aérea de la poblacidn de Calasparra en Murcia.
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La presencia de cromosomas B ha sido determinada en todos los individuos
correspondientes a la subespecie Eyprepocnemis plorans plorans, capturados en la
Peninsula Ibérica, para hacer un seguimiento de la evolucién de la frecuencia de
cromosomas B en las diferentes poblaciones analizadas (ver capitulo 6).

2.2. METODOLOGIA Y TECNICAS EMPLEADAS

Los individuos adultos, capturados en las poblaciones naturales, se fijaron o
se cultivaron en el laboratorio en cajas de madera con ciclos de luz-oscuridad de 12
horas a una temperatura media de 25 °C y una humedad del 30%, siendo
alimentados con lechuga iceberg o hierba cortada directamente del campo y agua.

2.2.1. TECNICAS CITOGENETICAS

2.2.1.1. Fijacién del material

El procedimiento de fijacidn fue diferente dependiendo de si se trataba de
machos, de hembras o de embriones.

+» Fijacion de los machos

La diseccion de los individuos se realiza practicando una incisién transversal
en la regién dorsal del abdomen del macho, por la que se extraen los foliculos
testiculares que se sumergen inmediatamente en una solucion fijadora de
etanol:acético en una proporcién 3:1. Dos horas mas tarde se reemplaza el fijador
por una solucién nueva con objeto de eliminar todos los restos de grasa asociada
inicialmente al testiculo. Por otra parte, los cuerpos se envuelven en papel de
aluminio, se etiquetan y se introducen en nitrégeno liquido para proceder a su
conservacion para estudios moleculares. Los foliculos testiculares se almacenan a
4 °C hasta su utilizacién y los cuerpos se mantienen a -80 2C para la posterior
extraccién del ADN gendmico.

+* Fijacion de las hembras

Seis horas antes de la diseccién de las hembras, inyectamos en su abdomen
una solucidén de colchicina al 2% en solucién salina. Transcurrido este periodo de
tiempo, abrimos una incision longitudinal en el abdomen de la hembra. Para dejar a
la vista el interior, colocamos a la hembra sobre poliestireno expandido (poliexpan o
corcho blanco) y separamos las paredes del abdomen ayudandonos con agujas
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entomolégicas; usando una lupa binocular, localizamos las ovariolas y las llevamos a
una solucion de etanol:acético en una proporcién 3:1. Dos horas mas tarde
procedemos a renovar el fijador de las ovariolas por una solucién fresca. Las
ovariolas fijadas se conservaron a 4 2C hasta su uso y los cuerpos se congelan a
-80 2C para preservar su ADN.

+* Fijacion de embriones

Realizamos la fijacion de los embriones seguln el protocolo descrito por
Lépez-Ledn et al. (1991) pero con algunas modificaciones.

Tras recoger las puestas de huevos de las hembras gravidas, éstas fueron
incubadas en una estufa a 27 2C en placas de Petri con vermiculita himeda para
permitir el desarrollo embrionario durante un periodo de 10 a 14 dias, tras los cuales
eran fijados para su estudio citogenético. Para ello, disecciondbamos la puesta,
separabamos los huevos y los introduciamos en una placa de Petri llena de soluciéon
salina.

Algunos embriones se fijaron completos para su estudio citogenético
(opcidén 1), pero otros fueron fijados en parte y, el resto, congelado para estudios
moleculares (opcion 2).

En la opcidn 1 utilizamos las puestas incubadas durante 10 dias y, una vez
extraidos todos los embriones de los huevos, los pasamos todos juntos a un pocillo
de vidrio con 1 ml de colchicina al 0,1% en solucidn salina, donde los mantenemos
durante 2 horas, con objeto de conseguir un mayor acimulo de metafases.

En la opcién 2 empleamos puestas que fueron incubadas durante 14 dias,
para que los embriones fuesen de mayor tamafio, lo que facilitaba su manejo y la
separacion de cuerpo y cabeza. El cuerpo lo pasamos a un tubo de 200 pl que
guardamos a -80 2C y la cabeza la colocamos individualmente sobre una gota de
20 pl de colchicina al 0,1% donde permanecia 2 horas (reponiendo la solucién
periddicamente para evitar que se secara).

Transcurrido el tratamiento con colchicina, el procedimiento fue el siguiente:

= Enla opcidn 1, se afiade 1 ml de agua destilada al pocillo donde habiamos
depositado todos los embriones.

= En la opcién 2, afiadimos 20 ul de agua destilada sobre cada una de las
gotas de colchicina que alberga a cada cabeza.

Dindmica espacial y temporal de los cromosomas B del saltamontes Eyprepocnemis plorans
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El agua destilada afiadida a la colchicina provoca un choque osmético en las
células del embridn, facilitando la eliminacién del citoplasma y la separacién de los
cromosomas. La duracion del choque osmético, que suele ser de entre 10 y 20
minutos, tiene que estar controlada ya que, si nos pasamos, podemos provocar la
separacion de las cromdatidas hermanas e incluso la rotura de las células, dificultando
la posterior observacidon al microscopio. Transcurrido este periodo, los embriones
que han permanecido en un pocillo (opcién 1) son transferidos, todos juntos, a un
tubo de 5 ml con una solucién de etanol:acético (3:1) y las cabezas (opcién 2) son
transferidas, de forma individual, a tubos de 200 ul, también con etanol:acético
(3:1). Este material lo mantendremos a 4 2C hasta su estudio citoldgico.

Durante el proceso de fijacion de los embriones se anotan tanto el nimero
de huevos de la puesta como el nimero de embriones obtenidos, para
posteriormente hacer estudios de fertilidad de las hembras.

2.2.1.2. Obtencidn de las preparaciones

+»* Preparaciones de foliculos testiculares o de ovariolas
» Con acido acético al 50%

Preparamos 4cido acético al 50% y colocamos una gotita sobre un
portaobjetos, donde depositamos dos o tres foliculos testiculares u ovariolas. A
continuacién, con un macerador plano, golpearemos hasta disgregar el material y
colocaremos un cubreobjetos sobre el material machacado. Con un papel de filtro y
ayudandonos de una lanceta, eliminaremos las burbujas de aire que se hayan
formado entre porta- y cubreobjetos y el exceso de fijador. Después presionaremos
sobre el cubreobjetos con varios trozos de papel de filtro para conseguir obtener los
cromosomas en un Unico plano y que no nos aparezcan superpuestos al microscopio.
Las dejaremos secar durante unos 10 minutos y pasado este tiempo, las
introduciremos en nitrégeno liquido para que el material se quede adherido al
portaobjetos; con ayuda de una cuchilla quitaremos el cubreobjetos y las dejaremos
secar colocadas en un coplin.

> Con orceina acética al 2%

Procedemos como en el caso anterior, pero hacemos la preparacién sobre
una gota de orceina acética al 2% en vez de sobre la de 4cido acético al 50% v, sin
separar el cubreobjetos, observamos la preparacion al microscopio.

Dindmica espacial y temporal de los cromosomas B del saltamontes Eyprepocnemis plorans
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+* Preparaciones de embriones

Las preparaciones de embriones se realizaron segun la técnica de Meredith
(1969). Ayudandonos con una lanceta, cogemos un embrién y lo depositamos en un
tubo de ensayo de fondo cénico donde afiadimos 20 pl de acido acético al 75%.
Pipeteamos varias veces para conseguir disgregar completamente el embrién vy, a
continuacién, recogemos con la pipeta los 20 ul de material disgregado vy, sobre un
portaobjetos, que previamente hemos calentado sobre un termoblock a 60 2C,
depositamos lentamente el material y lo volvemos a recoger, repitiendo este
proceso 8 veces, de manera que cuando hayamos terminando, tendremos 8 gotas de
material repartidas por el portaobjetos. Dejamos secar durante unos minutos sobre
el termoblock para que el material quede bien adherido. Estas preparaciones
pueden guardarse a -20 2C, pero no mas de dos dias.

+* Frotis de hemolinfa

Realizamos estas preparaciones mediante la técnica descrita por Cabrero et
al. (2006). Con una aguja estéril, pinchamos al saltamontes en la regién ventral a
nivel del tercer par de patas, de donde obtendremos una gotita de hemolinfa que
depositaremos en la mitad superior de un portaobjetos. Ayudandonos con otro
portaobjetos, extendemos la gota a lo largo de todo el portaobjetos y dejamos secar
unos minutos. Una vez seca, cubrimos toda la superficie de la preparacidon con
etanol:acético (3:1) y la mantenemos en posicién horizontal durante 10 minutos.
Para terminar, lavamos la preparacién con agua destilada abundantemente y la
dejamos secar, manteniéndola a 4 °C.

2.2.1.3.Bandeo C

La técnica del bandeo C (Santos & Giraldez, 1978) permite poner de
manifiesto la presencia y localizaciéon de la heterocromatina constitutiva en los
cromosomas, por lo que resulta muy Util para caracterizar los tipos de cromosomas B
de cada individuo. Partimos de preparaciones de adultos hechas con acido acético al
50% o de preparaciones de embriones realizadas segin la técnica de Meredith
(1969), anteriormente descrita. El procedimiento es el siguiente:

1. Colocamos las preparaciones en un coplin con 4cido clorhidrico al 2%, a

28 9oC, durante 30 minutos. Finalizado este tiempo, se lavan
abundantemente con agua.

Dindmica espacial y temporal de los cromosomas B del saltamontes Eyprepocnemis plorans
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2. Las pasamos a otro coplin que contiene una solucién saturada de
hidréxido barico al 5% (5 g de Ba(OH), en 100 ml de agua), a 28 °C,
durante un tiempo previamente establecido para cada material. A
continuacidn se realizan tres lavados consecutivos: agua, acido clorhidrico
y agua nuevamente.

3. Una vez realizados los lavados, las introducimos en otro coplin que
contiene una solucién de 2x SSC, a 60 2C, durante una hora, tras lo que las
volvemos a lavar abundantemente con agua.

4. Procedemos a su tincién con Giemsa diluida al 5% en tampén fosfato. El
tiempo de tincién depende del material y se calcula para cada bandeo
empleando inicialmente dos o tres preparaciones. A continuacidn, las
lavamos con abundante agua y las dejamos secar a temperatura ambiente
en posicion vertical.

5. Para finalizar, montamos las preparaciones con DPX (BDH Laboratory
Supplies).
2.2.1.4. Hibridacidn in situ fluorescente (FISH)

Hemos seguido el protocolo descrito por Cabrero et al. (2003c), que
describimos a continuacién.

++» Marcaje de la sonda

Para caracterizar los cromosomas B, hemos realizado hibridacion in situ
fluorescente (FISH) empleando dos sondas distintas:

1. rDNA (pTa71 de Triticum aestivum, Gerlach & Bedbrook, 1979) marcado con
fluorogreen (fluogreen-11-dUTP).

2. ADN satélite (180 pb) de E. plorans (Lépez-Ledn et al., 1994a, 1995)
marcado con tetrametilrodamina-11-dUTP.

Marcamos la sonda por el método de nick translation, segin la siguiente

reaccion:

Dindmica espacial y temporal de los cromosomas B del saltamontes Eyprepocnemis plorans
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Reactivo de marcaje Cantidades
ACG no marcado 5l
10x NTB 5l
DTT 1ul
dTTP 1ul
tetrametilrhodamine-11-dUTP / 1l

fluorogreen-11-dUTP (ROCHE)

ADN polimerasa I/ DNAsa | (Invitrogen) 5ul(2.5U)

ADN muestra lpg
Agua ultrapura Completar hasta 50 pl

El volumen total de esta reaccion se incuba a 15 2C durante 3 horas en un
termociclador.

+»* Precipitacion de la sonda

Finalizado el proceso de marcaje, pasamos todo el volumen de reacciéon a un
tubo de 1.5 ml para precipitarla:

=  Paradetener la reaccién, afiadimos 5 pl de EDTA 0.5 M, pH 8.0.

= Precipitamos el ADN con 5 pl de acetato sédico 3M y 150 pl de etanol
absoluto frio y lo agitamos enérgicamente. Lo dejamos precipitar a -20 2C
hasta el dia siguiente.

= Centrifugamos a velocidad maxima (14.000-16.000 rpm) durante 30
minutos a 4 2Cy descartamos el sobrenadante.

= Afladimos 150 pl de etanol frio al 70%.

= Centrifugamos nuevamente a velocidad maxima durante 30 minutos a 4 2C
y descartamos el sobrenadante.

= Dejamos secar la sonda precipitada en oscuridad y resuspendemos en 20 pl
de TE pH 8,0.

= Conservamos la sonda marcada a -20 C.

+* Permeabilizacién del material

Este proceso sélo se lleva a cabo cuando usamos preparaciones de foliculos
testiculares, con objeto de eliminar el citoplasma y facilitar el acceso de la sonda.
Para ello, se incuban las preparaciones con 100 ul de pepsina a 50 ug/ml en HCl
0,01N en una cdmara humeda, durante unos minutos, hasta la digestion completa
del citoplasma, tras lo cual se lavan abundantemente con agua destilada y se dejan
secar al aire.

Dindmica espacial y temporal de los cromosomas B del saltamontes Eyprepocnemis plorans
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+» Deshidratacion y envejecimiento de las preparaciones

Previamente a la reaccién de hibridacién, las preparaciones se deshidratan
en una serie de alcoholes al 70% (3 min.), 90% (5 min.) y 100% (8 min.). Se dejan
secar al aire y se envejecen en una estufa a 60 2C durante toda la noche anterior a la
hibridacidn.

+¢* Reaccion de hibridacion
La técnica de hibridacién in situ se llevd a cabo segun el siguiente protocolo:

=  Afiadimos 200 pl de RNasa A (100 pg/ml en 2x SSC) a las preparaciones y las
dejamos incubando a 37 2C durante 2 horas; de este modo eliminamos el
ARN presente en la preparacion para que la reaccion de hibridacién sea mas
especifica.

= Realizamos tres lavados en agitacidon con 2x SSC a temperatura ambiente
durante 5 minutos cada uno.

*  Fijamos las preparaciones en paraformaldehido al 4% (w/v) durante 10
minutos y realizamos tres lavados en 2x SSC de cinco minutos cada uno en
agitacion.

= Deshidratamos con una serie de alcohol etilico al 70%, 90% y 100%
introduciendo sucesivamente las preparaciones en cada uno de ellos
durante 5 minutos.

= Preparamos la reaccion de hibridacidn del siguiente modo:

Reaccion de Hibridacion Cantidades
Formamida 12 pl
Dextran sulfato 50% 6 ul
20x SSC 1.5u
10% SDS 0,5 pl
ADN de esperma de salmon (SS) 1ul
Sonda 100-250ng
Agua ultrapura Completar hasta 30 pl

Desnaturalizamos la sonda calentando la reaccién de hibridaciéon a 70 2C
durante 10 minutos manteniéndola posteriormente en hielo durante 5 minutos.

Finalmente, desnaturalizamos los cromosomas colocando la preparacion en
un termoblock con humedad a 80 eC, donde le afadimos la mezcla de hibridacién.
Colocamos un cubreobjetos de parafina sobre la preparacién y la mantenemos en el
termoblock aproximadamente unos 6-7 minutos. Pasado este tiempo, incubamos las
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preparaciones con la mezcla de hibridacién en una cdmara humeda con 2x SSC a
37 9C durante toda la noche.

Posteriormente, realizamos un proceso de diferentes lavados en oscuridad
para eliminar los restos de sonda que no hayan hibridado y montamos las
preparaciones. El procedimiento es el siguiente:

= Se realizan dos lavados a 37 2C en agitacion con 2x SSC, y una vez a
temperatura ambiente.

= Se procede a la contratincién del material, introduciendo primero las
preparaciones en 4x SSC/Tween 20, durante 5 minutos, y tifilendo luego con
100 pl de DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindole) a la concentracién de
20 pg/ml en tampdn Mcllvaine pH 7,0, a temperatura ambiente.

=  Lavamos ligeramente con 4x SSC/Tween 20.

=  Finalmente montamos la preparacion con un antifading (Vectashield) y las
mantenemos en oscuridad a 4 °C.

= Las preparaciones fueron visualizadas en un microscopio Nikon Optiphot.

2.2.2. ANALISIS DE LA FRECUENCIA DE CROMOSOMAS B

Para detectar la presencia de cromosomas B en individuos portadores y
determinar de qué tipo de B se trata, el procedimiento que seguimos es el siguiente:

= Enlos machos, mediante preparaciones de foliculos testiculares con orceina
acética, detectamos al microscopio la presencia de cromosomas B (figura
2.15) y mediante bandeo C caracterizamos el tipo de B con preparaciones
con acético al 50% (figura 2.16).

= En hembras, la deteccién del cromosoma B se realiza con preparaciones de
hemolinfa pero el tratamiento que se les aplica depende de la procedencia
de la hembra: las preparaciones de aquellas capturadas en la costa (cuyos
Bs son ricos en ADN satélite) son tratadas con bandeo C mientras que las
procedentes del interior (con Bs ricos en ADN ribosdmico) son tratadas con
cromomicina A; (Cabrero et al., 2006). La determinacion posterior de la
variante de cromosoma B se realiza con preparaciones de ovariolas con
acético al 50% a las que se les aplica bandeo C (figura 2.17).

= En embriones las preparaciones se realizan segun la técnica de Meredith

(1969) descrita anteriormente a las que posteriormente se les realiza
bandeo C.
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Figura 2.16. Espermatocito
primario en diplotene de un
macho con un cromosoma By,
(Torrox, Midlaga) obtenido
mediante aplastamiento de
foliculos testiculares en dcido
acético y sometido a la técnica de
bandeo C.
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Figura  2.15. Espermatocito
primario en diplotene de un
macho con un cromosoma B (El
Gallego) obtenido mediante
aplastamiento  de  foliculos
testiculares en orceina acética.

Figura 2.17. Metafase mitdtica de
una hembra con dos cromosomas
B,s (Torrox, Malaga) obtenido
mediante aplastamiento de tejido
de las paredes de las ovariolas en
acido acético y sometido a la
técnica de bandeo C.
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2.2.3. TECNICAS MOLECULARES
2.2.3.1. Extraccion de ADN gendmico a partir de cuerpos

Para extraer ADN genémico hemos utilizado el Kit GenElute® Mammaliam
Genomic DNA minipreps de SIGMA (G1N70), siguiendo las recomendaciones del
fabricante, aunque introduciendo ligeras variaciones:

+» Extraccion a partir de individuos adultos

= Disgregamos el cuerpo de los individuos (descartando las alas y el
abdomen) mediante congelacién en nitrégeno liquido y machando el
material en un mortero hasta la obtencién de un polvo muy fino.

= Afiadimos 180 pl de Lysis Solution T y 20 ul de Proteinasa K (a una
concentracion de 20 mg/ml) y agitamos con un vortex.

= Incubamos la muestra a 60 2C durante 2 horas y agitamos levemente con el
vortex periédicamente durante este tiempo.

= Afiadimos 20 ul de RNasa e incubamos a temperatura ambiente durante 2
minutos.

= Afiadimos 200 pl de la solucién Lysis Solution Cy agitamos con un vortex.

= Incubamos la muestra a 70 2C durante 10 minutos.

= Afiadimos 200 pl de etanol absoluto y agitamos con un vortex durante
varios segundos.

= A continuacién, equilibramos la columna para el aislamiento del ADN con
500 pl de Column Preparation Solution, centrifugando 2 minutos a 12.000 x
g y descartando el sobrenadante.

= Transferimos el contenido de nuestra muestra a la columna vy
centrifugaremos a 6.500 x g durante 2 minutos.

= Lavamos la columna con 500 pl de Wash Solution y centrifugamos a 6.500 x
g durante 2 minutos, descartando el sobrenadante.

= Realizamos un segundo lavado, afiadiendo otros 500 ul de Wash Solution y
centrifugando esta vez a 12.000 x g durante 3 minutos para eliminar el
exceso de etanol.

= Afiadimos 100 ul de Elute Solution e incubamos durante 5 minutos.
Centrifugamos a 6.500 x g durante 1 minuto y guardamos el ADN a -20 °C.
Podemos repetir una segunda vez este paso puesto que sigue quedando
ADN adherido a la columna, obteniendo una segunda elucién algo menos
concentrada que la primera.
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«»+ Extraccion de ADN de embriones y de foliculos testiculares de machos
adultos

Depositamos el cuerpo congelado del embrién en un tubo de 1.5 ml y
afiadimos nitrégeno liquido. Introducimos una aguja de hacer lana en el tubo y
machacamos el cuerpo, al que acto seguido afiadimos 180 ul de la solucién Lysis
Solution T.

En el caso de foliculos testiculares, que estan fijados en etanol:acético (3:1),
debemos tomar de dos a tres foliculos e introducirlos en un tubo de 1.5 ml al que
afiadimos nitrégeno liquido. Igualmente, machacamos con una aguja de hacer lana
el material y afiadimos 180 pl de Lysis Solution T.

En ambos casos, una vez afiadida la Lysis Solution T, pipeteamos
repetidamente para disgregar el material y adicionamos 20 pl de proteinasa K a 20
mg/ml.

El resto del proceso es el mismo que el indicado para la extraccion de ADN
de individuos adultos, explicado anteriormente, excepto el ultimo paso, donde
afiadiremos 50 pl de Elute Solution en lugar de 100 ul puesto que la concentracion
del ADN extraido en el caso de embriones y foliculos testiculares es menor que para
cuerpos de individuos adultos.

2.2.3.2. Cuantificacion de ADN con fluorimetro

Para cuantificar la cantidad de ADN gendmico extraido hemos empleado un
minifluorimetro TBS-380 de Turner Biosystems con miniceldas de vidrio de un
volumen de 75-250 pl. Su sensibilidad es de hasta 1 ng/ml de ADN utilizando el
colorante PicoGreen (Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Kit; Molecular Probes,
Invitrogen). El protocolo que debemos seguir para realizar la cuantificacién es el
siguiente:

= Diluimos 1:1000 las muestras en TE pH 7,4 (1 pl muestra en 999 pl TE).

= Preparamos la solucién de trabajo de PicoGreen. Para ello diluimos el stock
1:200 en TE (o en el Buffer B que trae el kit). Esta solucidn debe prepararse
justo antes de su utilizacion.

Ne de Volumen Dilucion de TEpH7,40
muestras Final (ul) PicoGreen (pl) Buffer B
1 50 0.25 49.75
10 500 2.5 497.5
20 1000 5 995
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= Preparamos la mezcla que introducimos en la cubeta de vidrio. Debemos
incubarla en oscuridad durante 5 minutos antes de hacer la cuantificacion:

Reactivo Volumen (ul)
Dilucién de ADN 2
TEpH 7,4 48
Solucién de trabajo de PicoGreen 50
Volumen final 100
Factor de dilucion 50

= Se recomienda preparar un control positivo (para ver si la medicion es
correcta) y negativo (para medir la autofluorescencia). El blanco se prepara
de igual manera que las muestras que vamos a cuantificar pero afiadiendo
agua ultrapura en lugar de la dilucion de ADN. Para preparar el control
positivo empleamos:

Reactivo Volumen (ul)
ADN patron 50
Solucion de trabajo de picogreen 50
Factor de dilucion 50
Concentracion final (ng/ml) 100

=  Para realizar la cuantificacidén, introducimos la cubeta de vidrio en el
fluorimetro y tomamos tres medidas de los resultados. El valor con el que
trabajaremos sera la media de esos tres valores.

= La media se debe multiplicar por los diferentes factores de diluciéon que
hemos ido acumulando a lo largo de la preparacion de las muestras para
obtener la concentracion en ng/ul.

2.2.3.3. Electroforesis en geles de agarosa

Para cuantificar la cantidad de ADN gendmico resultante de una extraccion,
utilizaremos un gel de agarosa al 1% en 1x TBE (w/v) y para visualizar los productos
de PCR emplearemos una concentracion mayor, del 1,5%. El tamafio del gel
dependerd del tamafio y cantidad de nuestras bandas, preparandose del siguiente
modo:

e Calentamos la agarosa en TBE en el microondas hasta su completa
disolucién y esperamos un par de minutos a que se enfrie.

e Afadimos 3 pl de SYBR safe DNA gel stain (Invitrogen) por cada 40 ml de
solucidn y agitamos para homogenizar la mezcla.
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Vertemos la agarosa en la bandeja de la cubeta de electroforesis, dejando
enfriar hasta su solidificacién. La electroforesis en gel de agarosa con TBE 0.5x se
realizé con un volumen de entre 2 a 8 pl de ADN dependiendo de si se trataba de
ADN gendmico o producto de PCR y un volumen apropiado de tampdn de carga 6x.
El marcador de peso molecular utilizado fue HyperLadder Il (BIOLINE). El voltaje y el
tiempo utilizados para la electroforesis dependié del tamafio del gel utilizado. En el
caso de minigeles (40 ml) fueron 95 V durante 45 minutos y para geles mas grandes
(100-150 ml) 110 V durante 3 horas.

2.2.3.4. Visualizacion de los geles

Los geles fueron visualizados en un transiluminador Visi-Blue UVP modelo
VB-26 asi como en un sistema de documentacion de geles de Bio-Rad “Gel Doc XR
(170-8170) and ChemiDoc XRS (170-8070, 170-8071)".

2.2.3.5. Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Mediante PCR hemos amplificado tres fragmentos pertenecientes al
genoma mitocondrial de todas las especies empleadas en esta Tesis Doctoral y
diferentes marcadores ISSRs del genoma de E. plorans plorans.

+» Secuencias mitocondriales

Hemos amplificado dos fragmentos del gen que codifica para la enzima
Citocromo Oxidasa | (COI) y un fragmento del gen que codifica para la subunidad V
de la enzima NADH-deshidrogenasa (ND5):

e Los dos amplicones correspondientes al gen COI presentan 371y 307 pb:

=  Amplicdn de 371 pb (que denominaremos de ahora en adelante como COI,
figura 2.18): hemos empleado los cebadores C1-J-1763 (también llamado
UEA3 o Gof, cebador directo) y C1-N-2087 (también llamado UEA4 o Douda,
cebador reverso).

= Amplicon de 307 pb (que denominaremos COl-Leu): amplificado con los
cebadores C1-J-2753 (también llamado UEA9 o Steve, cebador directo) y TL2-
N-3014 (también llamado UEA10 o Pat, cebador reverso). El cebador TL2-N-
3014 ancla en el gen que codifica para el ARN transferente de la Leucina
(figura 2.18).
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C1-)-1763 C1-J-2753

ND2

C1-N-2087 TL2-N-3014

Figura 2.18. Esquema de las regiones amplificadas mediante el uso de las parejas de

cebadores C1-J-1763/C1-N-2087 (denominada COI) y C1-J-2753/TL2-N-3014 (denominada
COl-Leu).

El amplicén obtenido a partir de la subunidad V del gen que codifica para la
enzima NADH-deshidrogenasa (ND5), de ahora en adelante denominado Nad5

(figura 2.19), presenta 688 pb y ha sido obtenido con los cebadores N5-J-6578 (o
Imelda, directo) y N5-N-7225 (o Ferdinand, reverso).

N5-J-6578

AIa|Arg [Asn]Ser|Glu [Phe His

N5-N-7225

Figura 2.19. Esquema del fragmento amplificado mediante el uso de la pareja de
cebadores N5-J-6578 y N5-N-7225 (denominado Nad5).

La secuencia de los cebadores empleados para cada caso es la siguiente:

Secuencia Cebador Secuencia de Oligonucleétidos (5" >3)
COI -371 pb- C1-J-1763 TATAGCATTCCCACGAATAAATAA
(Lunt et al. 1996) C1-N-2087 AATTTCGGTCAGTTAATAATATAG
COl-Leu -307 pb- C1-J-2753 GTAAACCTAACATTTTTTCCTCAACA
(Lunt et al. 1996) TL2-N-3014 TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA
Nad5 N5-J-6578 ACTCACCTCAACCAGAATCAA
(Bensasson et al. 2000) N5-N-7225 ACTCATGCTTTATTTAAGGCTTTA

La reaccion de PCR para amplificar tanto los dos fragmentos del gen que
codifica para COI como el del gen que codifica para ND5 es la siguiente:
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Reactivos Cantidad Concentracion final
Agua miliQ 29,6 ul
10x PCR Buffer 5l 1x
25 mM MgCl, 4 ul 2 mM
2 mM dNTPs 4 ul 160 uM
10 pM cebador 1 3l 0.6 uM
10 pM cebador 2 3l 0.6 uM
MBL-Tag ADN polimerasa (MBL002) 0,4 ul 2U
ADN molde (10 ng/ul) 1*ul 10ng
Volumen final 50

*En el caso ADN extraido de foliculos testiculares, afiadir 5 ul de ADN molde.

Normalmente preparamos una mdster mix que incluye las cantidades que
aparecen en la tabla anterior de agua ultrapura, buffer 10x de PCR, cloruro
magnésico, dNTPs, ambos cebadores y Taq polimerasa multiplicadas por el nimero
total de reacciones que se vayan a realizar.

Los programas de PCR utilizados para amplificar las tres secuencias de ADN
mitocondrial ha sido los siguientes:

e Paraobtener los amplicones COl y COI-Leu:

Ne Temperatura (2C) Tiempo
1 94 4
35 95 40
48 1’
72 1’
1 72 7
1 4 oo

e Paraobtener el amplicon Nad5:

Ne de ciclos Temperatura (2C) Tiempo
1 94 4
35 94 40
52 1’
72 1’
1 72 7
1 4 oo

El producto de estas PCRs se observé en un gel pequefio al 1.5% (0.6 g de
agarosa en 40 ml de 1x TBE). Estas reacciones de PCR se han llevado a cabo en un
termociclador PTC-100 de Biorad.
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La secuenciacion se ha llevado a cabo en la empresa Macrogen Inc.
(http://www.macrogen.com/eng/macrogen/macrogen_main.jsp), a la que se
enviaban 20 pl de producto de PCR purificado a una concentracion de 50 ng/ul junto
con los cebadores empleados en la amplificacién de las secuencias enviadas.

++» Marcadores ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats)

La secuencia de los seis cebadores empleados es la siguiente:

Cebador Secuencia de Oligonucleétidos (5" >3)
ISSR-6 (Wolfe et al. 1998b) (CT)8-RG
ISSR-7 (Culley et al. 2001) (CTC)4-RC
ISSR-14 (Liu et al. 2006) (CT)8-RA
ISSR-26 (Yockteng et al. 2003) (CT)8-AC
ISSR-39 (Fang et al. 1997) (GA)8-YG
ISSR-43 (Fang et al. 1997) HVH-(TCC)5

La composicion de la reaccion de PCR ha sido:

Reactivos Cantidad (pul)  Concentracion final
Agua miliQ 13,3
10x PCR Buffer 2,5 1x
2 mM dNTPs 3 240 uM
10 pM cebador 1 5 2 uM
Taq ADN polimerasa 0,2 1U
ADN molde (10ng/ul) 1 10 ng
Volumen final 25

El programa utilizado para la amplificacién de estos marcadores ISSRs fue el

siguiente:
Ne de ciclos Temperatura (2C) Tiempo

1 94 3’

40 94 40"
57 45"
72 1.5

1 72 5’

1 4 [

Estas reacciones de PCR se han llevado a cabo en el termociclador
Eppendorf Mastercycler ep Gradient. El producto de PCR ha sido visualizado en geles
de agarosa al 1.5% en un sistema de documentacidn de geles de Bio-Rad “Gel Doc XR
(170-8170) and ChemiDoc XRS (170-8070, 170-8071)” y el tamafio de los fragmentos
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ha sido determinado empleando el marcador de peso molecular HyperLadder ||
(BIOLINE).

++ Cuantificacion del fenémeno Allelic Dropout

Para realizar un seguimiento del porcentaje de dropout que presentan
nuestras muestras hemos realizado los siguientes controles:

= Control 1: en cada PCR se seleccionaban una serie de muestras al azar del total
de muestras que se iban a amplificar y se hacia dos réplicas de las mismas, con
objeto de analizar la repetibilidad del patrén de bandas amplificadas. Esto implica
que estas réplicas llevaban la misma mdaster mix y se realizaban al mismo tiempo.

= Control 2: implica la realizacién de dos réplicas de una serie de muestras
escogidas también al azar, pero esta vez amplificadas en dias diferentes. Estas
reacciones no tenian la misma master mix.

+* Analisis de herencia de los marcadores ISSR

Hemos analizado el modo de herencia de los marcadores ISSR en una serie
de cruzamientos controlados. En este caso, hemos seleccionado los cebadores a
partir de los cuales se amplificaban las bandas mas claras y nitidas, que fueron los
cebadores ISSR6, ISSR7 e ISSR14. Hemos estudiado aquellos cruzamientos para los
cuales diferia el genotipo de los parentales y analizado el genotipo de la progenie.
Puesto que los escasos trabajos publicados sobre transmisién de marcadores ISSR
indican que lo hacen de forma mendeliana (Tsumura et al., 1995; Reddy et al., 1999;
Fang & Rose, 1997), hemos analizado las posibles distorsiones en la segregacion de
cada uno de los marcadores, y la posibilidad de que estas distorsiones puedan ser
explicadas por dropout.

2.2.3.6. Purificacion del producto de PCR

Para la purificacion del producto de PCR hemos empleado el kit GenElute™
PCR Clean-Up (NA1020) de SIGMA, segun el protocolo suministrado por el
fabricante.

=  Preparamos la columna introduciéndola en un tubo limpio de 2 ml,
afiadimos 500 pl de Column Preparation Solution y centrifugamos a 12.000 x
g durante 1 minuto. Descartamos el sobrenadante.
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= Afiadimos 5 volumenes de Binding Solution a 1 volumen de producto de
PCR, agitamos y transferimos la solucién al tubo que contiene la columna
qgue hemos preparado en el paso anterior. Centrifugamos a 16.000 x g
durante 1 minuto y descartamos el sobrenadante.

=  Afiadimos 500 pl de Wash Solution a la columna y centrifugamos a 16.000 x
g durante 1 minuto. Descartamos el sobrenadante y centrifugamos de
nuevo durante 2 minutos a 16.000 x g, sin afiadir Wash Solution, para
eliminar el exceso de etanol que haya podido quedar adherido a la columna
y descartamos de nuevo el sobrenadante.

= Transferimos la columna a un tubo limpio de 2 ml y afladimos 50 pl de
Elution Solution (que previamente hemos introducido en una estufa a 60 2C
para calentarlo y que actie con mayor eficiencia). Incubamos a
temperatura ambiente durante 3 minutos.

= Para eluir el ADN centrifugamos la columna a 16000 x g durante 1 minuto.
El producto de PCR ahora estd presente en la elucidn y listo para usarse.
Debemos mantenerlo a -20 2C en caso de que no se vaya a utilizar de
inmediato.

2.2.4. TAMPONES Y SOLUCIONES
2.2.4.1. Tampones biolégicos
+» Tampon fosfato (pH 6,8)
El tampon fosfato mantiene el pH en torno a 6,8 gracias al equilibrio entre

un 4cido débil (dihidrégeno fosfato) y su base (monohidrégeno fosfato). Para su
preparacion, disolvemos en 1 litro de agua destilada:

Reactivo Cantidad (g)
KH,PO, 4,61
Na,HPO, 4,66

Ajustamos el pH a 6.8.

% Tris-HCI

El Tris (tris-[hidroxymethyl]amino-methane) es muy utilizado como tampén
para determinadas enzimas y para resuspender d&cidos nucleicos. La
denominacion Tris-HCl no indica que el tampén haya sido preparado con el
hidrocloruro de Tris, sino que se ha utilizado HCl para ajustar el pH al valor deseado.
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Para preparar Tris-HCl 1M (un litro), disolvemos 121,1 g de Tris-base en
agua destilada y ajustamos hasta el pH que necesitemos afiadiendo HCl segun la
tabla siguiente:

pH deseado Volumen de HCI (ml)
7,4 70
7,6 60
8,0 42

< TE pH 8.0

Este tampdn se emplea para resuspender ADN y oligonucledtidos. Estd
compuesto por Tris-HCl al pH deseado y EDTA. Para prepararlo, utilizaremos Tris-HCl
1My EDTA 0.5M. Si deseamos TE a pH 8,0, utilizaremos Tris-HCl a pH 8,0.

Para preparar 50 ml de tampdn, a 49,4 ml de agua destilada afiadiremos las
cantidades de cada reactivo que se muestran en la siguiente tabla:

Reactivo Concentracion del stock Cantidad (pl) Concentracion final
EDTA, pH 8,0 0,5M 100 1mM
Tris-HCI, pH 8,0 1M 500 10 mM

+» Tampoén Mcllvaine pH 7.0 (Mcllvaine, 1921)

Para preparar 200 ml de tampdn Mcllvaine, debemos preparar previamente:

= 200 ml de acido citrico 100 mM, afadiendo 3,84 g de acido citrico a 200 ml
de agua destilada.

= 200 ml de Na,HPO,200 mM, aiadiendo 5,67 g de Na,HPO,a 200 ml de agua
destilada.

Una vez que tenemos estas dos soluciones preparadas, para obtener el
tampdn Mcllvaine, iremos afiadiendo el dcido citrico que hemos preparado a los 200

ml de Na,HPO, hasta alcanzar el pH 7.0.

+» Tampones de Electroforesis: 5x TBE (45 mM Tris-borato, 1 mM EDTA)

Para preparar un litro, afiadimos:
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Reactivos Cantidad
Tris-base S54¢g

Acido bérico 27,5 ml
0.5 M EDTA pH 8.0 20 ml

Ajustamos el pH a 8,0 con acido bérico. Diluiremos este stock (5x) a 1x para
preparar los geles de agarosa y a 0.5x cuando lo usemos como tampdn de
electroforesis.

Todas las soluciones utilizadas son finalmente autoclavadas.

2.2.4.2. Fijadores

++ Etanol: acético (3:1)

Es el fijador por excelencia para preservar la cromatina y visualizar los
cromosomas. Es conveniente prepararlo en el momento en que vayamos a utilizarlo;
para preparar 100 ml, mezclamos en una probeta:

Reactivos Cantidad (ml)
Etanol absoluto 75
Acido acético 25

+»+ Paraformaldehido 4% (w/v)

Este fijador es comunmente empleado en la FISH puesto que preserva la
morfologia de los cromosomas y facilita la penetraciéon de la sonda. Debemos
prepararlo justo antes de su uso del siguiente modo:

= Afiadimos 4 g de paraformaldehido a 70 ml de agua destilada.

= Calentamos en una camara de extraccién de gases a 60 2C en agitacién.
= Afiadimos 500 pl de NaOH 4M para clarificar la solucién.

= Dejamos enfriar y enrasamos con agua destilada hasta 100 ml.
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2.2.4.3. Reactivos
+* Colchicina

La colchicina es un compuesto antimitético que inhibe la division celular en
metafase o anafase, actuando sobre las proteinas citoesqueléticas del huso mitético.
Lo empleamos previamente a la fijacion de ovariolas de hembras adultas vy
embriones para obtener un mayor numero de células en metafase.

En el caso de las ovariolas utilizamos colchicina al 2% y al 0,1% para
embriones, en solucion salina.

Porcentaje  Cantidad de colchicina (g) Volumen de solucién salina (ml)
2% 2 100
0,1% 0,1 100

< EDTAO0,5MapHS8,0

El EDTA (acido etilén-diamino-tetra-acético) es un agente quelante que
retiene iones tales como Na+, Ca2+, Mg2+, utilizado en multitud de tampones
bioldgicos. En el tampdn TE atrapa iones Ca2+ inactivando las nucleasas que puedan
degradar moléculas de acidos nucleicos.

Para preparar EDTA 0,5 M a pH 8,0, afiadimos 181,6 g de EDTA a 800 ml de
agua destilada y agitamos. Con la adiciéon de NaOH (aproximadamente unos 20 g) se
alcanza el pH correspondiente lo que clarifica la soluciéon. Completamos con agua
destilada hasta 1 litro y autoclavamos.

+* Pepsina

La pepsina es una peptidasa, una enzima digestiva que degrada proteinas a
una temperatura éptima de 37 2C. Se emplea en la FISH para eliminar el citoplasma
de las células, de forma que la sonda pueda acceder facilmente a los cromosomas.

La solucion de trabajo de pepsina utilizada en la FISH es de 50 pg/ml,
obtenida a partir de un stock a 5 mg/ml en 0,01N de HCI.

Dindmica espacial y temporal de los cromosomas B del saltamontes Eyprepocnemis plorans



Material y métodos

++» RNasa A, a 10 mg/ml en 10 mM Tris-HCl pH 7,5 y 5 mM NacCl

La RNasa es una nucleasa que cataliza la hidrélisis del ARN. Se aplica a las
preparaciones que van a ser tratadas mediante hibridacién in situ para eliminar el
ARN presente.

Para preparar la solucién stock de RNasa A, a 10 mg/ml en 10 mM Tris-HCl
pH 7,5y 5 mM NacCl, disolvemos en 10 ml de agua ultrapura,

Reactivos Cantidad
RNasa 100 mg
1M Tris-HCl pH 7,5 100 pl
5M Nacl 30 pl

Una vez disuelta la mezcla, la calentamos a 100 2C durante 15 segundos al
bafio maria para eliminar contaminaciones de DNasa y la dejamos enfriar a
temperatura ambiente. En caso de que se haya evaporado agua durante el
calentamiento, debemos enrasar a 10 ml y preparar alicuotas de 1 ml que
almacenamos a -20 2C. Cada preparacion se trata con 200 pl de RNasa a 100 pg/ml,
diluyendo el stock en 2x SSC pH 7,4.

+* Formamida

La N,N-dimetilformamida es un compuesto orgdnico empleado como
disolvente en reacciones quimicas.

Se utiliza en la FISH ayudando a determinar la astringencia de la hibridacién
puesto que impide la renaturalizacion del ADN desestabilizando las cadenas.

+« DTT (Dithiothreitol)

El DTT estabiliza la polimerasa empleada en el marcaje con grupos
sulfhidricos y se emplea en la FISH a una concentracién 1M. Para preparar 200 ml de
1 M DTT, disolvemos 3,02 g de DTT en 200 ml de una solucién de acetato sédico 10
mM a pH 5,2 y la esterilizamos por filtracion. Hacemos alicuotas de 1 ml que deben
mantenerse a -20 2C.
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+» Mezcla de nucleétidos no marcados, ACG

La mezcla de nucleétidos no marcados se utiliza para marcar la sonda
mediante el método de nick translation. Esta mezcla lleva los nucleétidos adenina,
citosina y guanina (ACG). El stock de cada uno de ellos estd a una concentracién de
100 mM vy la solucién de trabajo utilizada fue de 200 puM.

++ Esperma de salmén

El ADN de esperma de salmoén se emplea en la mezcla de hibridacién para
evitar uniones inespecificas de la sonda. La concentracién de trabajo utilizada es de
50 ng/ml, obtenida a partir de un stock de 100 ng/ml.

% 10% SDS

El SDS es un detergente que disuelve moléculas hidrofébicas, por lo que
destruye las membranas celulares ayudando a la penetracién de la sonda en la FISH,
donde se utiliza al 10% y un pH de 7.2.

++» DAPI (4, 6-Diamidino-2-phenylindole)

El DAPI es un fluorocromo que se une a los surcos menores del ADN en
regiones ricas en AT que pertenece al grupo de los colorantes de indol. Se utiliza
para la contratincion en tinciones inmunofluorescentes. Se excita dentro del
espectro de luz ultravioleta, estando su maximo de absorcion en 358 nm y su
maximo de emisidon en 461 nm. La solucién stock es de 0.1 mg/ml en tampdn
Mcllvaine pH 7,0, utilizdndandose en las tinciones a 20 pg/ml.

2.2.4.3. Soluciones quimicas
% Acido acético al 50% y al 70%

Su empleo facilita la adherencia de los cromosomas al portaobjetos,
eliminando las proteinas, lo que facilita el acceso al ADN de los cromosomas. Es
conveniente utilizarlo recién preparado. Lo empleamos al 50% en agua destilada
para las preparaciones de génadas de adultos y al 70% para las de embriones.
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++ Solucién salina (pH 7.3)

Disolvemos en 800 ml de agua destilada:

Reactivo Cantidad (g)
NacCl 7,50
KCl 0,25
CcaCl, 0,30
NaHCO3 0,20

Ajustamos el pH a 7.3 y completamos hasta 1 litro con agua destilada.

% 2xSSC

Esta solucién salina (300mM NaCl, 30mM Citrato Sdédico) regula la
concentracion de iones sodio y controla el pH. Se emplea para realizar lavados en
técnicas citogenéticas como bandeo C y FISH; en esta ultima ayuda a controlar la
astringencia de la reaccién, facilitando la hibridacién de la sonda puesto que a bajas
concentraciones de iones Na+, desestabiliza la molécula de ADN (Roskams and
Rodgers, 2002).

El 2x SSC usado para Bandeo C se utiliza a pH 6,8 mientras que para FISH se
utiliza a pH 7,4. Para preparar un litro de esta solucién:

Reactivo Cantidad (g)
NaCl 17,52
Na3C6H507 8182

«» 4x SSC/Tween 20

Se emplea como solucién de lavado en la FISH. Para su preparacion,
afiadimos 20 ml de 20x SSC y 200 pl de Tween 20 a 80 ml de agua destilada.

% 5M NadCl

Disolvemos 292,2 g de NaCl en 800 ml de agua destilada y enrasamos hasta
1 litro. Hacemos alicuotas y autoclavamos la solucién.
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s INHd

Para preparar 1N HCl afiadimos 86,2 ml de HCl a un litro de agua destilada.
A partir de esta solucién podemos preparar 0.1N HCl, necesario para diluir la
pepsina, afladiendo 4,31 ml de 1N HCl a 500 ml de agua destilada.

+ 10 N NaOH

Para preparar 100 ml de 10 N NaOH, disolvemos 40 g de NaOH en 100 ml de
agua destilada. A partir de esta solucion 10N preparamos la dilucién 4N NaOH que
necesitamos para clarificar el paraformaldehido que utilizamos en la técnica de
hibridacion, mezclando 400 pl de 10N NaOH y 600 ul de agua destilada, obteniendo
un volumen final de 1 ml.

+* 3 M de acetato sédico pH 5,2

Precipita los acidos nucleicos, por lo que lo empleamos para precipitar la
sonda durante el proceso de marcaje.

Para preparar 20 ml, disolvemos 12,30 g de acetato sédico en 18 ml de agua
destilada, ajustamos el pH a 5,2 con 4acido acético y enrasamos a 20 ml.
Posteriormente lo autoclavamos y lo mantenemos a temperatura ambiente.

2.2.5. CAPTURA DE IMAGENES

Las células fueron visualizadas con un microscopio Nikon Optiphot y
fotografiadas con una cadmara digital refrigerada Olympus DP70.

Para optimizar las imagenes tomadas en cuanto a contraste y brillo hemos
utilizado el programa Adobe Photoshop CS2.

2.2.6. HERRAMIENTAS INFORMATICAS

Podemos dividir las herramientas informaticas que hemos empleado a lo
largo de esta Tesis Doctoral en dos grupos, i) uno destinado al analisis de las
secuencias mitocondriales utilizadas para la construccién de la filogenia de
Eyprepocnemidinos y ii) un segundo grupo destinado al andlisis de los datos ISSR.
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2.2.6.1. Analisis de las secuencias mitocondriales y construccion de la
filogenia

% GenBank

Genbank es la base de datos de disponibilidd de secuencias de ADN
perteneciente al National Institute of Health de Estados Unidos (NIH,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html) de la que hemos obtenido las
secuencias correspondientes a Locusta migratoria (entrada NC_011119) y Chortippus
parallelus (entrada NC_011095), empleadas como outgroups en la construccién de
nuestra filogenia de Eyprepocnemidinos.

«* Blast

Blast (Basic Local Alignment Search Tool) es un algoritmo que nos permite
realizar un alineamiento local de secuencias de ADN y bulsquedas de secuencias
homalogas a una secuencia problema (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Un analisis con Blast confirmd que nuestras secuencias mostraban similitud
con secuencias mitocondriales de ortépteros pertenecientes al gen que codifica para
la subunidad | de la enzima Citocromo Oxidasa y al gen que codifica para la
subunidad 5 de la NADH Deshidrogenasa.

+ BioEdit v7.0.5.3 (Hall TA, 1999)

El programa BioEdit es uno de los editores de secuencias de ADN mds
empleados. Mediante su uso hemos realizado la ediciéon de todas las secuencias
utilizadas en la construccién de la filogenia de Eyprepocnemidinos. Bioedit
implementa Clustal W (Thompson et al., 1994), algoritmo que ha sido utilizado para
el alineamiento de las secuencias.

+* Modeltest v3.7 (Posada & Crandall, 1998)

Este programa nos ha permitido determinar el modelo de sustitucién
nucleotidica al que mejor se ajustan las secuencias de ADN utilizadas para los
estudios filogenéticos, eligiendo entre 56 modelos. Requiere el uso de PAUP.
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< MrModeltest v. 2.3

Desarrollado por Johan A. A. Nylander del Departamento de Zoologia
Sistematica de la Universidad de Uppsala, Suecia (http://www.abc.se/~nylander/),
este programa es equivalente a Modeltest pero se emplea en el caso en que
vayamos a utilizar MrBayes para reconstruir nuestra filogenia.

«» PAUP v4b10 (Swofford, 2003)

PAUP (Phylogenetic Analysis Using Parsimony), es un programa informatico
muy utilizado actualmente para inferencia filogenética. Realiza andlisis muy potentes
de caracteres morfolégicos y moleculares y establece arboles bajo diferentes
criterios de optimizacién como son el de maxima parsimonia, maxima verosimilitud,
etc, asi como métodos de distancia.

Con PAUP hemos construido la filogenia de la sufamilia Eyprepocnemidinae
mediante el uso de marcadores mitocondriales bajo el criterio de optimizacién de
parsimonia y maxima verosimilitud.

Ademds, hemos empleado este programa para realizar dos test diferentes:

* Un test de homogeneidad implementado en PAUP v4b1l0 que analiza la
heterogeneidad de diferentes secuencias y que permite, mediante un analisis
estadistico, comprobar si las secuencias analizadas son o no homogéneas y si, por
tanto, se pueden combinar para realizar un analisis conjunto de las mismas. En
nuestro caso analizamos la posibilidad de concatenacién de las secuencias COl y
COl-Leu.

Un test de maxima verosimilitud empleado para testar si una secuencia sigue o
no un reloj molecular. La hipdtesis nula L, es que la secuencia sigue un reloj
molecular, mientras que la alternativa, L;, obvia el requisito del reloj. El valor de
chi-cuadrado viene dado por 2logl= 2(logl, —logL;), donde Ly y L; son los valores
de probabilidad del arbol segin las condiciones de partida. El valor de
probabilidad p se calcula para s-2 grados de libertad, donde s es el nimero de
ramas terminales o, en su caso, taxones, empleados en la construccidn del arbol
(Felsenstein, 1981).

+» MrBayes v3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003)

MrBayes es un programa para la estimacién Bayesiana de filogenias basada
en la técnica de simulacidon llamada Cadenas de Markov de Monte Carlo
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(MCMC). Hemos empleado MrBayes para reconstruir nuestra filogenia con
marcadores mitocondriales de la sufamilia Eyprepocnemidinae.

«+» BEAST v1.4 (Drummond & Rambaut, 2007)

BEAST es un programa de analisis molecular de secuencias basado, al igual
que MrBayes, en la técnica de simulacion MCMC, pero a diferencia de éste, BEAST
estd orientado especificamente, entre otras funciones, a la datacién de las ramas de
la filogenia empleando el reloj molecular, aunque puede ser igualmente utilizado
como método de reconstruccion filogenético mediante coalescencia.

Su uso requiere la utilizacion de otros programas incluido en el paquete de
BEAST, entre los que cabe destacar i) BEAUti (Bayesian Evolutionary Analysis Utility)
que construye el fichero de entrada para BEAST, ii) Tracer, que se encarga de
chequear el buen funcionamiento de BEAST vy la fiabilidad de sus resultados, iii)
TreeAnnotator, que genera el arbol consenso a partir de todos los posibles arboles
generados con BEAST.

+* Mega v4 (Tamura et al., 2007; Kumar et al., 2008)

El programa MEGA, Molecular Evolutionary Genetics Analysis, es una
herramienta muy potente que permite realizar alineamientos de secuencias,
editarlas, inferir arboles filogenéticos, estimar tasas de evoluciéon molecular y testar
hipdtesis evolutivas. Hemos empleado este programa para analizar las secuencias
obtenidas mediante marcadores mitocondriales de los individuos pertenecientes a la
subfamilia Eyprepocnemidinae y reconstruir su filogenia mediante el método de
maxima parsimonia.

+* PhyML (Guindon & Gascuel, 2003; Guindon et al., 2005)
Mediante el algoritmo  online  PhyML (http://www.atgc-

montpellier.fr/phyml/) hemos realizado nuestra filogenia empleando marcadores
mitocondriales de la subfamilia Eyprepocnemidinae mediante maxima verosimilitud.

+» DNAsp (Librado & Rozas, 2009)

El DNAsp (DNA sequence polymorphism) es un programa disefiado para el
andlisis de polimorfismo de secuencias nucleotidicas, calculando diferentes
parametros de variacién. Hemos empleado DNAsp para establecer el numero de
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haplotipos para cada una de las tres secuencias que hemos analizado (COI, COl-Leu y
Nad5) y nos ha sido de gran utilidad en el cdlculo de los siguientes parametros:

¢ Composicién nucleotidica.

e Determinacion de sitios invariables frente a sitios variables (tanto
parsimoniosamente informativos como singleton).

e Cambios sindbnimos y no sinénimos.

¢ Numero efectivo de codones (ENC) e indice de sesgo coddnico (CBI).

e Diversidad nucleotidica por sitio (1) y nimero medio de sustituciones (k).

e D de Tajima o test de neutralidad.

< DAMBE (Xia & Xie, 2001)

DAMBE, Data Analysis in Molecular Biology and Evolution, es un programa
que posibilita, desde editar secuencias, hasta realizar andlisis filogenéticos
complejos.

Este programa implementa un test que nos ha permitido conocer el indice
de saturacion de nuestras secuencias de ADN, informacién necesaria cuando
pretendemos realizar inferencias filogenéticas, puesto que la saturacién en los
niveles de sustitucién de las secuencias de ADN implica la pérdida de informacién
filogenética. Altos valores de saturacidn harian inapropiada a una secuencia para su
uso como marcador filogenético.

+* TSC1.21 (Clement et al., 2000)

Mediante este programa hemos construido la red de haplotipos para Nad5
de las dos subespecies de Eyprepocnemis plorans, E.p. plorans y E. p. meridionalis.

2.2.6.2. Analisis de los marcadores ISSR

¢+ Hickory v1.1 (Holsinger KE & Lewis PO, 2003)

Este software se emplea para el andlisis de estructura geogréfica partiendo
de datos genéticos procedentes tanto de marcadores dominantes como
codominantes.

Con este software hemos obtenido las frecuencias de cada uno de los
marcadores ISSR en las poblaciones analizadas y sus F-estadisticos, asociados lo que
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nos ha permitido realizar una estima del nivel de diferenciacién poblacional
existente entre las diez poblaciones de E. plorans plorans empleadas en este estudio.

%+ Structure v2.3.1 (Falush et al., 2007)

El programa Structure identifica grupos de individuos genéticamente
homogéneos dentro de una muestra, asumiendo un modelo en el que hay K
poblaciones o grupos, caracterizados por un conjunto de frecuencias alélicas para
cada locus. Los individuos de la muestra estudiada se asignan, probabilisticamente, a
cada uno de los grupos o a varios de ellos si estdn mezclados. Para estimar el
nuimero de grupos mas probable, se utiliza el logaritmo de un valor de probabilidad
gue este programa asigna a cada uno de los valores de K, y que hemos representado
como L(K).

Mediante este programa hemos obtenido datos de estructura poblacional
utilizando marcadores ISSR y valores de asignacion de cada uno de los individuos
estudiados a las diferentes poblaciones.

+» AFLP-surv (Vekemans et al., 2002)

Este programa realiza estimas de diversidad genética y estructura genética
poblacional de muestras analizadas mediante marcadores dominantes asi como
calculos de matrices de distancias genéticas entre poblaciones.

En nuestro caso hemos empleado AFLP-surv para el cdlculo de la matriz de
distancias genéticas entre las poblaciones analizadas mediante marcadores ISSR.

+»* Phylip v3.69 (Felsenstein, 1989)

Phylip es un paquete de programas también muy utilizado en inferencia
filogenética. De entre los programas que incluye hemos utilizado Neighbor que
implementa el método de Neighbor-Joining para inferir las relaciones filogenéticas
entre las poblaciones que hemos analizado mediante marcadores ISSR partiendo de
la matriz de distancias genéticas entre ellas.

++ Zt-win (Bonnet & Van de Peer, 2002)

Hemos empleado este programa para analizar la existencia de aislamiento
por distancia entre las poblaciones analizadas mediante el test de Mantel.
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+»+ Arlequin v3.5 (Excoffier & Lischer, 2010)

Con este programa hemos realizado un andlisis molecular de la varianza
(AMOVA) con los datos ISSR para obtener informacién sobre la proporcién de
variacion existente dentro de poblaciones y entre poblaciones.

«» FAMD v1.25 (Schliiter & Harris, 2006)

Mediante este programa hemos calculado el coeficiente de similitud de
DICE entre pares de individuos, obtenido por comparacion de los marcadores ISSR
presentes (obviando las ausentes).

< Statistica v 7.1 (data analysis software system)

Los analisis estadisticos los hemos realizado con el software Statistica
(StatSoft, Inc., 2005).

«+» Odds Ratio Calculator

El algoritmo online Odds Ratio Calculator ha sido empleado para el analisis
de la asociacion de los cromosomas B con los marcadores ISSR
(www.hutchon.net/ConfidOR.htm).

2.2.7. INTRODUCCION ARTIFICIAL DEL CROMOSOMA B, DE SALOBRENA EN
EL GALLEGO (ALBACETE)

2.2.7.1. Estimacion del tamafio poblacional en El Gallego

Mediante captura-marcaje-recaptura, durante los dias 30 de septiembre, 1
y 2 de octubre de 1994, Ricardo Gémez (comunicacién personal) analizé una
extensién de 2000 m’ correspondiente a la poblacién de El Gallego (Albacete),
situada en un campo de cultivo a orillas del rio Segura justo por encima del pantano
de ElI Cenajo (figuras 2.9 y 2.11); el tamafo poblacional de saltamontes
pertenecientes a la especie Eyprepocnemis plorans fue estimado en 1439 individuos
antes de la liberacion de los especimenes portadores de cromosomas B procedentes
de Salobrefia. Esta estima se realiz6 del siguiente modo:

¢ Primer dia de captura (30 de septiembre): se toma una muestra de r; individuos,
se marcan y se liberan. En nuestro caso se marcaron 71 machos y 45 hembras.
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Segundo dia (1 de octubre): se capturan n, individuos, de los cuales m, ; se
marcaron el primer dia. Estos individuos r, se vuelven a marcar
(independientemente de que ya estuvieran marcados del primer dia) y se liberan.
El numero total de capturas fue de 60 machos y 42 hembras, de los cuales 6
machos y 2 hembras habian sido marcados el primer dia.

Tercer dia (2 de octubre): Se capturan nsz individuos de los cuales, ms 4 llevan la
marca de haber sido capturados el primer dia y ms , llevan la de haber sido
capturados el segundo dia (los individuos que lleven ambas marcas se incluyen
en el grupo de los m3 ;). El nimero total de capturas fue de 65 machos y 44
hembras de los cuales presentaban:

» Marca del primer dia: 6 machos y 2 hembras.
» Marca del segundo dia: 4 machos y 1 hembra.
» Marca de ambos dias: 1 macho.

Antes de comenzar las capturas, se recorria la zona de muestreo durante 15

minutos (sélo durante el segundo y tercer dia) con objeto de homogeneizar la

poblacién, marcada previamente, con el resto. Durante este paseo previo se hacia

saltar y desplazarse a los saltamontes. Posteriormente, se dejaba a la poblacién de

15 a 20 minutos de descanso e inmediatamente comenzaba el muestreo.

En la tabla 2.2 aparece resumido todo el material capturado, marcado y

liberado durante los tres dias de muestreo.

Tabla 2.2. Resumen del material capturado y marcado durante los tres dias de muestreo.

Individuos (33+22) 1% dia 20 dfa 3% dia
Capturados 102 (ny) 109 (n3)
Marcados (dia 1) 8(m;4) 8 (m34)
Marcados (dia 2) 6 (m;3,)
Liberados 116 (ry) 102 (ry)

Si la proporcién de individuos marcados es la misma en la muestra y en la

poblacién, entonces:

My,  my,

N, n,
y por tanto,
M, n
N, = 2112
myq
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Basandonos en los datos que aparecen en la tabla 2.2, la estima del tamafio
poblacional en El Gallego se calcula a partir de las siguientes ecuaciones:

v LEFLG R m 8 X103 | g 125714
— e d — — .
21 (M3, + 1) myq 21 7
De modo que el tamafio poblacional estimado es de:
_ n,+1) M _ 102 4+ 1) 125.714
5 = (—2 ) 21 - 2 = ( ) = 1438730
(my,; +1) B8+1)
La tasa de supervivencia:
~ M,, ~ 125.714 Los4
= — - = —=1.
P1 . P1 116
Y la tasa de crecimiento:
- my,+ n - 8+ 1)102
h,=1- (31—)2] b2=1-(—)=—0.043
(n;+ 1)m,, (109+ 1)8

Puesto que el intervalo de tiempo transcurrido entre el primer y segundo dia de
muestreo y entre el segundo y tercero (24 horas),

P, = ¢, = 1.084

b, =

|
S

N

I

1
o
o
=
w

. Ny, ¢ _
N, = %‘pz ~ N, = 1438.73
1- b,

_ 1- b)N -
N, = % ~ N, ~ 1438.73
1

Finalmente, el error estandar se calcula del siguiente modo:
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» Parael tamafio poblacional:

—~ My 1—my 1+ 71 1 1 1 1
Sy, = W, =) (fpatre (- )4 - 1)

!

125714 -8+ 102 41 1\ 1 1
SEy, = 1438.73(1438.73—102){ e s ( ) 5~ }

102

6 102

SEy, = 865.319

» Paralatasa de superviviencia:

A 2 {(My 1 —my )My 1—my 14+73) 1 1 1 1
SE; = 2{ (—— —) -_—— —}
1 \/(P1 M, 12 m32 T2 + M; 4 T1

i — | 10842 (125.714 — 8)(125.714— 8+ 102) /1 1 1 1
2T 125.7142 (8_ ﬁ) t125714 " 116
SE,, = 0.5485

Asimismo, hemos realizamos los calculos anteriores por sexos, para ver la
tasa de supervivencia que presentan machos y hembras por separado. Las tablas 2.3
y 2.4 muestran el nUmero de machos y de hembras, respectivamente, capturados,
marcados y liberados durante los tres dias de muestreo. Los resultados aparecen

bajo las tablas.

Tabla 2.3. Resumen de los machos capturados y marcados durante los tres dias de muestreo.

Individuos (33) 1¥ dia 29 dia 3% dia
Capturados 60 (n,) 65 (ns)
Marcados (dia 1) 6 (m;4) 6 (ms4)
Marcados (dia 2) 5(m3,)
Liberados 71 (ry) 60 (r)
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N, = 583.857
P, = 0.944

b, = —0.061

Tabla 2.4. Resumen de las hembras capturadas y marcadas durante los tres dias de

muestreo.
Individuos (2 Q) 1% dia 22 dia 3*¥ dia
Capturados 42 (ny) 44 (ns)
Marcados (dia 1) 2 (my4) 2 (m3q)
Marcados (dia 2) 1(m;3,)
Liberados 45 (ry) 42 (ry)
M,, =45
N, =645
P =1
b, = —0.4

Podemos observar que la tasa de supervivencia es practicamente la misma
tanto para los machos como para las hembras.

La eleccidn de esta poblacién estuvo basada en su aislamiento geografico en
las dos direcciones del rio Segura, el pantano de El Cenajo aguas abajo y una zona
muy angosta y carente de cultivos laterales aguas arriba.

2.2.7.2. Liberacion de machos procedentes de Salobreia y seguimiento de
la frecuencia de los cromosomas B en El Gallego durante doce afios

Posteriormente liberamos 50 machos vivos procedentes de la poblacion de
Salobrefia (Granada), donde el B predominante es B, (Henriques-Gil y Arana, 1990),
con una frecuencia que se mantenia bastante estable a lo largo de los afios y muy
cercana a 0.8 (Camacho et al., 1997). Con estos datos estimamos la frecuencia de Bs
en la poblacién mezclada de 1994, que era aproximadamente de 0.03.
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Durante los afios 1996, 1999, 2000, 2002, 2006 y 2008 tomamos muestras
de la poblacién de El Gallego para realizar un seguimiento de la frecuencia del B
introducido, asi como de su morfologia. Ademas se realizaron cruzamientos
controlados con las muestras procedentes de los afios 1999 y 2000.

El estudio de la frecuencia de cromosomas B se llevé a cabo segun el
apartado 2.2.2. La técnica de tincion con cromomicina de nucleos interfasicos
procedentes de hemolinfa (Cabrero et al., 2006) sélo se aplicé en las muestras
procedentes del afio 2000 puesto que fue entonces cuando la desarrollamos.

Para estudiar la transmisién del cromosoma B a través de las hembras
nuestro objetivo era realizar cruzamientos entre hembras 1B y machos 0B, pero ante
la imposibilidad de conocer el cariotipo de las hembras vivas con las muestras
anteriores al afio 2000 (puesto que aun no contdbamos con la técnica de tincién con
cromomicina de nucleos interfasicos procedentes de hemolinfa), realizamos el
siguiente procedimiento: estudiamos el cariotipo de los machos y separamos
aquellos que portaban B de los que no portaban. Posteriormente cruzamos ambos
grupos de machos con hembras al azar, para establecer lineas de alta frecuencia de
Bs (con los machos que portaban Bs) y de baja frecuencia (con aquellos que no los
portaban). Cuando las F; obtenidas a partir de estos cruces alcanzaran la edad
adulta, cruzariamos las hembras procedentes de la linea de alta frecuencia de Bs, en
su mayoria portadoras de cromosomas B, con machos estudiados previamente y que
fueran 0B, procedentes de la linea de baja frecuencia, y estudiariamos el cariotipo de
su descendencia mediante bandeo C.

Pero no pudimos concluir este plan puesto que existié una alta tasa de
mortalidad en la F; de ambas lineas y los saltamontes no llegaron a la edad adulta. Es
frecuente que exista una alta tasa de mortalidad en el laboratorio de los saltamontes
procedentes de Albacete, a diferencia de aquellos que proceden de poblaciones
costeras que presentan altas tasas de supervivencia. Por tanto tuvimos que
desarrollar una estrategia alternativa que nos permitiese detectar la presencia de
cromosomas B en hembras vivas recién capturadas, y una vez que contdbamos con
ella, optamos por volver a muestrear El Gallego en el afio 2000, aunque nuestra idea
inicial fuese hacerlo cada 3 afios aproximadamente para no alterar mucho la
poblacién.

Una vez que estudiamos las hembras vivas correspondientes a la muestra
del afio 2000, cruzamos aquellas que presentaban cromosomas B (sélo 3 de ellas)
con machos OB, para hacer un seguimiento de la transmisidon del B a través de la
hembra.

Como control positivo adicional de la introgresidn artificial en El Gallego del
cromosoma B, procedente de Salobrefia, hemos empleado dos métodos que han
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consistido en: i) el analisis, mediante hibridacién in situ de cinco individuos al azar en
cada muestreo, de la presencia de ADNsat en los autosomas Sy, S1p ¥ S11, dado que
estos marcadores sirven para diferenciar las poblaciones de Salobrefia y El Gallego
(Cabrero et al., 2003a) vy ii), el andlisis de marcadores ISSR presentes en Salobrefia,
en El Gallego y en las restantes cuatro poblaciones muestreadas en Albacete (Claras,
Socovos, Mundo y Calasparra), para identificar posibles individuos en El Gallego que
presenten ascendencia de Salobrefia, mediante el software Structure v2.3.1 (Falush
et al., 2007).

2.2.7.3. Mediciones de las proporciones relativas de ADNsat y ADNr en el
cromosoma B de El Gallego y tamafio relativo con respecto al cromosoma X

Todas las medidas han sido tomadas en imagenes digitales sobre los
cromosomas con el programa AutoCad (Empresa desarrolladora Autodesk)
midiendo, por una lado, el tamafio del cromosoma B que ocupaba la parte
correspondiente a ADN satélite y, por otro, la parte correspondiente a ADN
ribosémico, para calcular qué proporcién del cromosoma ocupa cada uno de estos
dos tipos de ADN. A su vez, hemos medido el tamafio total del cromosoma B y del
cromosoma X de la poblacién de El Gallego para calcular la proporcidn de tamafio
relativo de ambos cromosomas.
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Abstract. The two most important evolutionary properties
of B chromosomes are their transmission rate (which suggests
their selfishness when significantly higher than 0.5) and their
net effects on carrier fitness (usually negative for parasitic Bs).
The study of transmission rate unavoidably requires the anal-
ysis of many controlled crosses in order to accurately measure
population average transmission rate. Therefore, getting a
marker closely associated to B presence is of crucial impor-
tance to alleviate the load of performing many useless crosses
between lacking B individuals. After investigating several cy-
togenetic techniques on several tissues that may be sampled
without drastically damaging live specimens of the grasshop-

per Eyprepocnemis plorans, we report here the excellent re-
sults provided by the CMA; fluorescence and C-banding tech-
niques applied to hemocyte nuclei. These cells may be easily
obtained from both males and females and provide informa-
tion on B presence even during the interphase stage. The two
cytogenetic techniques take advantage of the heterochromat-
ic nature of the B chromosomes, so that Bs made predomi-
nantly of ribosomal DNA are revealed by CMAj; as bright
bodies in the interphase hemocytes, and Bs mostly made of
satellite DNA are visualized by C-banding as intensely stained
bodies in these cells.

Copyright © 2006 S. Karger AG, Basel

B chromosomes are extra chromosomes present in about
15% of eukaryotes which, in most cases, behave as parasitic
chromosomes whose main role is maintaining themselves
through a variety of exploiting mechanisms providing them
transmission advantage irrespectively of being harmful for
the individuals carrying them (for recent reviews, see Cama-
cho, 2004, 2005). Therefore, one of the most important de-
terminants of B chromosome evolution is transmission rate.
The study of this parameter is usually difficult in terms of
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material availability (not all species can be easily bred in the
lab to perform controlled crosses) and costly in terms of the
research effort needed to get a significant number of valid
crosses (with data on both parents and a high number of off-
spring). This explains why transmission rates have been stud-
ied in so few B chromosome polymorphisms (see Jones and
Rees, 1982; Camacho, 2004, 2005), since they require per-
forming a high number of controlled crosses in order to get
the average transmission rate through males and females with
different numbers of B chromosomes. Establishing these
crosses by blindly choosing pairs usually leads to much use-
less work (e.g. crosses between OB males and females). The
diagnosis of B number in living specimens prior to the estab-
lishment of these pairs can thus hugely alleviate this work,
especially when B chromosome frequency is low.

In the grasshopper Eyprepocnemis plorans, B chromosome
transmission rate through females is non-Mendelian when the
B chromosome invades new populations but later it is reduced
to Mendelian values (0.5) by the action of suppressor genes
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in the A chromosomes (Camacho et al., 1997; Zurita et al.,
1998; Perfectti et al., 2004). These temporal changes in the
transmission rate can only be studied through controlled
crosses, so that a method is necessary for ascertaining the
number of Bs in living individuals to avoid performing use-
less crosses. To date, we are able to do it in males by extract-
ing a few testis follicles through a small cut in the dorsal ab-
domen, after which males retained their mating ability. But
this technique was not appropriate in females because vivi-
section dramatically affected survival. In addition, we have
failed to find B-specific DNA probes, which might serve this
purpose, through microdissection and cloning of B chromo-
somes (unpublished data). In the present report we show two
techniques that are useful for the living diagnosis of B pres-
ence in both sexes, both being based on analyzing interphase
nuclei obtained from the hemolymph. The possibility to re-
veal B presence in interphase nuclei stands on the heterochro-
matic nature of the B chromosomes, which are mainly com-
posed of ribosomal DNA and a 180-bp satDNA, with a high
variety of B chromosome types differing in the relative
amounts of both DNAs (Cabrero et al., 1999). For Bs where
the rDNA predominates, we conclude that the simplest and
fastest technique is staining with the CMAj; fluorochrome,
which reveals the rDNA cluster in the B chromosome as the
largest one in the genome. For B chromosomes where the
satDNA is predominant, C-banding is the simplest and most
reliable technique revealing B chromosomes in hemolymph
interphase nuclei. The benefits of these techniques are very
large in terms of avoidance of performing useless crosses in-
volving OB females.

Materials and methods

Males and females of the grasshopper E. plorans collected at different
populations from southern Spain were assayed with several cytological
techniques that might be candidates to reveal B chromosome presence
in interphase nuclei. Most analyses were however performed on speci-
mens from Albacete and Malaga (Spain), collected at localities where the
predominant B chromosomes are especially rich in rDNA (El Gallego)
and satDNA (Torrox), respectively.

The tissues examined for the living diagnosis of B presence were those
that can be taken off from the specimens without compromising their
life and reproductive ability. We performed assays in two tissues, i.e. the
femur muscle of a jumping leg, which can be removed without affecting
survival or courtship (males in this species do not stridulate), and in a
small drop of hemolymph. The femur was dissected and the muscle was
immersed in 1:3 acetic-ethanol and stored at 4°C. To get the hemolymph,
we punctured, with a fine needle attached to a small syringe, the pleura
of the thorax at the basement of the third leg pair, and aspired a
small drop of hemolymph which was spread onto several clean slides.
When these preparations were dried, we covered them with 1:3 acetic
acid:ethanol for 15 min before performing the different cytological tech-
niques assayed.

Several cytological techniques were chosen because of their ability to
reveal heterochromatin: C-banding revealing any kind of heterochroma-
tin, and fluorochrome banding with DAPI (4, 6-diamidino-2-phenylin-
dole) revealing heterochromatin containing AT-rich DNA and CMAj;
(chromomycin Aj) revealing heterochromatin containing GC-rich DNA
(Schweizer, 1976). These techniques might be appropriate for B chromo-
somes in E. plorans since they are mainly made of heterochromatin con-
taining two repetitive DNAs: ribosomal DNA (rDNA), which is rich in
GC pairs, and a 180-bp satDNA, which is rich in AT pairs (Lopez-Ledn

et al., 1994, 1995). C-banding was performed following the procedure
described in Camacho et al. (1991) with some modifications to reveal
C-bands in interphase nuclei. Briefly, the slides were sequentially im-
mersed in 1 N HCI for 30 min at 28°C, Ba(OH); for 5 min at 28°C, 2 x
SSC for 60 min at 60°C, and 5% Giemsa for 1 min at room temperature.
DAPI and CMAj staining were preformed by means of the triple stain-
ing technique (Schweizer et al., 1983): the slides were stained with CM A3
(0.5 mg/ml in Mcllvaine buffer, pH 7.0, containing 1 M MgCl,) for
60 min, washed with distilled water, stained with distamycin A (0.1 mg/
ml) for 15 min, washed again and stained with DAPI (0.5 pg/ml) for
40 min. After washing, the preparation was mounted in Vectashield anti-
fading solution.

Results and discussion

The hemolymph is the best material for analyzing living
specimens of grasshoppers, since a small drop has been dem-
onstrated to be enough for performing the cytological tech-
niques needed to reveal B chromosome presence. All punc-
tured grasshoppers showed no survival problem, indicating
that the technique is completely harmless. This tissue pro-
vided interphase nuclei very useful for the techniques em-
ployed. In contrast, the removal of a jumping leg is a more
injurious manipulation which provides low quality inter-
phase nuclei.

For the purpose of revealing B chromosome presence, the
most appropriate technique depended on the B chromosome
variant. For B chromosomes mostly made of rDNA, as was
the case for those found in El Gallego, the best technique is
CMA; staining which reveals the B as the largest bright body
in the nucleus (Fig. 1a, b), as expected from the fact that these
Bs contain the largest rDNA cluster in the genome (Fig. 1¢).
DAPI staining, however, failed to reveal B chromosome pres-
ence in interphase nuclei irrespectively of whether Bs were
mainly composed of IDNA or satDNA (data not shown). This
latter class of B chromosomes (e.g. B»4 in the Torrox popula-
tion), however, was clearly visualized by the C-banding tech-
nique. B chromosomes appeared as intensely stained large
bodies (Fig. 2b) that were not apparent in the hemocytes of
0B individuals (Fig. 2a), as expected from the different re-
sponses of chromosomes to this technique (Fig. 2c¢).

Invertebrate hemolymph is a complex tissue with broad
significance to important biological functions such as cold
tolerance (Duman and Horwath, 1983; Lallier and Truchot,
1989), oxygen transport (Cerenius and Soderhall, 2004) or
immune response (Brennan and Anderson, 2004; Carton et
al., 2005). The presence of B chromosomes in E. plorans he-
mocytes reinforces the idea that these chromosomes in this
species are present in all somatic tissues. We had previously
observed that the B chromosome number is the same in all
cells of both testes and gastric caeca from the same individu-
al (unpublished results), which suggested their mitotic stabil-
ity. Hemocytes are a second class of somatic cells showing B
presence thus suggesting that B chromosomes in this species
are not eliminated from somatic tissues as a strategy to be-
come less harmful for the host soma but are preserving their
transmission ability through the germ line (see Camacho,
2005). Examples of germ-line-restricted B chromosomes have
been reported in the marsupial mammal Echymipera kalabu
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Fig. 1. Interphase nuclei of hemocytes (a
and b) and spermatocyte at diplotene (¢) from
the grasshopper E. plorans collected at El Gal-
lego, stained with CMAj (a, b) or double FISH
(¢) with rDNA (green) and satDNA (red).
(a) OB female. (b) 1B female. (¢) 1B male. Note
in b the presence of a bright body in each nu-
cleus corresponding to the GC-rich rDNA
which makes up most of the B chromosome
(see c).

Fig. 2. C-banded hemocyte interphase nu-
clei (a and b) and embryonic mitotic meta-
phase cell (¢) from the grasshopper E. plorans
collected at Torrox. (a) OB female. (b) 1B fe-
male. (¢) 1B male embryo. Note in b the pres-
ence of an intensely stained body in each nu-
cleus corresponding to the darkly C-banded
(see ¢) satDNA-rich Byg.

(Hayman et al., 1969) and the Japanese hagfish Eptatretus
okinoseanus (Kubota et al., 1992).

Finally, the present paper shows that hemolymph inter-
phase nuclei are an excellent material to ascertain B chromo-
some presence without the need of sacrificing the animal.
With some knowledge on the nature of the B, in respect to A
chromosomes of the same species, it is possible to differenti-
ate them. In E. plorans, the enrichment of the B in either
rDNA or satDNA permitted us to reveal its presence in he-
molymph nuclei with CMAj staining or C-banding, respec-
tively. Other B chromosome characteristics might facilitate,
with the appropriate techniques, their visualization in hemo-
lymph of living specimens in other insects. This might sim-

68 Cytogenet Genome Res 114:66-69 (2006)
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plify the huge amount of work usually needed to perform
controlled crosses to ascertain B chromosome transmission
rate, which is one of the main causes of the scarcity of trans-
mission studies in B chromosomes (Camacho, 2005).
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Historia evolutiva de Eyprepocnemis plorans

3.1. INTRODUCCION

El uso del ADN mitocondrial como marcador molecular para inferir
relaciones filogenéticas estd muy extendido, debido a una serie de ventajas como,
por ejemplo, un elevado nimero de copias, su facil aislamiento, la ausencia de
recombinacion, la conservacién de su secuencia y estructura en metazoos, y un
rango de tasa mutacional en las diferentes partes de la molécula (Moritz et al., 1987,
Harrison, 1989; Simon, 1991; Avise, 1991, 1994; Wolstenholme, 1992). En insectos
ha sido ampliamente utilizado para dilucidar relaciones filogenéticas en insectos
tanto a nivel inter- (Yassin et al., 2009; Bacci et al., 2009; Coeur d’acier et al., 2007)
como intraespecifico (Aikhionbare et al., 2000; Shufran et al., 2000; Frohlich et al.,
1999; Suaréz et al., 2009). En saltamontes, se han realizado estudios poblacionales
utilizando ADNmt en las especies Sinipta dalmani (Pensel et al., 2005; Sesarini &
Remis, 2008) y Chortthipus parallelus (Lunt et al., 1998). En E. plorans, Clemente et
al. (2001) analizaron el patrén de variaciéon para fragmentos de restriccion
mitocondriales en varias poblaciones naturales del sur y este de la Peninsula Ibérica,
y encontraron tres tipos mitocondriales para EcoRl, y sugirieron la posibilidad de que
estos tipos estaban sufriendo un proceso de sustitucién independiente al mostrado
entre algunas variantes de los cromosomas B de esa zona.

La molécula de ADN mitocondrial animal tiene aproximadamente 16 Kb y
en insectos presenta 37 genes, dos para ARN ribosdmico, 22 genes para ARN
transferente y 13 genes codificantes (Clary & Wolstenholme, 1985; Crozier & Crozier,
1993; Mitchel et al., 1993). Entre estos Ultimos encontramos el gen que codifica para
la subunidad | de la enzima citocromo oxidasa y el gen que codifica para la
subunidad V de la enzima NADH deshidrogenasa, que son los que hemos escogido
para nuestro estudio.

La subunidad | de la enzima citocromo oxidasa (COl), consta de 511
aminoacidos frente a los 228 de la subunidad Il o los 261 de la Il (Clary and
Wolstenholme, 1985). Esta subunidad presenta una funcion catalitica terminal en la
cadena respiratoria y parece estar bien conservada en cuanto a su tamafio y
estructura entre todos los organismos aerdbicos estudiados (Saraste, 1990). Los
residuos aminoacidicos que forman parte del centro de reaccién constituyen una
pequefia proporcion de la molécula, permitiendo asi que algunas regiones presenten
variabilidad, siendo esta mezcla de regiones conservadas y variables lo que hacen de
este gen una potente herramienta para estudios evolutivos (Lunt et al., 1996). Esta
subunidad ha sido ampliamente utilizada como marcador en estudios filogenéticos
de insectos, y en ortopteros podemos encontrar numerosos trabajos como, por
ejemplo, los de Contreras & Chapco (2006) o Bugrov et al., (2006) sobre diferentes
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especies pertenecientes a las subfamilias Gomphocerinae, o el de Fries et al., (2007)
sobre la subfamilia Oedipodinae, destacando los realizados en la subfamilia
Melanoplinae, a diferentes escalas filogenéticas, desde tribu hasta subespecie
(Litzenberger & Chapco, 2001, 2003; Chapco & Litzenberger, 2002; Chapco, 2006).

Lunt et al. (1996) realizaron un estudio comparativo de la secuencia del gen
para COIl en nueve taxones diferentes de insectos pertenecientes a los érdenes
Hymenoptera, Orthoptera y Diptera, analizando en detalle la estructura y secuencia
de este gen en Chorthippus parallelus (Orthoptera: Acridoidea), donde COIl esta
flanqueado por Tyr-ARNt, en el extremo 5’, y por Leu-ARNt en el 3’, con un total de
1537 pb. No se apreciaron eventos indels aparentes en ninguno de los insectos
utilizados, lo que facilita enormemente los alineamientos de secuencias. La
conclusién mas importante que podemos destacar en este estudio es que diferentes
regiones de este gen presentan diferentes tasas de evolucion, lo que lo convierte en
una buena herramienta para estudios a diferentes escalas evolutivas, desde niveles
inter- hasta intraespecificos.

La Subunidad V de la enzima NADH (ND5) forma parte de un complejo
multienzimatico mitocondrial conocido como complejo NADH deshidrogenasa o
Complejo |, encargado de realizar el proceso de fosforilacién oxidativa. El gen que
codifica para ND5 es uno de los genes que muestra la tasa evolutiva mas rapida y
presenta un tamafio adecuado para realizar analisis estadisticos en filogenias
moleculares (Clary & Wolstenholme, 1985; Garesse, 1988). Gracias a su rapida tasa
evolutiva ha sido utilizado para la reconstruccidn de filogenias a baja escala evolutiva
en diferentes taxones de insectos. Asi, en lepiddpteros, Albre et al. (2008) analizaron
este gen en diferentes subespecies del género Erebia y distintas poblaciones de cada
especie; Kato & Yagi (2004) realizaron una filogeografia de distintas subespecies de
Parides alcinous, y Narita et al. (2007), publicaron una filogeografia de dos especies
hermanas del género Eurema. En dipteros, Morgan et al. (2009) analizaron ND5 en
diferentes especies del género Anopheles, en coledpteros, Su et al. (1996, 2004a,b)
la analizaron en diferentes especies pertenecientes a diversas tribus de la subfamilia
Carabinae y, Kim et al. (2000) trabajaron incluso a nivel poblacional con diversas
subespecies del género Leptocarabus. En ortdpteros, este gen ha sido empleado en
estudios filogenéticos como el de Contreras & Chapco (2006) sobre distintas
especies de la subfamilia Gomphocerinae y el de Fries et al. (2007), sobre la
subfamilia Oedipodinae.

Eyprepocnemis plorans es, con mucho, el saltamontes eyprepocnemidino
que ha sido objeto de mas estudios, a nivel citogenético, molecular y evolutivo;
entre ellos destacan el estudio genético de John & Lewis (1965), quienes analizaron
la meiosis de hibridos obtenidos en el laboratorio, entre varias subespecies de E.
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plorans. El descubrimiento de la presencia de cromosomas B en poblaciones
espafiolas de E. plorans plorans (Camacho et al., 1980), el aislamiento y
secuenciacion de un ADN repetido en tdndem (Lopez-Ledn et al., 1995) y localizado
en la region paracentromérica de la mayoria de los cromosomas A y en el
cromosoma B (Lopez-Ledn et al., 1994a), y la realizacién de una serie de
investigaciones sobre la transmisién y efectos de los cromosomas B en varias
poblaciones espafiolas con la propuesta del modelo casi-neutro de evolucién de los
cromosomas B (Camacho et al., 1997), ha convertido a E. plorans en una de las
especies cuyo sistema de cromosomas B ha sido mejor estudiado.

Para intentar obtener evidencias sobre el origen evolutivo del sistema de
cromosomas B del saltamontes E. plorans subsp. plorans, hemos planteado el
presente estudio que combina el analisis de un niumero elevado de poblaciones de
esta subespecie, que es la Unica que posee cromosomas B, con el de especimenes de
la subespecie E. plorans subsp. meridionalis (procedente de Sudafrica), asi como de
otras cuatro especies pertenecientes a la subfamilia Eyprepocnemidinae: Heteracris
adspersa, Heteracris pterosticha, Shirakiacris shirakii y Eyprepocnemis unicolor.
Todos estos taxones presentan un cariotipo compuesto por cromosomas
acrocéntricos (2n=22+X0J/XXQ), con dos cromosomas grandes (L, y L), seis
medianos (Ms-Mg), tres pequeiios (Sg-S11) Yy un cromosomas sexual (X) que presenta
un tamanio similar al mds grande de los autosomas medianos (Camacho et al., 1980).
Con este abanico de poblaciones y taxones, pretendemos obtener informacion tanto
filogeografica, para intentar revelar las rutas de colonizacién euroasiatica por parte
de E. plorans (una especie de origen africano), como filogenética, que permitira
encuadrar evolutivamente a las dos subespecies de E. plorans en el contexto de esta
subfamilia. Para ello, hemos analizado los genes COl y ND5 en un total de 46
individuos.
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3.2. RESULTADOS

Hemos amplificado tres regiones del genoma mitocondrial en machos
adultos de cinco especies pertenecientes a la subfamilia Eyprepocnemidinae
(Heteracris adspersa, Heteracris pterosticha, Shirakiacris shirakii, Eyprepocnemis
unicolory Eyprepocnemis plorans -subespecies plorans y meridionalis-). La tabla 3.1
resume el material empleado para la realizacidn de la filogenia, constituido por 46
individuos capturados en diferentes regiones de los continentes europeo, asiatico y
africano.

Tabla 3.1. Resumen del material utilizado en la construccién de la filogenia.

Especie Poblacion Provincia Pais N2 indiv.
Eyprepocnemis plorans plorans Algarrobo Milaga Espafia 2
“ Torrox Méilaga Espafia 2
“ Nerja0 Méilaga Espafia 2
“ Nerjal Méilaga Espafia 2
“ Tetuadn Méilaga Espafia 2
“ Maro Milaga Espafia 2
“ Salobrefia Granada Espafia 2
“ Socovos Albacete Espafia 2
“ El Gallego Albacete Espafia 2
“ Claras Albacete Espafia 2
“ Mundo Albacete Espafia 2
“ Calasparra Murcia Espafia 2
“ Smir Marruecos 4
“ Variko Grecia 6
“ Hrazdan Armenia 4
Eyprepocnemis plorans meridionalis Springbok Sudafrica 1
Eyprepocnemis unicolor Tajikistan Tajikistan 3
Shirakiacris shirakii Primorskij Kray Rusia 2
Heteracris adspersa Daghestan Daghestan 1
Heteracris pterosticha Daghestan Daghestan 1
Total 46

El tamafio completo de los tres amplicones obtenidos, incluyendo los
cebadores, es de 371 pb para COI, 307 para COl-Leu y 688 para Nad5 (figuras 3.1, 3.2
y 3.8, respectivamente). La parte de las secuencias correspondiente a los cebadores
no ha sido considerada para la realizacién de los analisis que se han llevado a cabo y
el tamafio final ha sido de 323 pb para COIl, 256 para COI-Leu y 643 para Nad5.

Todos los productos de PCR fueron secuenciados en ambos sentidos y su
identidad confirmada con la herramienta Blast, coincidiendo con las regiones
descritas anteriormente para los genes que codifican para la subunidad | de la
enzima Citocromo Oxidasa y para la subunidad V de la enzima NADH deshidrogenasa
en ortdpteros. Las secuencias correspondientes a Locusta migratoria (EU287446) y a
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Chorthippus chinensis (EU029161), utilizadas como outgroups, han sido extraidas de
GenBank.

La ausencia de codones de stop y de indels en las secuencias indica que no
se trata de pseudogenes sino de copias activas (realmente si aparece un coddén de
stop en la secuencia COI-Leu puesto que corresponde a la parte final del gen que
codifica para la subunidad | de la enzima Citocromo Oxidasa, pero este coddén de
stop estd incluido en la secuencia del cebador reverso, que ancla en el gen que
codifica para el ARN transferente de la leucina). Ademas, la amplificacién por PCR de
una Unica banda del tamafio esperado segln los cebadores empleados también
sugiere la amplificacién de copias funcionales.

Para comprobar si las secuencias analizadas tienen un nivel bajo de
saturacion en el conjunto de especies analizadas, sirviendo asi como marcadores
filogenéticos apropiados, hemos aplicado el test del indice de saturacidn de Xia et al.
(2003) implementado en el programa DAMBE. La saturacién en los niveles de
sustitucion de las secuencias implicaria la pérdida de informacién filogenética, por lo
que conocer esta informacion es fundamental cuando nos disponemos a realizar
inferencias filogenéticas. La tabla 3.2 muestra que el indice de saturacién de
sustituciones (iss) es significativamente menor que el valor critico (iss.c) para las tres
secuencias analizadas, lo que indica que los niveles de saturacién son bajos para las
tres secuencias.

Tabla 3.2. Resultados del test de saturacion aplicado a las secuencias.

Secuencia Iss Iss.c P
Nad5 0.1135 0.7281 <0.001
Col 0.2818 0.6913 <0.001
COl-Leu 0.3354 0.6906 <0.001

Iss: indice de saturacidn de sustituciones.
Iss.c: indice critico de saturacion de sustituciones.

En reconstruccién filogenética es necesario conocer el modelo evolutivo al
gue mejor se ajustan las secuencias empleadas, con objeto de saber la probabilidad
con la que se dan los distintos eventos de sustitucién entre nucleétidos y poder, asi,
corregir o compensar las sustituciones no observadas a lo largo de la filogenia.

Para conocer el modelo evolutivo al que se ajustan nuestras secuencias
hemos empleado el programa Modeltest v3.7 de Posada & Crandall (1998),
utilizando el criterio de informacién de Akaike, AIC (tabla 3.3). Para la secuencia
Nad5, el modelo seleccionado ha sido TIM (Modelo de Transicidn), mientras que
para las secuencias COl y COIl-Leu el modelo seleccionado ha sido GTR (Modelo
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General de Tiempo Reversible); GTR permite seis tasas diferentes de sustituciones
reversibles y diferencias en la frecuencia de las bases.

Tabla 3.3. Modelo de sustitucién obtenido mediante Modeltest v3.7 de Posada & Crandall,

1998.
ol (AIC) COl-Leu (AIC) Nad5 (AIC)
Modelo evolutivo GTR+G GTR+I TIM+G
a,b,cdef a,b,cdef a=f, b, c=d, e

R(a) [A-C]=1527  R(a)[A-C]=0.263  R(a)[A-C] = 1.000
R(b) [A-G] =3.565  R(b) [A-G] =5.669  R(b) [A-G] = 6.891
Modelo de sustitucion R(c) [A-T] = 4.260 R(c) [A-T] =4.959 R(c) [A-T] =3.060
R(d) [C-G] =0.000  R(d)[C-G] =0.000  R(d) [C-G] = 3.060
R(e) [C-T]=12.184 R(e) [C-T] = 25.506  R(e) [C-T] = 20.695
R(f)[G-T]=1.000  R(f)[G-T]=1.000  R(f) [G-T] = 1.000

Proporcion de sitios invariables 0.533 0.586 0
Distribucién gamma Igual tasa p.)a?ra lgual tasa F.)a?ra 0.279
todos los sitios todos los sitios

Las diferencias existentes entre la secuencia Nad5 y las secuencias COl y
COl-Leu en cuanto al modelo evolutivo y al modelo de sustitucidn justifica no
concatenar los tres fragmentos. Por el contrario, COl y COI-Leu siguen tanto el
mismo modelo evolutivo como el mismo modelo de sustitucién, lo que si los haria
aptos para ser concatenados y utilizados a la vez en la construccion de los arboles.
Para investigar la bondad de esta concatenacién, hemos aplicado un test de
homogeneidad implementado en PAUP v4b10 (Swofford, 2003) que analiza la
heterogeneidad de ambas secuencias y que permite, mediante un analisis
estadistico, comprobar si las secuencias son o no homogéneas y si, por tanto, se
pueden combinar. El resultado muestra un valor de p de 0.86 (>0.05), lo que sugiere
que no existe conflicto entre ambas secuencias y que pueden concatenarse.
Denominaremos COlc a la secuencia resultante de concatenar COl y COI-Leu.

3.2.1. Subunidad I del gen que codifica para la enzima Citocromo Oxidasa (COI,
COl-Leu)

Las figuras 3.1 y 3.2 muestran los fragmentos de 371 y 307 pb
pertenecientes, respectivamente, a COl y COIl-Leu.
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Figura 3.2. Gel de agarosa al
1.5% donde observamos la
banda de 307 pb que
corresponde a COI-Leu.

La tabla 3.4 muestra los valores de composicién nucleotidica de ambos
fragmentos, calculados con el programa Modeltest v3.7 (Posada & Crandall 1998):
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Figura 3.1. Gel de agarosa al
1.5% donde podemos
observar la banda de 371 pb
correspondiente a COl.

COl-Leu

Tabla 3.4. Composicién nucleotidica (%).

Nucleétidos col
T(U) 32.14

C 21.22

A 29.57

G 17.07

G+C 38.29

Como podemos observar en la tabla 3.1, el nimero total de secuencias
analizadas fue de 46, de las cuales hemos obtenido un total de 15 haplotipos para
COl y 11 para COI-Leu (exceptuando, en ambas, los outgroups). COI codifica para
107 aminodcidos, en su mayoria conservados, presentando 232 sitios nucleotidicos
invariables frente a 91 variables (de los cuales, 45 son parsimoniosamente
informativos). La mayoria de las sustituciones observadas son sinénimas (99), y sélo
4 son no sinénimas. Por otra parte, COl-Leu codifica para 85 aminodacidos, en su

COl-Leu

31.51
17.35
38.87
12.27
29.62

COlc
32.40
19.16
33.65
14.79
33.95
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mayor parte también conservados, presentando 204 sitios nucleotidicos invariables
frente a 52 variables (de los cuales 28 son parsimoniosamente informativos). Por
tanto, también muestra mayoria de sustituciones sindnimas (46 frente a sélo 7
sustituciones no sinénimas). La tabla 3.5 resume esta informacidn, junto con los
datos resultantes de concatenar los dos fragmentos del gen COI (COlc).

Tabla 3.5. Caracteristicas generales de las secuencias de ADN de COI, COI-Leu y COlc.

(oe]] COl-Leu COlc

Tamario (pb) 323 256 579
Sitios invariables 232 71.83% 204 79.69% @ 436 75.3%
Sitios variables 91 28.17% 52 20.30% 143 24.7%
Sitios parsimoniosamente informativos 45 13.93% 28 10.94% 73 51.04%
Singleton 46 14.24% 24 9.36% 70 48.96%

N2 total de cambios 103 53 156
N2 total de cambios sinénimos 99 96.12% 46 86.79% 145 92.9%
N¢ total de reemplazamientos 4 3.88% 7 13.21% 11 7.1%

El nimero efectivo de codones es un pardmetro interesante, en el caso de
secuencias codificantes como las que nos ocupan. Es medido por el indice ENC
(Effective number of codons), que permite detectar la posible existencia de
preferencia en el uso de codones en las especies analizadas (Wright, 1990). Su valor
estd comprendido entre 20 (indicando que existe preferencia entre codones
sindnimos) y 61 (donde el uso de los codones sindnimos es aleatorio). La preferencia
en el uso de codones es una caracteristica descrita en muchos organismos, y las
razones por las que ocurre varian segun los grupos taxondémicos. Por ejemplo, se
tiende a usar aquellos codones para los que hay mas abundancia de los ARNt
correpondientes. Otro indice para probar la existencia de sesgo coddnico es CBI
(Codon Bias Index, Morton 1993), cuyo valor estd comprendido entre 0 (indicando un
uso uniforme para todos los codones sinénimos) y 1 (sesgo codénico maximo). COI
presenta un valor de ENC de 40.38 y de CBI igual a 0.63 mientras que COl-Leu de
32.85 y 0.69, respectivamente, lo que indica que, en ambas, se aprecia un cierto
sesgo en el uso de codones sinénimos. En el caso de COlc, los valores de ENC y de
CBI son de 36.285 y 0.622, respectivamente.

Para conocer si estas secuencias evolucionan de forma neutral o bien lo
hacen bajo seleccién direccional o purificadora, hemos aplicado el test de
neutralidad de Tajima (Tajima, 1989). La tabla 3.6 muestra tanto el valor obtenido al
aplicar el test (D de Tajima) como la razén entre cambios no sinénimos y sinénimos.
El resultado del test es estadisticamente significativo tanto para COl como para COI-
Leu, lo que indica que estas secuencias no evolucionan de forma neutra. La razén
entre cambios no sindnimos y sinédnimos, cuyo valor es menor que uno, indica que

Dindmica espacial y temporal de los cromosomas B del saltamontes Eyprepocnemis plorans



Historia evolutiva de Eyprepocnemis plorans | 111

existe seleccion purificadora actuando sobre las secuencias, especialmente sobre el
fragmento COI.

Tabla 3.6. Resultados del test de neutralidad de Tajima.

col COl-Leu colc
D de Tajima -2.03569* (p<0.05) = -1.85159* (p<0.05) = -2.00618* (P<0.05)
Razén NS/S de Tajima 0.53718 0.81149 0.76802

*Estadisticamente significativo
NS/S: Razdn de cambios No sindnimos / Sinénimos

Por ultimo, hemos calculado, mediante el programa DNAsp (Librado &
Rozas, 2009) los valores de diversidad nucleotidica (), diversidad haplotipica (Hd) y
el nimero de sustituciones (K) para COl y COl-Leu. Hemos realizado tres célculos: i)
para todo el conjunto de secuencias estudiadas, que asciende a 46 en total (como
puede verse en la tabla 3.1), ii) para el conjunto de secuencias correspondientes a
los individuos de E. plorans plorans procedentes de la Peninsula y Marruecos (P/M) y
iii) para los individuos de E. plorans plorans analizados de Armenia y Grecia (A/G),
que podemos observar en la tabla 3.7.

Tabla 3.7. Comparacién de los valores de diversidad nucleotidica y nimero medio de
sustituciones de COI, COI-Leu y COlc (+ SD).

Secuencias n Hd N2 haplotipos K

Todas 0.03370 +0.00861 0.738 +0.067 15 10.89
Col P/M 0.00109 +0.00040 0.328 +0.112 5
A/G 0.00557 +0.00093 0.644 +0.101 4

Todas 0.02442 +0.00635 0.642 +0.068 11 6.25
COl-Leu P/M 0.00056 +0.00035 0.140 +0.087 3
A/G 0 0 1

Todas 0.02960 + 0.0076 0.781 +0.061 18 17.14
COlc P/M 0.00085 +0.00026 0.442 +0.116 7
A/G 0.00311 +0.00052 0.644 +0.101 3

nt, diversidad nucleotidica por sitio.
K, nUmero medio de sustituciones.
Hd, diversidad haplotipica.

Un test t de Student mostré que las secuencias de A/G muestran
significativamente mayor diversidad nucleotidica que las de P/M (t=13.2, df=36,
P<0.000001) y mayor diversidad haplotipica (t=5.22, df=36, P=0.000004).

Una vez concatenadas las secuencias COl y COl-Leu, el numero de
haplotipos se elevé a 18 (excluyendo los dos outgroups), de los cuales 11
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corresponden a E. plorans plorans y E. plorans meridionalis. En la tabla 3.8 podemos
observar la frecuencia de cada haplotipo. Los siete haplotipos restantes
corresponden a cada uno de los individuos analizados de las especies Eyprepocnemis
unicolor, Shirakiacris shirakii, Heteracris adspersa y Heteracris pterosticha.

Tabla 3.8. Frecuencia de cada uno de los haplotipos obtenidos en las dos subespecies de E.
plorans para las secuencias concatenadas COl y COI-Leu.

Haplotipo Subespecie Poblaciones / Pais N2 de indiv.
Claras, El Gallego, Socovos y Mundo (Albacete)
Calasparra (Murcia)

1 E. plorans plorans Salobrefia (Granada) 21%*
Algarrobo, Torrox, Nerja0, Nerjal, Maro y Tetuan (Malaga)
2 “ Algarrobo (Malaga) 1
3 “ Tetuan (Malaga) 1
4 “ Torrox (Malaga) 1
5 “ Smir (Marruecos) 2
6 “ Smir (Marruecos) 1
7 “ Smir (Marruecos) 1
8 mirli)(lj‘l?;gjis Springbok (Sudafrica) 1
9 E. plorans plorans Hrazdan (Armenia) 4
10 “ Variko (Grecia) 1
11 “ Variko (Grecia) 5
12 E. unicolor Tajikistan 1
13 E. unicolor Tajikistan 1
14 E. unicolos Tajikistan 1
15 S. shirakii Primorskij Kray 1
16 S. shirakii Primorskij Kray 1
17 H. adspersa Daghestan 1
18 H. pterosticha Daghestan 1
Total de individuos secuenciados 46

*21 de los 39 individuos secuenciados tienen el haplotipo 1.

Mediante el software TSC v1.21 (Clement et al., 2000) hemos construido
una red de haplotipos (figura 3.4) donde podemos observar los pasos mutacionales
existentes entre cada dos haplotipos. La localizacion geogréfica de cada haplotipo
aparece representada en la figura 3.3.
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Figura 3.4. Red de haplotipos obtenida para la secuencia COlc en las subspecies E. plorans
plorans y E. plorans meridionalis. Las lineas interrumpidas indican que hay mdas de un cambio
mutacional entre dos haplotipos y el nimero que las acompafiia indica el nimero de cambios
mutacionales. El nimero que aparece en el interior de los circulos sin color indica el nimero
de individuos que presentan ese haplotipo, siendo el tamafio de cada circulo proporcional a la
representacion que tiene cada haplotipo.
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Con estos haplotipos hemos inferido diferentes arboles filogenéticos empleando
tres métodos:

Madxima parsimonia mediante el programa MEGA v4 (Tamura et al., 2007; Kumar
et al., 2008) y PAUP v4.0.b10 (Swofford, 2002) con bootstrapping de 500 réplicas
que puede observarse en la figura 3.5. Hemos utilizado estos dos programas para
analizar la congruencia del método de maxima parsimonia.

Madxima verosimilitud, utilizando el software PhyML (Guindon & Gascuel, 2003;
Guindon et al., 2005) y PAUP v4.0.b10 (Swofford, 2002). El arbol filogenético
inferido puede observarse en la figura 3.6. Para analizar su congruencia hemos
aplicado un bootstraping de 500 réplicas. También hemos empleado estos dos
programas para ver la congruencia del método de maxima verosimilitud.

Inferencia bayesiana, utilizando el programa MrBayes v3.1.2 (Ronquist &
Huelsenbeck, 2003), infiriendo el arbol filogenético que aparece en la figura 3.7.
Hemos empleado, en este caso, 5.000.000 de generaciones para analizar la
congruencia del arbol.
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Figura 3.5. Arbol filogenético obtenido por maxima parsimonia, tanto con MEGA v4 como con
PAUP, para la secuencias COl y COI-Leu concatenadas. La congruencia de este arbol fue

calculada por bootstraping con 500
Eyprepocnemis plorans plorans.

réplicas. Las siglas “Epp” hacen referencia a
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Figura 3.6. Arbol filogenético obtenido por maxima verosimilitud tanto con PhyML como con
PAUP con las secuencias COIl y COI-Leu concatenadas. Se ha aplicado un bootstrap de 500

réplicas para ver su congruencia.
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Figura 3.7. Arbol filogenético obtenido mediante inferencia bayesiana empleando MrBayes
con las secuencias COl y COI-Leu concatenadas. El nimero de generaciones utilizado para ver

la congruencia del arbol ha sido de 5.000.000.

También construimos arboles, mediante los tres métodos anteriores, para
las secuencias COIl y COl-Leu, por separado, y resultaron ser similares a los

mostrados en las paginas anteriores.

H. adspersa_haplotipo-17
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3.2.2. Subunidad V del gen que codifica para la enzima NADH deshidrogenasa
(Nad5)

La figura 3.8 muestra el fragmento de 688 pb perteneciente al gen que
codifica para la subunidad V de la enzima NADH deshidrogenasa, Nad5.

Figura 3.8. Gel de agarosa al 1.5% donde
podemos observar la banda de 688 pb
correspondiente al gen de la subunidad V
de la enzima NADH deshidrogenasa.

En la tabla 3.9 se resumen los parametros de composicidn nucleotidica que
presenta esta secuencia y la tabla 3.10 muestra las caracteristicas de esta secuencia,
que codifica para 214 aminodcidos, con un total de 510 sitios invariables frente a 133
variables, de los cuales 89 son parsimoniosamente informativos. Las sustituciones
observadas son, en su mayoria, sinénimas (98), y 35 eran no sindnimas. Presenta un
valor de ENC de 27.150 y de CBI de 0.849, lo que indica claramente que existe sesgo
coddnico.

Tabla 3.9. Parametros basicos de composicién nucleotidica (%).

Nucleétidos Nad5
T(U) 24.27

C 12.56

A 53.94

G 9.22

G+C 21.78

Dinamica espacial y temporal de los cromosomas B del saltamontes Eyprepocnemis plorans



120 | Historia evolutiva de Eyprepocnemis plorans

Tabla 3.10. Caracteristicas generales de la secuencia Nad5.

Nad5
Tamario (pb) 643
Sitios invariables 510 79.32%
Sitios variables 133 20.68%
Sitios parsimoniosamente informativos 89 66.9%
Singleton 44 33.02
N2 total de cambios 133
N2 total de cambios sinénimos 98 73.68%
N2 total de reemplazamientos 35 26.32%

A diferencia de lo que ocurre con las secuencias COl y COI-Leu, el resultado
del test de Tajima para Nad5 no es estadisticamente significativo, lo que indica que
esta secuencia sigue un modelo de evolucién neutra (tabla 3.11).

Tabla 3.11. Resultados del test de neutralidad de Tajima.

Nad5
D de Tajima -1.60669 (p>0.05)
Razén NS/S de Tajima 1.26228

NS/S: Razén de cambios No sindnimos / Sinénimos

Al igual que para las secuencias COl y COI-Leu, hemos realizado tres calculos
de la diversidad nucleotidica (m) y haplotipica (Hd): i) para el total de secuencias
analizadas (46, tabla 3.1), ii) para los individuos de E. plorans plorans procedentes de
la Peninsula y Marruecos (P/M) y iii) un tercero para los que pertenecen a Armenia y
a Grecia (A/G). Como se observa en la tabla 3.12, el nimero medio de sustituciones
en las 46 secuencias analizadas es de 18.89.

Tabla 3.12. Comparacién de los valores de diversidad nucleotidica y nimero medio de
sustituciones de Nad5.

Nad5 Secuencias* n Hd N2 Haplotipos K
Todas 0.02938 + 0.00655 0.773 +0.060 17 18.890
P/M 0.00085 + 0.00026 0.434 +0.111 5
A/G 0.00093 + 0.00037 0.533 +0.180 4

nt, diversidad nucleotidica por sitio.
K, nUmero medio de sustituciones.
Hd, diversidad haplotipica.

Un test t de Student mostrd que no existen diferencias significativas entre la
diversidad nucleotidica de las secuencias de A/G y las de P/M (t=0.63, df=36,
P=0.267) ni tampoco en la diversidad haplotipica (t=1.633, df=36, P=0.56).

Dindmica espacial y temporal de los cromosomas B del saltamontes Eyprepocnemis plorans



El nidmero de haplotipos observados para la secuencia Nad5 fue 17
(excluyendo los dos outgroups). De estos 17 haplotipos, 10 corresponden a las
subespecies E. plorans plorans y E. plorans meridionalis. La frecuencia de cada uno
de estos haplotipos es mostrada en la tabla 3.13, y su localizacién geografica en la
figura 3.9. Los siete restantes corresponden a cada uno de los individuos analizados
de las especies Eyprepocnemis unicolor, Shirakiacris shirakii, Heteracris adspersa y

Heteracris pterosticha.

Tabla 3.13. Frecuencia de cada uno de los haplotipos obtenidos en las dos subespecies de E.

plorans para Nad5.

Haplotipo Subespecie
1 E. plorans plorans
2 “
3 “
4 “
5 “
6 E. plorans
meridionalis
7 E. plorans plorans
3 “
9 “
10 “
11 E. unicolor
12 E. unicolor
13 E. unicolor
14 S. shirakii
15 S. shirakii
16 H. adspersa
17 H. pterosticha

*21 de los 39 individuos secuenciados tienen el haplotipo 1.

Al igual que con la secuencia COlIc, hemos construido una red de haplotipos
para Nad 5 (figura 3.10), donde podemos observar los pasos mutacionales existentes

entre cada dos haplotipos.
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Poblaciones
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Figura 3.10. Red de haplotipos obtenida para la secuencia Nad5 en las subspecies E. plorans
plorans y E. plorans meridionalis. Las lineas interrumpidas indican que hay mas de un cambio
mutacional entre dos haplotipos y el nimero que las acompafia indica el nimero de cambios
mutacionales. El nimero que aparece en el interior de los circulos sin color indica el nimero
de individuos que presentan ese haplotipo, siendo el tamafio de cada circulo proporcional a la
representacion que tiene cada haplotipo.

Empleando los mismos métodos que en el caso de las secuencias
concatenadas COIl y COI-Leu, hemos obtenido los arboles filogenéticos que pueden
observarse en las figuras 3.11-3.13.
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Figura 3.11. Arbol filogenético obtenido por maxima parsimonia, tanto con MEGA v4 como
con PAUP, para Nad5. Para ver la congruencia de este arbol hemos aplicado un bootstrap de

500 réplicas.
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Figura 3.12. Arbol filogenético obtenido por maxima verosimilitud con PhyML para Nad5. Se
ha aplicado un bootstrap de 500 réplicas para ver su congruencia.
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Figura 3.13 Arbol filogenético obtenido mediante inferencia bayesiana empleando MrBayes
para Nad5. El nimero de generaciones utilizado para ver la congruencia del arbol ha sido de
5.000.000.
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3.2.3. Presencia y datacion de ADN satélite y cromosomas B en Eyprepocnemis
plorans

Lépez-Ledn et al. (1995) aislaron y secuenciaron un ADN repetido en tandem
(unidad de 180 pb), localizado en la region paracentromérica de la mayoria de los
cromosomas (LOpez-Ledén et al., 1994a). Este ADN satélite estd presente en E.
plorans meridionalis (Lépez-Leén et al., 2008), y en diferentes poblaciones de E.
plorans plorans (Cabrero et al., 2003a), pero no en las otras especies de
eyprepocnemidinos analizadas en este trabajo (Cabrero et al., 2003c). Por ello,
podemos decir que este ADN satélite es especifico de E. plorans.

Por otra parte, la subespecie E. plorans plorans presenta cromosomas B en
la mayoria de las poblaciones analizadas de Espafia, Marruecos, Grecia, Turquia,
Armenia y Dhaguestan (ver Lopez-Ledn et al., 2008), pero no se han detectado en las
subespecies ornatipes y meridionalis (John & Lewis, 1965; Lépez-Ledn et al., 2008).
Aunque el numero de individuos y poblaciones analizado de estas otras subespecies
es escaso, con la informacién disponible podemos afirmar que los cromosomas B
parecen estar restringidos a la subespecie plorans.

Como hemos visto anteriormente, las secuencias COl estdn sujetas a
selecciéon purificadora, por lo que proporcionan un reloj molecular pobre,
comparadas con Nad5, para la que el test de Tajima mostré evolucién neutra. Por
ello, s6lo hemos usado Nad5 como reloj molecular. El test de maxima verosimilitud
empleado para probar el reloj molecular indica que la secuencia Nad5 sigue un reloj
molecular (Ly = 2271.1107, log Lo = 3.356; L, =2262.11327, log L, = 3.354, -2loglL =
0.004, g.1.=17, donde el valor critico para P = 0.05 es 27.59, que es mucho mayor que
0.004), de modo que la edad absoluta de los eventos de especiacién pueden ser
estimados usando una tasa de sustitucién homogénea a lo largo de todas las ramas
de la filogenia inferida mediante BEAST v1.5.4 (figuras 3.14 y 3.15). Para ello hemos
utilizado una tasa de sustitucidon reconocida como reloj molecular universal para
insectos cuyo valor es de 0.0115 sustituciones por linaje por millén de afios (Brower,
1994; Bocak & Yagi, 2009).

El arbol de la figura 3.14 sugiere que el ADN satélite de E. plorans se origind
hace de unos 3.3 a 4.1 millones de afios, es decir, el periodo comprendido entre los
nodos en que E. plorans se separd de las otras especies y el que separd a las
diferentes subespecies de E. plorans. Este mismo darbol sugiere que la edad de los
cromosomas B de la subespecie E. plorans plorans es menor de 3.3 millones de afios
(figura 3.15).

Dindmica espacial y temporal de los cromosomas B del saltamontes Eyprepocnemis plorans
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3.3. DISCUSION

En esta Tesis Doctoral hemos empleado secuencias pertenecientes al gen
que codifica para la subunidad | de la enzima Citocromo Oxidasa (COl) y al gen que
codifica para la subunidad V de la enzima NADH deshidrogenasa (ND5). Son
numerosos los estudios donde se ha comprobado que ambos genes presentan la
variabilidad suficiente como para ser empleados en estudios filogenéticos a baja
escala donde se incluyen poblaciones pertenecientes a la misma especie y
subespecies.

Con respecto al gen que codifica para la subunidad | de la enzima Citocromo
Oxidasa, tanto Lunt et al, (1996) como Zhang & Hewitt, en el mismo afio,
comprobaron que este gen contiene diferentes regiones que evolucionan con tasas
diferentes y que las parejas de cebadores UEA3/UEA4 y UEAS/UEA10 (que codifican
para COl y COI-Leu, respectivamente) son las que amplifican las regiones con mayor
variabilidad de este gen, por lo que serian las mds aptas para realizar anélisis
filogenéticos entre especies muy relacionadas, entre subespecies o entre distintas
poblaciones de la misma especie. Por su parte, el gen que codifica para la subunidad
V de la enzima NADH deshidrogenasa presenta una rapida tasa evolutiva que ha
permitido su uso en reconstruccion de filogenias también a baja escala evolutiva (ver
introduccion).

En nuestro estudio, el bajo indice de saturacion que presentan las
secuencias analizadas las hacen aptas para ser utilizadas como marcadores
filogenéticos. La ausencia de codones de stop y de indels en las secuencias
analizadas, sumada a un claro sesgo coddnico en Nad5 e incipiente en COIl avalan la
funcionalidad de estas secuencias. El bajo porcentaje de GC observado para los
fragmentos COlc y Nad5 (33.9 y 21.8, respectivamente), no debe interpretarse
necesariamente como un indicio de escasa actividad transcripcional ya que existe un
gran debate sobre si el porcentaje en GC estd correlacionado positivamente con el
nivel de expresion de un gen. De hecho, numerosos estudios apoyan esta idea
(Lercher et al., 2002; Vinogradov et al., 2003; Urrutia et al., 2003) mientras que otros
han obtenido correlaciones negativas (Gongalvez et al., 2000; Duret et al., 2002). Un
ejemplo muy ilustrativo que rechaza la idea de que los genes con altos niveles de
expresion deben mostrar porcentajes altos de GC es el de las a- y B-globinas, dos
proteinas con diferente contenido en GC a nivel del tercer codén (alto y bajo,
respectivamente), que se expresan en el mismo tipo celular (eritrocitos) y que se
encuentran en la misma cantidad aproximadamente, lo que indica que los genes que
las codifican presentan un mismo nivel de expresion (Li, 1997). Por otra parte, el
contenido moderado de GC que presentan las secuencias que hemos analizado es
congruente con el alto sesgo que presenta el genoma mitocondrial, y especialmente
el gen COI, hacia secuencias ricas en AT (Gerber et al., 2001; Brower & DeSalle,
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1998). Ademas, el contenido en GC puede variar incluso dentro de cada nivel
taxondmico (Chandra et al., 2006; Clare et al., 2008).

Los resultados obtenidos al aplicar el test de Tajima (Tajima, 1989) rechazan
la hipétesis de neutralidad para la secuencia concatenada COlc (D=-2.00618, con un
valor de p<0.05). El valor negativo significativo del estadistico D y la razén entre
cambios no sindnimos y sinénimos, cuyo valor es menor que uno, indica que una
seleccién purificadora estd actuando sobre las secuencias, apareciendo
polimorfismos para variantes con baja frecuencia. Otros estudios en los que también
se han obtenido valores negativos del pardmetro D estadisticamente significativos
para secuencias pertenecientes al gen COI son los publicados por Faccoli et al. (2005)
o Anducho-Reyes et al. (2008) en coledpteros, Vandewoestijne et al. (2004) en
lepidépteros o Loaiza et al. (2010) en Anopheles albimanus. Por el contrario, para
Nad5 el valor D de Tajima no es estadisticamente significativo, lo que indica que
sigue una evolucidon neutra, resultado acorde con los obtenidos por Maia et al.
(2009) en Aedes albopictus o por Temu & Yan (2005) en Anopheles arabiensis, ambas
especies de dipteros.

La diversidad nucleotidica (r) para COI es significativamente mayor para el
conjunto de individuos pertenecientes a Armenia y Grecia que para los de Peninsula
Ibérica y Marruecos. Por el contrario, la diversidad nucleotidica para Nad5 no diferia
significativamente para estas dos regiones.

La proporcion de cambios no sindnimos frente a sindnimos es mayor en
Nad5 que en COlc, siendo mayor también el valor de K (numero medio de
sustituciones por sitio en una secuencia), lo que indica que Nad5 puede ser mas
resolutivo que COlc a la escala en la que hemos trabajado (especie, subespecie y
poblacién). A nivel de especie, tanto COlc como Nad5 han resuelto arboles similares,
agrupando juntas a las especies Shirakiacris shirakii y Eyprepocnemis unicolor en un
cluster con Eyprepocnemis plorans y a Heteracris adspersa y a Heteracris pterosticha
en otro. Pero es a nivel de subespecie donde Nad5 ha tenido una mayor resolucion
que COlc, puesto que ésta ultima incluye a Eyprepocnemis plorans meridionalis en el
clUster de S. shirakii y E. unicolor, en lugar de incluirlo en el de E. plorans plorans,
como deberiamos esperar. Ademas, teniendo en cuenta que las dos subespecies de
Eypreprocnemis plorans contienen ADN satélite de 180 pb, que estd ausente en el
resto de eyprepocnemidinos (Cabrero et al., 2003c), los arboles construidos a partir
de COlc implicarian la aparicién del ADNsat dos veces, o su desaparicion de E.
unicolory S. shirakii (figura 3.16), mientras que, por el contrario, el arbol construido
con Nad5 es totalmente congruente con la aparicién del ADN satélite sélo una vez en
el cluster de Eyprepocnemis plorans (figura 3.17). EI ADN satélite se ha utilizado para
la resolucion de relaciones filogenéticas (Stepien & Kocher, 1997). El analisis de la
presencia o ausencia de diferentes familias de ADN repetitivo ha ayudado a realizar
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inferencias filogenéticas en algunos casos. Por ejemplo, Hartley & Davidson (19944,
b), analizaron la distribucidon de ADN repetitivo aislado de la trucha artica Salvelinus
alpinus en otras especies del género Salvelinus, por hibridacion Southern,
empleando la presencia o ausencia del monémero de repeticién como marcador en
sus analisis filogenéticos. Igualmente, Garrido-Ramos et al. (1995), demostraron la
presencia exclusiva de ADN satélite perteneciente a la familia Dral en el genoma de
las especies pertenecientes al género Pagrus, y eso permitio su agrupacién como un
linaje monofilético distinto al linaje que incluye a los géneros Sparus, Diplodus,
Lithognathus y Spondyliosoma, dentro de la familia Sparidae. Finalmente, Robles et
al. (2004) utilizaron la presencia o ausencia del ADN satélite de la familia Hindlll en la
familia Acipenseridae para la reconstruccidn de las relaciones filogenéticas de los
géneros Acipenser, Huso y Scaphirhynchus. De forma similar, nosotros pensamos que
la presencia del ADNsat de 180 pb en las dos subespecies de E. plorans, y su ausencia
en las otras especies de Eyprepocnemidinos es un caracter filogenético que
proporciona mejor soporte a la filogenia obtenida con Nad5 que con COlc.

La existencia de un Unico haplotipo para Nad5 en la poblacién marroqui de
Smir, y su coincidencia con el haplotipo predominante en la Peninsula Ibérica, indica
la existencia de una similitud genética en el ADN mitocondrial que también ocurre
para la composicion de los cromosomas B (Cabrero et al.,, 1999). La explicacion mas
plausible es la existencia de una elevada tasa de flujo génico entre el sur de la
Peninsula Ibérica y el norte de Marruecos. La elevada similitud en ambos
marcadores indica que las migraciones deben ser recientes, presumiblemente
asociadas a los movimientos migratorios humanos. Hace varios afios, observamos la
presencia de varios ejemplares de E. plorans en plantas de la especie Thuja
occidentalis de un vivero de Granada y este afios hemos capturado ejemplares en los
alrededores del vivero. Esta especie no la habiamos encontrado anteriormente a
menos de 30 Km de Granada, preguntamos en el vivero la procedencia de aquellas
plantas, y nos dijeron que venian de Valencia, donde E. plorans es muy abundante.
Esto indica que el transporte de plantas puede ser un vehiculo importante para la
migracion a larga distancia de esta especie, pudiendo haber contribuido
enormemente a la homogenizacién genética de muchas poblaciones de la Peninsula
Ibérica y Marruecos, dos zonas que, por su cercania geografica y alta relacién
histérica y comercial, han tenido un elevado grado de conexiéon, especialmente
desde la ocupacidn arabe, entre los siglos VIIl y XV (ver Gaubert et al., 2009). Hacia
las poblaciones de la cuenca del rio Segura el flujo génico parece estar mas
restringido dado el mayor numero de haplotipos presentes.

Es de resaltar que tanto COlc como Nad5 han agrupado las poblaciones de
E. plorans plorans en dos clusters, uno incluyendo a los haplotipos procedentes de
las poblaciones occidentales (Peninsula Ibérica y Marruecos) y el otro a las de las
orientales (Grecia y Armenia), con valores de bootstrap altos, y con un periodo de
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divergencia comprendido entre hace un millén y 270.000 afios (ver la figura 3.14). La
subdivisiéon en clados orientales y occidentales observada en cada una de las dos
especies de erizos europeos, Erinaceus europaeus y E. concolor ha sido atribuida a la
influencia de las glaciaciones del Pleistoceno (Santucci, 1998). Analisis filogeograficos
moleculares en diversos organismos del sur de Europa han revelado que muchas
especies contienen genomas divergentes y estdn frecuentemente subdivididas
geograficamente (para revisidn, ver Hewitt, 2001). Segun este autor, esto es debido,
probablemente, a que estas regiones proporcionaron refugios a través de las
contracciones y expansiones climaticas de las glaciaciones, de forma que los
genomas sobrevivieron y divergieron sin gran desplazamiento geografico.

Las sucesivas glaciaciones del Pleistoceno, desde hace 2.6 millones de afios,
modificaron considerablemente la distribucion geogréafica de muchas especies de
animales y plantas (Hewitt, 2001). E. plorans tiene actualmente una distribucion
circunmediterranea, prolongandose hacia el Caducaso a través de Turquia y Armenia.
Es una especie frecuente en las peninsulas que sirvieron de refugio para muchas
especies europeas de animales y plantas, durante las glaciaciones (lberia, Italia y
Grecia y Anatolia). Aunque esta especie no habita en los climas que mds se vieron
afectados por el avance del hielo, al ser una especie de origen africano (Dirsh, 1958)
que vive en clima templado de zonas costeras, adentrandose hacia regiones
interiores a través de las cuencas de los rios mediterraneos, pudo afectarle también
la disminucién general de la temperatura que tuvo lugar en cada glaciacion,
restringiendo su rango geografico a las regiones mas al sur. En el Ultimo millén de
afios ha habido unas 10 glaciaciones (una cada 100000 afios, aproximadamente),
que han proporcionado amplias oportunidades para la extincidn y recolonizacién de
las poblaciones situadas a mayor altitud. Los datos del ADNmt indican un elevado
grado de aislamiento entre E. plorans plorans de la Peninsula Ibérica y Marruecos
con respecto a los de Grecia y Armenia, como lo sugieren los 10 pasos mutacionales
entre los haplotipos de una y otra zona (ver figura 3.10). Diferencias paralelas
muestran los cromosomas B de ambas zonas, ya que los de Espafia y Marruecos
estan constituidos por ADNsat de 180 pb y por ADNr, en proporciones no muy
diferentes, mientras que los de Grecia y Armenia estdn compuestos
mayoritariamente de ADNr (Lépez-Ledn et al., 2008).

La figuras 3.4 y 3.10 muestran las redes de haplotipos para COIlc y Nad5,
respectivamente, y ambas sugieren que las poblaciones actuales de E. plorans
plorans derivan de un hipotético ancestral, probablemente, localizado hacia Africa
central, que evoluciond en E. p. meridionalis hacia el sur, y en E. p. plorans hacia el
norte, a través de dos rutas, una hacia oriente, alcanzando Armenia y Grecia, y otra
hacia occidente, quizas por Marruecos y la Peninsula Ibérica, aunque no podemos
descartar el paso al mediterraneo norte a través del estrecho de Sicilia. La figura 3.10
muestra también que, para Nad5, el nimero de pasos entre haplotipos es similar en
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los tres lados del tridngulo, lo que permite estimar en aproximadamente un millén
de afios la existencia del hipotético ancestral centroafricano, ya que esta es la estima
que obtuvimos, mediante métodos de coalescencia (con BEAST) entre las
poblaciones del este (Armenia y Grecia) y del oeste (Peninsula Ibérica y Marruecos).
Esta posibilidad es avalada por la formacién de corredores, durante las glaciaciones
del Pleistoceno, entre el suroeste y el nordeste de Africa, a través de las montafias
del este de Africa (Balinsky, 1962; Verdcourt, 1969; Van Zinderen Bakker, 1975;
Goldblatt, 1978; Jurgens, 1997; Coleman et al., 2003). No obstante, dada la intima
asociacién de la distribucion geografica de E. plorans con los rios, al menos en la
Peninsula Ibérica, no podemos descartar que el Nilo hubiera servido de corredor
para la migracién de este hipotético antecesor hacia el norte de Africa.

La relacion filogenética entre Eyprepocnemis plorans, Eyprepocnemis
unicolor y Shirakiacris shirakii es muy elevada y sélo el marcador con la mayor tasa
de sustitucién (Nad5) ha mostrado la resolucién necesaria para reconstruir una
historia filogenética entre estas tres especies acorde con la presencia exclusiva de
ADNsat en E. plorans (Cabrero et al., 2003a). El origen del clado de Eyprepocnemis
(que incluye a S. shirakii, ver figura 3.14) data de hace unos cuatro a ocho millones
de afios. Este periodo incluye la etapa final del Mioceno, la época Messiniense, entre
7,25y 5,33 Ma (millones de afios atrds), durante la cual se secé el mar Mediterraneo
y se crearon varios puentes de tierra entre Africa y el sur de Europa (por ejemplo, a
través de los estrechos de Gibraltar y de Sicilia). Este pudo ser un periodo apropiado
para la llegada de antecesores de Eyprepocnemis desde Africa. Aunque no podemos
profundizar mas en este aspecto, nuestros resultados tienen un mensaje claro para
la posicién taxondmica de Shirakiacris shirakii, que deberia ser revisada.

Asumiendo el reloj molecular universal para insectos (Bocak et al., 2009),
hemos estimado que el clister de E. plorans tiene una antigliedad entre 4.14 y 3.29
millones de afios aproximadamente (figura 3.14) y en este intervalo temporal muy
posiblemente se origind el ADN satélite de 180 pb, exclusivo de esta especie.
Podemos considerar que el origen de este ADNsat es relativamente reciente, puesto
que otros estudios muestran familias de ADNsat mds antiguas, como es el caso de la
familia PIM357 del género Pimelia, que tiene mas de 8 millones de afios (Pons et al.,
2002), del ADNsat TkS1 del género Triturus, datado en unos 10 millones de afios
(Varley et al., 1990), de la familia pvB370 BamHI en especies pertenecientes al grupo
de Drosophila (Heikkinen et al., 1995) datado en 20 millones de afios o incluso mas
antiguos como son el ADNsat de cetaceos, datado en 40 millones de afios (Arnason
et al., 1992) o la familia Pstl encontrado en mas de 13 especies de esturiones con
mas de 100 millones de ainos (ver Robles et al., 2004).

Por otra parte, la separacion entre las dos subespecies puede indicarnos la
edad maxima del cromosoma B de E. plorans plorans, puesto que, hasta el
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momento, no se ha detectado la presencia de cromosomas B en otras subespecies
(Jonh & Lewis 1965; Lopez-Ledn et al., 2008). Esta edad seria inferior 3.29 millones
de afios, aproximadamente. Dada la capacidad invasiva de los cromosomas B
parasitos, como son los de E. plorans cuando llegan a poblaciones nuevas, es
concebible que la edad del B sea muy inferior a la cifra sefialada. De hecho, las dos
invasiones de cromosomas B registradas por nuestro grupo, en Torrox (Zurita et al.,
1998) y Pollensa (Riera et al., 2004) se han producido con incrementos enormes de
la frecuencia de Bs en el curso de menos de diez afios. Ademas, estudios recientes
de un marcador SCAR presente en los cromosomas B de esta especie han mostrado
la practica identidad de su secuencia de ADN en los Bs de poblaciones tan alejadas
geograficamente como la Peninsula Ibérica, Marruecos, Grecia o Armenia, lo que
sugiere un origen Unico y reciente del SCAR, y por tanto del B, ya que este marcador
no se encuentra, como tal, en los cromosomas A, sino separado en dos trozos
independientes (Muioz-Pajares et al., en preparacion). Las estimas de la edad de los
cromosomas B en otras especies arrojan cifras muy variadas, desde los 8,000-10,000
afios en el saltamontes Myrmeleotettix maculatus (Hewitt and Ruscoe, 1971) hasta
dos millones de afios en el maiz (Lamb et al., 2007), pasando por los 750,000 afios en
Locusta migratoria (Teruel et al., 2010). En E. plorans, serd necesario analizar
comparativamente secuencias del B con las secuencias equivalentes en los
cromosomas A, para obtener estimas mas precisas de la edad del B.
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Figura 3.16. Arbol filogenético obtenido mediante inferencia bayesiana empleando MrBayes

con las secuencias COIl y COI-Leu concatenadas. En rojo podemos observar las ramas de los
taxones que presentan ADN satélite.
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Figura 3.17. Arbol filogenético obtenido mediante inferencia bayesiana empleando MrBayes
con la secuencia Nad5. En rojo podemos observar las ramas de los taxones que presentan

ADN satélite.
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4. Andlisis de la estructura genética y del flujo
génico en Eyprepocnemis plorans
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Estructura genética y flujo génico en Eyprepocnemis plorans

4.1. INTRODUCCION

4.1.1. Inter-Simple Sequence Repeats (ISSRs)

Los ISSRs (Inter Simple Sequence Repeats) son marcadores moleculares
dominantes basados en microsatélites ampliamente utilizados en estudios genéticos.
Para su amplificacién por PCR (ISSR-PCR) se emplean cebadores complementarios a
un microsatélite o SSR (Simple Sequence Repeat). Estos cebadores se disefian para
unirse a un motivo repetido de di- o trinucledtidos de la secuencia de un
microsatélite, el cual estd formado por secuencias cortas (generalmente menos de
100 pb) compuestas de unidades repetidas en tandem de penta-, tetra-, tri- y
dinucledtidos dispersas por el genoma nuclear eucarionte, generalmente en las
regiones no codificantes. De este modo, estos marcadores nos permiten obtener los
niveles de variacidn en las regiones del genoma con microsatélites.

La longitud de los microsatélites es altamente variable entre individuos
puesto que experimentan altas tasas de mutacién, ya que cuando el ADN se replica,
puede ocurrir un deslizamiento de la cadena molde o de la de nueva sintesis
generando deleciones o adiciones de nuevas unidades de repeticidn,
respectivamente. El resultado es que las cadenas resultantes presentaran un mayor
o menor numero de unidades de repeticién que las parentales (Zietkiewicz et
al.,1994; Wolfe, 2000).

Mediante esta técnica utilizamos un Unico cebador cuya secuencia sea
complementaria a dos microsatélites inversamente orientados y que se encuentren
lo suficientemente cerca (a menos de 2000 pb, Luque et al., 2002) como para que
pueda ser amplificada la secuencia que hay entre ellos. Es conveniente incorporar
secuencias de anclaje de varios nucledtidos (dos o tres) en los extremos 3’0 5'del
cebador para evitar la aparicién de variabilidad en el producto de PCR, que puede
producirse por el deslizamiento del cebador en la cadena de ADN, provocado por la
existencia de los motivos repetidos en tdandem que caracterizan los microsatélites,
asegurandonos de este modo que la amplificacién se inicie siempre en el extremo 5’
o en el 3’ del microsatélite. Como podemos observar en la figura 4.1, el producto de
PCR resultante del uso de cebadores con anclaje en 3" es de menor tamafio que el
obtenido con cebadores con anclaje en 5°, ya que estos ultimos incluyen los
microsatélites flanqueantes (Zietkiewicz et al., 1994; Bornet y Branchard, 2001;
Pradeep, 2002). También pueden usarse dos cebadores diferentes (técnica conocida
como ppISSR-PCR, de “primer pair”).

Estas unidades de anclaje suelen incluir posiciones variables del tipo R=A/G
o Y=C/T, lo que permite amplificar un mayor nimero de bandas; ademas, distintos
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cebadores con el mismo motivo de repeticién pero bases de anclaje diferentes,
como por ejemplo (CT)s-RG y (CT)s-RA, amplificardn un patrén de bandas diferente.

Estos marcadores se consideran dominantes, de forma que la presencia de
la banda corresponde al fenotipo dominante (homocigoto o heterocigoto) mientras
gue su ausencia representa el fenotipo recesivo, asumiéndose que existen dos alelos
por locus.

—
NNN(GT)n (GT)nNN

NNNNN] CACACACACACACACA [NNNNNNNNNNNNNN| TGTGTGTGTGTGTGTGTGTG [NNNNN
NNNNN| GTGTGTGTGTGTGTGT [NNNNNNNNNNNNNN|ACACACACACACACACACAC|NNNNN

Frod NN(TG)n (TG)nNNN
ADN genémico <« <«

Producto de PCR usando el cebador anclado en 3’

Producto de PCR usando el cebador anclado en 5

Figura 4.1. Amplificacion de un marcador ISSR. En el interior de los rectangulos
observamos dos microsatélites, que presentan el mismo motivo de repeticién,
orientados inversamente y cercanos el uno del otro. En rojo se representa el cebador con
anclaje en 5" y su producto de PCR, que incluye los dos microsatélites, mientras que en
azul se observa el primer anclado en 3’, cuyo producto de PCR sélo incluye la secuencia
intermedia entre los dos microsatélites.

El uso de marcadores ISSR presenta numerosas ventajas, entre las que cabe
destacar que no es necesario disponer de altas concentraciones ADN gendmico de
partida para su amplificacion y que no se requiere informacién previa sobre la
secuencia del genoma del organismo que vamos a estudiar para el disefio de los
primers. Ademds presenta una alta reproducibilidad, puesto que se emplean altas
temperaturas de alineacién y podemos visualizarlos facilmente en un gel de agarosa.
Junto con los RAPDs, los ISSRs se consideran los marcadores dominantes con mayor
reproducibilidad (Fang & Roose, 1997; Nagaoka & Ogihara 1997).

Pero igualmente presentan ciertas desventajas que deben mencionarse,
puesto que al ser marcadores dominantes la ausencia del marcador puede deberse a

varios factores, entre los que se encuentran la ausencia de la diana completa de
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unién del primer debido a una mutacién puntual, reordenaciones estructurales en
los cromosomas durante la meiosis o inserciones o deleciones en la regién
microsatélite. Ademas, por tratarse de marcadores dominantes, la imposibilidad de
distinguir entre homocigotos dominantes o heterocigotos impide realizar estimas
como F;s o F;; de Wright (1965).

Los ISSRs fueron descritos en 1994 (Gupta et al., 1994; Zietkiewicz et al.,
1994) y los primeros experimentos se realizaron en plantas, pero, poco a poco, su
uso se ha extendido potenciado por la facilidad de esta técnica y su capacidad para
detectar altos niveles de variacidn genética. Las aplicaciones de esta técnica han sido
muy variadas, utilizandose en la diferenciaciéon de variedades intraespecificas de
cultivos con importancia econdmica como el maiz (Kantety et al., 1995), el trigo
(Nagaoka & Ogihara, 1997) o la cebada (Fernandez et al., 2002), en la caracterizacién
genética de diferentes organismos (Sobhian et al., 2003; Cano et al., 2005), para
establecer diversidad genética (Qui et al., 2004; Wang et al., 2005; Lu et al., 2006;
Zhang et al., 2006), para identificar loci asociados a caracteres o ligados a genes
implicados en la resistencia a enfermedades (Ratnaparkhe et al., 1998; Arcade et al.,
2000), en el establecimiento de relaciones filogenéticas (Wolfe and Liston, 1998a;
Joshi et al., 2000; Wolfe and Randle, 2001; Datwyler & Wolfe, 2004; Wu et al., 2005)
e incluso en la elaboracidon de mapas genéticos gracias a la amplia distribucién de los
microsatélites en los genomas (Kojima et al., 1998).

En insectos, concretamente, se han empleado en la caracterizacién de
diferentes linajes del gusano de seda, Bombyx mori (Reddy et al., 1999; Nagaraju et
al., 2001; Pradeep et al., 2005) y Antheraea mylitta (Kar et al., 2005), asi como en
estudios de hibridacién (Hundsdoerfer et al., 2005), de diversidad y genética de
poblaciones (Phillips et al.,, 2002; De Ledn & Jones, 2005; Ren et al., 2008; Roux et
al., 2007) y de la conservacién (Vijayan et al., 2006).

Puesto que los marcadores ISSR evolucionan rapidamente, proporcionan
un elevado nimero de marcadores polimérficos (Roux et al., 2007). Por tanto, esta
técnica es util para la identificacidon genotipica de individuos, incluso estrechamente
relacionados, y para estudios de la estructura poblacional en especies no modelo
donde la informacién gendmica molecular es escasa, como es el caso del
saltamontes E. plorans. Nuestro estudio con estos marcadores pretende averiguar
aspectos evolutivos desconocidos en esta especie, tales como la estructura
poblacional y la tasa de migracién entre poblaciones, que pueden ser muy
informativos con respecto a los factores que determinan la distribucion geografica
de los cromosomas B en esta especie. Para ello, hemos incluido en nuestro andlisis
diez poblaciones de dos areas geograficas de la Peninsula lbérica, una en las costas
granadina y malagueiia, donde los cromosomas B estan universalmente presentes, y
la otra en zonas de interior en las provincias de Albacete y Murcia, en la cuenca del
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rio Segura, donde previamente hemos observado que los cromosomas B (de una
variante diferente a los del drea costera) no estdn presentes en la cabecera de los
rios Segura y Mundo (Cabrero et al., 1997).

4.1.2. ALLELIC DROPOUT

Los marcadores ISSR presentan varias ventajas que han facilitado su
aplicacion en wuna variedad de organismos, ya que no requieren altas
concentraciones de ADN, pueden visualizarse facilmente en geles tanto de agarosa
como de poliacrilamida, no es necesario conocer la secuencia del genoma que se va
a estudiar, y muestran altos niveles de variabilidad poblacional. No obstante, al estar
basados en amplificacion mediante PCR, presentan también dificultades, un
problema que no es exclusivo de estos marcadores sino que afecta también a otros
basados en la PCR, tales como microsatélites y AFLPs. Uno de los problemas es
debido a lo que se ha denominado Allelic Dropout, que consiste en el fallo
estocdstico de la amplificacion de uno de los dos alelos que porta cada individuo
para un determinado locus (Navidi et al., 1992; Taberlet et al., 1996), lo que conlleva
a un genotipado erréneo de los individuos analizados para ese locus. Se produce
cuando el ADN es pipeteado en la master mix y de nuevo cuando los cebadores y la
polimerasa se unen al ADN durante el proceso de PCR; si el ADN estd a una
concentracion baja y es de mala calidad, una alelo puede, por pura casualidad, ser
amplificado mas que otro (Miller et al., 2002), aunque también se ha descrito este
fenédmeno para el caso de ADN de alta calidad (Soulsbury et al., 2007).

El dropout puede producirse durante el proceso de pipeteo, en la
preparacion de la master mix, y también cuando los cebadores y la polimerasa se
unen al ADN durante el proceso de PCR. Incluso si el ADN esta a baja concentracion,
o es de mala calidad, un alelo puede, por pura casualidad, ser amplificado mas que
otro (Miller et al., 2002; Gerloff et al., 1995; Gagneaux et al., 1997; Goosens et al.,
1998). Pero también se ha descrito este fendmeno incluso en el caso de ADN de alta
calidad (Jeffery et al., 2001; Soulsbury et al., 2007), por lo que el allelic dropout
puede hacernos cometer errores de genotipado que pueden sesgar
significativamente los resultados de muchas investigaciones. Ademas, y puesto que
estos marcadores se espera que se hereden segun las leyes de Mendel (Tsumura et
al., 1996; Reddy et al., 1999; Fang & Rose, 1997), el dropout podria ser responsable
de distorsiones en la segregacion en favor del alelo “ausencia de banda”, aunque se
han descrito otros posibles fendmenos como los causantes de algunas distorsiones
observada en sélo uno de los sexos (McMeniman & Barker, 2006). Es por ello que
todo estudio de ISSRs deberia incluir un andlisis del posible efecto del dropout sobre
el genotipado y también sobre los andlisis de herencia de estos marcadores

Dindmica espacial y temporal de los cromosomas B del saltamontes Eyprepocnemis plorans



Estructura genética y flujo génico en Eyprepocnemis plorans

(Hoffman & Amos 2005, Tester et al., 2006; Johnson & Haydon, 2007; Soulsbury et
al., 2007).

Nuestro estudio con los marcadores ISSR en E. plorans incluye, por tanto, un
andlisis de la posible incidencia del dropout, tanto al nivel del genotipado de los
individuos, analizando la repetibilidad de los diagndsticos en dos situaciones
diferentes, como también las posibles distorsiones en la segregacién en
cruzamientos controlados, y la posibilidad de que las distorsiones sean producto del
dropout.

4.2. RESULTADOS
4.2.1. Andlisis de los ISSRs

La abundancia y variabilidad del nimero de marcadores ISSR obtenidos
mediante PCR depende del motivo de repeticién considerado y de las caracteristicas
del cebador empleado, asi como de las condiciones de amplificacién y del organismo
estudiado. Nosotros hemos analizado muestras del saltamontes Eyprepocnemis
plorans subsp. plorans procedentes de 10 localidades de la Peninsula Ibérica, cinco
capturadas en las costas granadina (Salobrefia) y malaguefia (Algarrobo, Torrox,
Nerja0 y Tetuan) y las otras cinco (Claras, Socovos, El Gallego, Mundo y Calasparra)
en las provincias de Albacete y Murcia, en la cuenca del rio Segura (figura 2.3-2.14
del capitulo 2 “Material y Métodos” y tabla 4.1). En total, hemos detectado 97
marcadores ISSR (tabla 4.2), con los que hemos realizado un andlisis de la dindmica y
estructura genética de estas poblaciones.

Tabla 4.1. Ndmero de individuos analizados con los diferentes cebadores para ISSRs.

N2 de individuos analizados por poblacién y cebador

Poblacion ISSR6 ISSR7 ISSR14 ISSR26 ISSR39 ISSR43
Algarrobo 28 29 29 28 26 28
Torrox 26 23 27 25 18 25
Nerja0 30 29 29 28 26 28
Tetudn 29 28 29 29 26 30
Salobrefia 23 21 23 23 21 22
Claras 7 7 7 7 7 7
El Gallego* 47 48 48 47 36 43
Socovos** 15 13 14 14 13 12
Mundo 15 15 15 15 10 15
Calasparra 28 29 28 27 27 30
Total 248 242 249 243 210 240

El nimero total de amplificaciones ha sido de 1432. En rojo aparecen el nUmero maximo de
individuos analizados en cada poblacion (*salvo en El Gallego, donde este valor ha sido de 50), de
modo que el nimero total de individuos analizados ha sido de 256.

**Todos los individuos empleados han sido machos salvo en esta poblaciéon, donde se han
estudiado, ademas, cinco hembras para aumentar el nimero de individuos analizados.
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Tabla 4.2. Nimero de marcadores obtenidos con cada uno de los cebadores utilizados.

Cebador Secuencia de Oligonucleétidos (5" >3") N2 marcadores
ISSR-6 (CT)8-RG 16
ISSR-7 (CTC)4-RC 19
ISSR-14 (CT)8-RA 11
ISSR-26 (CT)8-AC 22
ISSR-39 (GA)8-YG 18
ISSR-43 HVH-(TCC)5 11

Total =97

La figura 4.2 muestra ejemplos de los geles obtenidos tras la amplificacién
con cada uno de los cebadores utilizados, y la tabla 4.3 resume el tamafio de los
fragmentos obtenidos.

Figura 4.2. Geles de agarosa al 1.5% mostrando algunos ejemplos de los fragmentos obtenidos
mediante los cebadores ISSR6 (a), ISSR7 (b), ISSR14 (c), ISSR26 (d), ISSR39 (e) e ISSR43 (f).
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Tabla 4.3. Tamafio, en pares de bases, de cada uno de los fragmentos amplificados con los
diferentes cebadores empleados.

ISSR6 ISSR7 ISSR14 ISSR26 ISSR39 ISSR43

250 250 300 280 180 250
330 320 400 300 200 280
350 350 500 340 220 320
380 380 600 380 250 380
450 430 750 430 280 400
500 480 800 480 320 490
550 550 850 500 390 540
630 600 1250 550 410 600
750 650 1400 600 450 650
800 700 1450 650 500 780
900 800 1800 700 550 800
1000 900 750 600
1200 1000 800 650
1300 1100 900 700
1400 1150 1000 800
1600 1400 1100 880

1600 1200 1000

1800 1300 1100

2000 1600

1800
2000
>2000

La presencia o ausencia de cada fragmento fue codificada como 1 y O,
respectivamente, y su frecuencia fue analizada con el programa Hickory v1.1
(Holsinger KE & Lewis PO, 2003), teniendo en cuenta el comportamiento dominante

de estos marcadores.

Los anexos 4.1-4.6 muestran la frecuencia de cada uno de los marcadores
en las diez poblaciones analizadas. Ademads estos marcadores nos han permitido
analizar la estructura genética de las poblaciones analizadas, con el software
Structure (Falush et al., 2007), asi como una estima del grado de aislamiento por
distancia entre poblaciones, mediante el test de Mantel.

4.2.1.1. Polimorfismo de los marcadores ISSR

El valor del porcentaje de loci polimérficos es del 100% si consideramos el
conjunto de las diez poblaciones analizadas, mientras que desciende al 97% si sélo
tenemos en cuenta a las poblaciones de la costa y al 96% en el conjunto de
poblaciones del Segura. En la tabla 4.4. Podemos observar el porcentaje de loci
polimérficos en cada una de las poblaciones por separado.
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Tabla 4.4. Porcentaje de loci polimérficos en las poblaciones analizadas.

Poblacién N2 de loci polimodrficos % de loci polimérficos

Algarrobo 76 78
Torrox 79 81
Nerja0 78 80
Tetuan 73 75
Salobrefia 72 74

Promedio Costa 75.6 (+3.05) 77.6 (+3.05)
Claras 58 60
El Gallego 83 85
Socovos 57 59
Mundo 76 78
Calasparra 72 74

Promedio Segura 69.2 (+11.39) 71.2 (+11.39)

Los valores de polimorfismo de los marcadores en las poblaciones de la
costa son mayores que en las poblaciones del Segura, pero mediante un test
t-Student hemos podido comprobar que estas diferencias en el nimero de loci
polimérficos entre ambas regiones no son significativas (t=1.21, g.l.=8, p=0.26;
previamente nos hemos cerciorado de que las muestras siguen una distribucién
normal mediante el test de Shapiro-Wilks, w=0.85, p=0.066).

4.2.1.2. Andlisis de la diversidad genética entre poblaciones geograficas

El andlisis de los datos ISSR mediante métodos bayesianos, empleando el
software Hickory v1.1 (Holsinger KE & Lewis PO, 2003), nos ha permitido realizar una
estima del nivel de diferenciacion poblacional existente entre las diez poblaciones
empleadas en este estudio.

Los datos fueron analizados segln cuatro modelos diferentes: i) el modelo
completo (full model), donde los valores de diferenciacidon poblacional (theta, 6,
andlogo al parametro Fst de Wright) y de endogamia (f, analogo a Fis) son distintos
de cero; ii) el modelo f=0, que asume que no hay consanguinidad intrapoblacional;
iii) el modelo theta=0, basado en la ausencia de diferenciacion poblacional, y iv) el
modelo f libre o free model, donde se eligen aleatoriamente valores de f durante el
analisis de los datos sin tener en cuenta informacion previa.

La eleccion del modelo al que mas se ajustan nuestros datos se basa en el
parametro DIC, andlogo a AIC en la seleccién de modelos bayesianos (Spiegelhalter
et al., 2002). El modelo mas apropiado serd aquel que minimiza los valores de la
suma de la medida del ajuste del modelo, Dbar, con la medida de la complejidad del
modelo pD (DIC=Dbar+pD), siendo pD el numero efectivo de parametros estimados
(pD = Dbar — Dhat) y Dhat, la desviacion de la media posterior de los parametros. La
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tabla 4.5 muestra que el valor mas bajo de DIC indicaria que el modelo que mejor se
ajustaria a nuestros datos es el Full model; también hay que tener en cuenta los
valores mas bajos del pardmetro Dbar (que nos vuelve a indicar que el Full model es
el mds apropiado). Pero Hickory presenta limitaciones en el célculo de la endogamia
para marcadores dominantes, como es nuestro caso, puesto que no es posible
diferenciar los heterocigotos de los homocigotos dominantes; los autores
recomiendan observar el valor de endogamia proporcionado por este programa y
valorar si es o no congruente con los conocimientos previos que se tienen sobre el
sistema de apareamiento del organismo con el que se estd trabajando. El valor de
endogamia que Hickory nos calcula con nuestros datos bajo el Full model alcanza un
valor de 0.95, demasiado alto para un organismo poligindndrico como E. plorans
(Pardo et al., 1995). Esto nos lleva a elegir el modelo f=0 como aquel al que mejor se
ajustan nuestros datos, teniendo en cuenta, ademds, que este modelo obtuvo
valores muy préximos a los del full model (ver tabla 4.5).

Tabla 4.5. Parametros estadisticos de los modelos en base a los que se analizan los datos
mediante inferencia bayesiana con Hickory.

Modelo Dbar Dhat pD DIC
Full 3073.18 2495.46 577.726 3650.51
f=0 3075.32 2480.37 594.951 3670.27

theta=0 5884.71 5792.54 92.175 5976.89

ffree 3202.31 2490.61 711.692 3914

La existencia de grandes diferencias entre los valores de DIC de diferentes
modelos indica que hay diferencias genéticas entre las poblaciones analizadas.

En el modelo f=0, Hickory proporciona tres valores diferentes para theta:
8", que corresponde directamente al pardmetro Fst de Wright, o que es analogo
al parametro Gst de Nei, la mejor medida de la proporcién de diversidad genética
debida a diferencias entre poblaciones contemporaneas y o™, que estima la
diversidad genética pero requiere haber muestreado el total de poblaciones

(1)

potencialmente intercambiadoras de genes (de no ser asi, 8" serd la mejor estima

de diversidad genética).

Otros pardmetros calculados por Hickory son hs, que estima la diversidad
genética de cada poblacién como la media de la heterocigosidad en caso de
panmixia y Hs, definido como la media de todas las hs de todas las poblaciones
analizadas. Asimismo nos da informacién sobre la diversidad genética total del
conjunto de poblaciones analizadas, basada en la media de las frecuencias alélicas
en las poblaciones (Ht). Cada uno de estos valores va acompafiado de la desviacion
estandar y el intervalo de confianza al 97.5% (tabla 4.6).
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Hickory proporciona también un parametro bayesiano (Gst-B) andlogo a Gst
de Nei. Anteriormente hemos comentado que 8" también es andlogo a Gst de Nei,
de manera que, a menos que se tengan razones para ignorar la estocasticidad en el
proceso evolutivo, tendrd mds importancia el valor que tome o que el de Gst-B. En
nuestro caso, no obstante, ambos valores son casi idénticos (tabla 4.6).

Tabla 4.6. Valores de la diversidad genética bajo el modelo f=0 obtenidos mediante Hickory.

Parametro Media SD 2.5% 97.5%
theta-1, 8" 0.297 0.022  0.256 0.343
theta-Il, 8" 0.108 0.007  0.095 0.124
theta-1l, 8" 0.080 0.004  0.074 0.087
hs[Algarrobo] 0.227 0.005 0.217 0.237
hs[Torrox] 0.228 0.005  0.218 0.239
hs[Nerja0] 0.216 0.005  0.206 0.226
hs[Tetuan] 0.226 0.005  0.217 0.236
hs[Salobrefia] 0.227 0.005  0.217 0.237
hs[Claras] 0.225 0.008  0.210 0.241
hs[El Gallego] 0.209 0.004  0.201 0.217
hs[Socovos] 0.192 0.007 0.179 0.205
hs[Mundo] 0.233 0.007  0.219 0.246
hs[Calasparra] 0.209 0.005 0.199 0.219
Hs 0.219 0.002  0.215 0.223
Ht 0.245 0.002  0.241 0.249
Gst-B 0.105 0.005  0.096 0.115

A partir de Gst podemos estimar el nimero medio histérico de migrantes
(Nm) en el conjunto de poblaciones mediante la ecuacién Nm = 0.25 (1 - Gst) / Gst,
que resulté ser proximo a 2. Esto indica que la diversificacion genética de estas
poblaciones por deriva genética es impedida por un elevado flujo génico.

Este mismo andlisis lo hemos repetido dos veces mas, para subconjuntos de
poblaciones: i) con las 5 poblaciones costeras, y ii) con las 5 poblaciones del Segura.

Al igual que ocurria cuando hemos analizado las diez poblaciones
conjuntamente, al analizarlas por separado observamos que los valores mas bajos
tanto de DIC como de Dbar corresponden al Full model, pero volvemos a
encontrarnos con el mismo problema: los valores de endogamia que nos presenta el
Full model son demasiado elevados para E. plorans (0.87 y 0.83 para las poblaciones
del Segura y para las de la costa, respectivamente) que, como comentamos
anteriormente, nos parecen elevados para una especie poliginandrica. Esto nos lleva,
de nuevo, a escoger el modelo f=0 como aquel al que mejor se ajustan nuestros
datos, dado que en ambos analisis los valores de DIC entre los modelos Full y f=0 son
muy similares (tablas 4.7 y 4.9).
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Tabla 4.7. Parametros estadisticos correspondientes a las poblaciones costeras de los modelos
bajo los que se analizan los datos mediante inferencia bayesiana con Hickory.

Modelo Dbar
Full 1636.85
f=0 1644.52

theta=0 2451.95

ffree 1692.48

Tabla 4.8. Valores de la diversidad genética en base al modelo f=0 obtenidos mediante Hickory

para las poblaciones costeras.

Parametro Media
theta-l, 6" 0.291
theta-Il, 6" 0.058
theta-lll, 8" 0.040
hs[Algarrobo] 0.235
hs[Torrox] 0.235
hs[Nerja0] 0.225
hs[Tetuan] 0.235
hs[Salobrefia] 0.236
Hs 0.233
Ht 0.245
Gst-B 0.049

Las tablas 4.8 y 4.10 muestran los valores de diversidad genética obtenidos
como resultado de los andlisis parciales de las poblaciones de la costa y del Segura.

Tabla 4.9. Pardmetros estadisticos correspondientes a las poblaciones del Segura de los
modelos en base a los que se analizan los datos mediante inferencia bayesiana con Hickory.

Modelo Dbar
Full 1440.64
f=0 1442.14

theta=0 1885.79

ffree 1468.48
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Dhat
1354.79
1352.56
2364.96
1330.12

SD
0.026
0.007
0.003
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005
0.003
0.003
0.004

Dhat
1233.78
1212.62
1801.48
1175.53

pD

DIC

282.062 1918.92
291.964 1936.49

86.99

2538.94

362.363 2054.85

2.5%
0.243
0.046
0.034
0.225
0.225
0.216
0.225
0.226
0.228
0.240
0.041

pD

97.5%
0.347
0.072
0.047
0.244
0.246
0.236
0.244
0.247
0.238
0.250
0.058

DIC

206.866 1647.51
229.521 1671.66
84.3044 1970.09
292.951 1761.43
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Tabla 4.10. Valores de la diversidad genética bajo el modelo f=0 obtenidos mediante Hickory
para las poblaciones del Segura.

Parametro Media SD 25% 97.5%
theta-l, 8" 0.286 0.028 0.235 0.345
theta-1l, 8" 0.040 0.006 0.030 0.053
theta-1l, 8" 0.029 0.004 0.023 0.036
hs[Claras] 0.224 0.007 0211 0.238
hs[El Gallego] ~ 0.218 0.004 0.209 0.226
hs[Socovos] 0.203 0.006 0.191 0.215
hs[Mundo] 0.235 0.006 0.223 0.246
hs[Calasparra] 0.217 0.005 0.208 0.227
Hs 0.219 0.003 0.213 0.226
Ht 0.227 0.003 0221 0.234
Gst-B 0.033 0.004 0.025 0.043

El nimero de migrantes, estimado a partir de Gst, fue de aproximadamente
para las poblaciones de la costa y de 7 para las del Segura.

Como podemos observar en las tablas 4.8 y 4.10, el valor de theta Il es
menor en las poblaciones del Segura que en las de la costa.

4.2.1.3. Analisis de la estructura genética de las poblaciones

Para conocer en mayor profundidad la estructura genética de las
poblaciones analizadas, hemos empleado el software Structure v2.3.1 (Falush et al.,
2007).

Dado que el anadlisis con Hickory habia revelado la existencia de
diferenciacién entre poblaciones, quisimos averiguar primero, con Structure, el
nimero de grupos poblacionales (K) que mejor explicaba la variacién genética
observada analizada. Para ello, investigamos valores de K desde 2 hasta 10, es decir,
entre el minimo ndmero de grupos que podrian existir (2) y el maximo que coincide
con el nimero de poblaciones reales.

El modelo utilizado en nuestros analisis ha sido el admixture model o
modelo de mezcla con un valor de burn-in de 50000 (cuanto debe correr la
simulacion antes de comenzar a tomar datos, para reducir al minimo el efecto del
comienzo de la configuracién de la carrera del programa) y de repeticiones de las
Cadenas de Markov de Monte Carlo (MCMC) tras el burn-in de 100000. Con estos
parametros hemos realizado tres anadlisis diferentes: i) uno con las todas las
poblaciones, ii) otro con las cinco poblaciones costeras vy, ii) otro con las cinco
poblaciones del Segura.
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++ Analisis de todas las poblaciones

En el anexo 4.7 se resumen los datos correspondientes a los valores de L(K)
asignados a cada valor de K; hemos realizado diez réplicas para cada valor de K
asignado.

Para conocer el valor de K que mejor se ajusta a nuestros datos hemos
seguido el método descrito en Evanno et al. (2005). Partimos de las 10 réplicas para
cada valor de K asignado calculando la diferencia entre dos valores de L(K)
consecutivos, diferencia que corresponde a la tasa de cambio de la funcién de
probabilidad con respecto a K y que vamos a anotar como L’(K), siendo L'(K)= L(K)-
L(K-1) (ver anexo 4.8); para este paso ha sido necesario obtener previamente valores
de L(K) para K=1y K=11 (anexo 4.7).

Posteriormente, calculamos la diferencia, en valor absoluto, entre dos
valores consecutivos de L’(K) como /L""(K)/=/L"(K+1)-L"(K)/, que corresponde a la tasa
de cambio de segundo orden de L(K) con respecto a K (ver anexo 4.9).

Finalmente, estimamos AK como la media de los diez valores absolutos de
las réplicas de L”(K) dividido por la desviacion estandar de L(K), es decir:
AK=m(/L""(K)/) / s[L(K)] (ver anexo 4.10).

El valor de K al que mejor se ajustan nuestros datos corresponde al valor
modal de la distribucion que, como muestra la figura 4.3, corresponderia a un valor
de Kigual a 2.

250 -
200 - s =&—AK
150 -
100 -

50 A

0 2 4 6 8 10 12

Valor de K

Figura 4.3. Representacion de los valores de AK.

El software Structure proporciona, ademas, informacién sobre la proporcién
de los individuos de cada poblacién real muestreada (en este caso, diez poblaciones)
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que quedaria encuadrado dentro de cada uno de los dos grupos identificados por su
similitud genética (K=2). Como se observa en la tabla 4.11, la mayoria de los
individuos muestreados en las localidades costeras quedaron encuadrados en el
grupo 1, mientras que la mayoria de los individuos procedentes de las localidades
del Segura fueron asignados al grupo 2, indicando que las poblaciones que
componen ambos grupos estdn genéticamente mas relacionadas entre si que con las
del otro grupo de poblaciones, evidenciando asi una diferenciacién genética muy

clara entre las poblaciones de ambas zonas geograficas.

Tabla 4.11. Proporcidn de miembros de cada poblacién predefinida incluida en cada uno de

los dos grupos (K=2).

Poblacion
Algarrobo
Torrox
Nerja0
Tetuan
Salobrefia
Claras
El Gallego
Socovos
Mundo
Calasparra

La ascendencia de cada individuo respecto a cada uno de los dos grupos se
muestra en los anexos 4.11 y 4.12, y estos datos aparecen representados

N2 individuos

Grupol Grupo2

29 0.930 0.070
27 0.975 0.025
30 0.980 0.020
30 0.965 0.035
23 0.932 0.068

7 0.055 0.945
50 0.093 0.907
15 0.017 0.983
15 0.042 0.958
30 0.059 0.941

graficamente, a continuacidn, en la figura 4.4.

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20
0.00

Torrox

Algarrobo Nerja0

Figura 4.4. Representacion de la ascendencia de cada individuo a cada uno de los dos grupos.
Cada una de las barras verticales representa a uno de los 256 individuos analizados. El color
verde representa a las poblaciones costeras mientras que el rojo representa a las del Segura.
La longitud de las barras verticales es proporcional a la de los valores inferidos de ascendencia

Tetuan

Claras

Socovos Calasparra

Salobrefia

de los individuos a cada uno de los dos grupos.

El Gallego

Mundo

Dinamica espacial y temporal de los cromosomas B del saltamontes Eyprepocnemis plorans



Estructura genética y flujo génico en Eyprepocnemis plorans

+» Andlisis de las poblaciones costeras

Siguiendo el mismo procedimiento mencionado anteriormente, obtuvimos
los valores resumidos en el anexo 4.13 para L(K) en funcién de los valores de K entre
2y 5, con sus réplicas correspondientes. Posteriormente calculamos los valores de
L'(K) y L”(K) (ver anexos 4.14 y 4.15), asi como AK (anexo 4.16). En este caso, el
valor de K que m3s se ajusta a nuestros datos es 4 (figura 4.5).

10 -
—4—AK

Valor de K

Figura 4.5. Representacion de los valores de AK.

La tabla 4.12 muestra la proporcion de miembros de cada una de las cinco
poblaciones predefinidas en los cuatro grupos establecidos por Structure, y la figura
4.6 muestra la representacién grafica de estos cuatro grupos donde podemos
distinguir un primer grupo (en color azul) representado mayoritariamente por los
individuos de Algarrobo (que es la poblacién mas al oeste), el segundo grupo (en
color rojo) mayoritariamente representado por los individuos de Salobrefia (la
poblacién mds oriental de las cinco, y mas alejada geograficamente del resto), y un
tercer y un cuatro grupo, donde aparecen mezclados individuos procedentes de las
tres poblaciones mds cercanas geograficamente, Torrox, Tetuan y Nerja0.

Tabla 4.12. Proporcion de miembros de cada poblacién predefinida en cada uno de los cuatro
grupos (K=4).

Poblacion N2individuos Grupol Grupo2 Grupo3 Grupo 4

Algarrobo 29 0.703 0.071 0.175 0.051
Torrox 27 0.290 0.393 0.291 0.025
Nerja0 30 0.503 0.035 0.434 0.029
Tetudn 30 0.343 0.131 0.499 0.026

Salobrefia 23 0.030 0.012 0.017 0.940
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0.00 L= T LELE i . e L——"J

Algarrobo Torrox Nerja0 Tetudn Salobrefia

Figura 4.6. Representacion de la ascendencia de cada individuo a cada uno de los cuatro
grupos definidos en las poblaciones costeras.

Obsérvese los elevados valores de asignacién de los individuos de Salobrefia
(0.939) al grupo 4, debido a que ésta es la poblacién mas distante geograficamente.
Por otra parte, los individuos de Algarrobo muestran un grado de asignacién elevado
al grupo 1 (0.7), mientras que los procedentes de las otras tres poblaciones (situadas
geograficamente entre las dos anteriores), muestran valores menores, mas o menos
similares con respecto a mds de un grupo.

Los valores de asignacion de cada uno de los individuos pertenecientes a
estas cinco poblaciones costeras se resumen en el anexo 4.17.

++ Analisis de las poblaciones de la cuenca del rio Segura

El andlisis de los datos correspondientes a los marcadores ISSR obtenidos en
los individuos pertenecientes a las poblaciones de la cuenca del rio Segura,
muestreadas en la provincia de Albacete, fue realizado mediante Structure
estableciendo valores de K desde 2 a 5, ademas de los valores para K=1 y K=6
necesarios para evaluar el valor de K al que mejor se ajustan nuestros datos (anexo
4.18).

Los anexos 4.19 y 4.20 muestran los valores de L(K) y L7(K),
respectivamente, y los resultados correspondientes a la estima de AK pueden
observarse en el anexo 4.21. El valor de K al que mas se ajustan nuestros es 2 (figura
4.7).
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Figura 4.7. Representacion de los valores de AK.

Los valores medios de asignacidn de los individuos procedentes de cada una
de las cinco poblaciones del Segura a cada uno de los dos grupos establecidos por
Structure aparecen en la tabla 4.13. Se observa que el grupo 1 viene definido por la
mayoria de los individuos procedentes de Claras, Mundo y Calasparra, mientras que
el grupo 2 engloba a la mayoria de los individuos de Socovos (figura 4.8). La
poblacién restantes (El Gallego) muestra valores intermedios de asignacion a ambos
grupos. El anexo 4.22 muestra los valores de la ascendencia de cada individuo
perteneciente a estas cinco poblaciones con respecto a los dos grupos.

Tabla 4.13. Proporcién de miembros de cada poblacion predefinida en cada uno de los dos
grupos (K=2).

Poblacion N¢ individuos Grupo 1 Grupo 2
Claras 7 0.790 0.210
El Gallego 50 0.550 0.450
Socovos 15 0.348 0.652
Mundo 15 0.860 0.140
Calasparra 30 0.633 0.367

1.00
0.80
0.60
0.40

0.20

0.00

Claras El Gallego Socovos Mundo Calasparra

Figura 4.8. Representacion de la ascendencia de cada individuo a cada uno de los dos grupos.
El grupo 1 esta representado en rojo, y el grupo 2 en verde.
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En este grupo de poblaciones se observa que Structure proporciona peor
definicidn geogréfica que en el grupo de las poblaciones costeras, con valores
intermedios de asignacion a ambos grupos en tres poblaciones.

4.2.1.4. Analisis del aislamiento por distancia

Para analizar la existencia de aislamiento por distancia hemos comparado,
mediante el test de Mantel, la matriz del nUmero de migrantes, Nm (anexo 4.23) con
la matriz de distancias geogréficas (anexo 4.24) entre las poblaciones muestreadas.

El calculo del nUmero de migrantes se ha hecho de forma indirecta a partir
de las distancias genéticas (Pairwise-Fst, anexo 4.23) entre las diferentes poblaciones
analizadas, siguiendo el modelo de islas infinitas de Wright (1951), donde la relacidn
entre las distancias genéticas y el nUmero de migrantes, para organismos diploides,
es Nm = 0.25 (1-Gst)/Gst. La matriz de distancias genéticas ha sido calculada con el
software AFLP-surv (Vekemans et al, 2002) a partir de los datos de
presencia/ausencia de los marcadores ISSRs analizados. En el caso de las poblaciones
del Segura, las distancias geograficas entre las poblaciones han sido calculadas
siguiendo el curso de los rios que las conectan (también se hizo con las distancias en
linea rectay los resultados fueron similares).

Hemos realizado este andlisis a tres escalas diferentes: i) incluyendo todas
las poblaciones muestreadas, ii) incluyendo sélo las poblaciones costeras (provincias
de Granada y Malaga), y iii) incluyendo sélo las poblaciones del Segura (provincias de
Albacete y Murcia). El programa utilizado ha sido Zt-win (Bonnet & Van der Peer,
2002) con 100.000 repeticiones aleatorias. Los resultados pueden observarse en la
tabla 4.14.

Tabla 4.14. Resultados del Test de Mantel.

R P
Todas las poblaciones -0.681 0.005
Poblaciones costeras -0.894 0.017
Poblaciones del Segura 0.025 0.275

R = coeficiente de correlacién de Pearson.
p = valor de probabilidad asociado.

Los resultados de la tabla 4.14 indican que existe aislamiento por distancia
tanto en el conjunto de las diez poblaciones analizadas como en las poblaciones de
la costa de Mdlaga y Granada. Por el contrario, no se observa aislamiento por
distancia en las poblaciones que pertenecen a la cuenca del rio Segura.
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Otro modo de comprobar el aislamiento por distancia es examinando la
relacidn existente entre el flujo génico entre pares de poblaciones (Nm) y la distancia
geogriafica que las separa (Slatkin, 1993), aplicando una regresién de logNm frente a
logK (siendo K la distancia geografica). En la figura 4.9 podemos observar los valores
de esta regresidn para el total de las diez poblaciones analizadas y en la figura 4.10,
los correspondientes a las poblaciones de la costa; ambas muestran aislamiento por
distancia, mientras que no se observa en las poblaciones del Segura, representadas

en la figura 4.11.

2.000 - R =0.680, p<0.000001

1.500 -

1.000 -

log Nm

0.500

0.000 T
3.000 3.500 4.000 4.500 5.000 5.500 6.000

log k

Figura 4.9. Regresién entre el logaritmo del nimero de migrantes entre cada par de
poblaciones frente al logaritmo de la distancia geografica en las diez poblaciones analizadas.
Podemos observar correlacidn negativa y, por tanto, aislamiento por distancia.

1.200 R =0.889, p =0.00049
0.900 -+

0.600 -

log Nm

0.300 -+

0.000 ; ; ; ; ; .
3500 3.700 3.900 4.100 4300 4500 4.700
log K

Figura 4.10. Regresién entre el logaritmo del nimero de migrantes entre cada par de
poblaciones frente al logaritmo de la distancia geografica en las poblaciones costeras. Aqui
también podemos observar correlacién negativa y, por tanto, aislamiento por distancia.
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2.000 - R=0.245,p=0.494
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Figura 4.11. Regresién entre el logaritmo del nimero de migrantes entre cada par de
poblaciones frente al logaritmo de la distancia geografica en las poblaciones del Segura. En
este caso no existe correlacién negativa ni, por tanto, aislamiento por distancia.

Como ya hemos comentado anteriormente, uno de los problemas a los que
nos enfrentamos cuando trabajamos con marcadores dominantes es que no
podemos distinguir entre homocigotos dominantes y heterocigotos. Esto nos impide
calcular la frecuencia de un alelo dominante directamente a partir de un gel (como
podemos hacer a partir de marcadores codominantes), de modo que tenemos que
asumir equilibrio Hardy-Weinberg y, por consiguiente, calcular la frecuencia de los
diferentes alelos a partir de la informaciéon de bandas ausentes (homocigotos
recesivos). Pero la ausencia de una banda no siempre es sinénimo de un genotipo
homocigoto recesivo, sino que puede derivar de factores tales como el allelic
dropout o la existencia de alelos nulos.

El método de Dice (1945), entre otros, no calcula frecuencias alélicas y, por
tanto, no asume equilibrio Hardy-Weinberg, empleando Unicamente las bandas
presentes para obtener un coeficiente de similitud entre individuos por comparacién
del numero de bandas compartidas entre los mismos. El programa FAMD v1.25
(Schliter & Harris, 2006) nos ofrece la posibilidad de calcular tanto el coeficiente de
similitud como el de disimilitud. Con este programa hemos obtenido una matriz de
disimilitud de un tamafio de 256x256 (puesto que el nimero total de individuos
analizados para el total de las 10 poblaciones ha sido éste) a partir de la cual hemos
obtenido otra matriz de 10x10 donde hemos calculado el promedio de los valores de
disimilitud por poblaciones junto con la desviacién y el error estandar (anexo 4.25).

A su vez, también hemos comparado, mediante un test de Mantel, la matriz
de disimilitudes poblacionales de Dice con la matriz de distancias geograficas (anexo
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4.24) a las tres escalas citadas anteriormente; los resultados se muestran en la tabla
4.15:

Tabla 4.15. Resultados del Test de Mantel.

R P
Todas las poblaciones 0.708 0.00003
Poblaciones costeras 0.731 0.025
Poblaciones del Segura 0.334 0.192

R = coeficiente de correlacién de Pearson.
p = valor de probabilidad asociado.

Tanto los resultados del test donde hemos empleado la matriz del nimero
de migrantes como el del test donde hemos utilizado los valores de disimilitud de
Dice sugieren la existencia de aislamiento por distancia cuando se incluyen todas las
poblaciones y cuando se analizan las poblaciones costeras por separado. Sin
embargo, en las poblaciones del Segura no parece existir aislamiento por distancia.
Los andlisis de regresion (figuras 4.9-4.11) sugieren los mismos resultados.

Estos resultados son congruentes con la menor diferenciacién poblacional
observada en las poblaciones del Segura, manifestada por sus menores valores de
1
o (compare las tablas 4.8 y 4.10).

4.2.1.5. Analisis molecular de la varianza (AMOVA)

Con objeto de profundizar ain mas en la estructura poblacional de E.
plorans hemos realizado un andlisis molecular de la varianza (AMOVA). En este
andlisis se comparan dos a dos todos los fenotipos para obtener una matriz de
distancia entre ellos, calculando esta distancia como el nimero de bandas no
compartidas por ambos fenotipos. Con esta matriz se realiza un andlisis de la
varianza de las distancias existentes entre los individuos de una misma poblacién,
entre los individuos de diferentes poblaciones pertenecientes a un mismo grupo y
entre los individuos de diferentes poblaciones pertenecientes a grupos distintos.
Este analisis lo hemos llevado a cabo con el programa Arlequin v3.5 (Excoffier &
Lischer, 2010). El numero de permutaciones realizadas ha sido de 10.000 vy el
porcentaje de ausencia de datos méaximo establecido ha sido del 20%.

Hemos realizado dos AMOVAS: i) en primer lugar, para el total de las diez
poblaciones analizadas, donde hemos calculado la proporcién de variabilidad total
atribuible a la variaciéon entre poblaciones y a la variaciéon entre los individuos
pertenecientes a la misma poblacién vy, ii) en segundo lugar, considerando dos
grupos diferentes de poblaciones, uno el constituido por las poblaciones que forman
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parte de la cuenca del rio Segura y otro por las poblaciones de la costa malaguefia y
granadina, calculando asi la proporcion de variabilidad que puede atribuirse a ambos
grupos (tabla 4.16).

Tabla 4.16. Resultados del andlisis molecular de la varianza.

L Componentes % de
Fuente de variacion g.lL.* MSD** . L, p
de lavarianza  variacion***
1 regidn: las diez poblaciones analizadas

-4

Entre poblaciones 9 (P-1) 558.585 2.08081 17.34 <10
Dentro de 4

. 246 (N-P) 2440.357 9.92015 82.66 <10

poblaciones

2 regiones: region del Segura y costa de Malaga y Granada
Entre regiones 1(G-1) 289.522 1.96348 15.27 <0.0085

Entre poblaciones "

. 8(P-G) 269.063 0.97470 7.58 <10
dentro de regiones
Dentro de 4
. 246(N-P) 2444.357 9.92015 77.15 <10
poblaciones

*Grados de libertad: N, nimero de individuos; P, nUmero de poblaciones; G, numero de
grupos.
**Media de las desviaciones al cuadrado (MSD).
***F-estadisticos asociados:
» Un grupo establecido (las diez poblaciones):
v e 0.173.
» Dos grupos establecidos (regién del rio Segura y regién costera):
v' &y (proporcién de la variacidn entre poblaciones dentro de regiones): 0.0758.
v' &g (proporcién de la variacién dentro de poblacién): 0.7715.
v' & (proporcién de la variacién entre regiones): 0.15270.

Como podemos observar en la tabla 4.16, el mayor porcentaje de variacién
se encuentra dentro de las poblaciones, con un 82.66% cuando establecemos un
unico grupo formado por el total de poblaciones estudiadas y del 77.15% cuando
establecemos dos grupos. Es destacable, en este Ultimo caso, que la variacién entre
grupos es del 15.27%, el doble que la existente entre poblaciones dentro de grupos
(7.58%). Todos los valores son estadisticamente significativos.

4.2.1.6.Relaciones filogenéticas inferidas a partir de una matriz de
distancias genéticas

Con la matriz de distancias genéticas Pairwise-Fst que estimamos mediante
el programa AFLP-surv (anexo 4.22) a partir de los datos de marcadores ISSR, hemos
inferido un arbol filogenético bajo el método de Neighbor-Joining (Saitou and Nei,
1987) implementado en el programa Neighbor que forma parte del paquete Phylip
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v3.69, ampliamente utilizado en inferencia filogenética. En la figura 4.12 podemos
observar el arbol inferido, que agrupa a las poblaciones de la costa por un lado y a
las poblaciones del Segura pertenecientes a la provincias de Albacete y Murcia por

otro. Se observa una mayor agrupacion de las poblaciones del Segura, y gran
diferenciacidn entre Salobrefia y las otras poblaciones costeras.

°

TOrro X2

78
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Figura 4.12. Arbol filogenético inferido bajo el método de

Neighbor-Joining a partir de una
matriz de distancias genéticas Pairwise-Fst.

4.2.2. Analisis del fendmeno Allelic Dropout

4.2.2.1. Cuantificacion en adultos

El propdsito de este estudio es conocer la posibilidad de que el

fenémeno  del Allelic  Dropout  esté siendo responsable de |Ia

aparicién de falsos homocigotos recesivos en el genotipado para los

marcadores ISSRs de los individuos. Para ello, hemos calculado el
porcentaje de dropout tanto para el conjunto de alelos amplificados a
partir de un mismo cebador como para cada uno de los alelos por separado.

En el primer caso, los valores de dropout obtenidos (tabla 4.17) son
menores en el control 1 (donde las réplicas contienen la misma master mix y se
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amplifican al mismo tiempo) que en el control 2 (donde no contienen la misma
master mix y se amplifican en dias diferentes). En rojo aparecen los alelos que
presentan un alto valor de dropout, considerando valores aceptables aquellos que

estdn por debajo del 30% (Miller et al., 2002).

Tabla 4.17. Valores de Dropout (%) obtenidos en adultos.

Control 1 Control 2
Cebadores ' Réplicas* Alelos** Discordancia Dropout Réplicas* Alelos** Discordancia Dropout

ISSR6 9 153 0 0 6 102 1 0.98

ISSR7 8 160 0 0 14 280 30 10.714
ISSR14 8 88 2 2.273 9 99 5 5.051
ISSR26 7 147 7 4.762 7 147 24 16.327
ISSR39 5 90 0 0 7 126 7 5.556
ISSR43 6 66 1 1.515 11 121 18 14.876

*Numero de muestras replicadas.

** Numero total de alelos amplificados.

Los valores de dropout para cada uno de los alelos por separado, como

puede observarse en las tablas 4.18-4.20, también son mayores en el control 2.

Tabla 4.18. Valores de Dropout (%) para cada uno de los alelos en los dos controles realizados
(*control 1; **control 2)

Alelo Tamaino(pb) Dropout* Dropout** Alelo  Tamaiio (pb) Dropout* Dropout**
6-250 250 0 0 7-250 250 0 0
6-330 330 0 0 7-320 320 0 21.43
6-350 350 0 0 7-350 350 0 0
6-380 380 0 0 7-380 380 0 21.43
6-450 450 0 16.67 7-430 430 0 7.14
6-500 500 0 0 7-480 480 0 0
6-550 550 0 0 7-550 550 0 7.14
6-630 630 0 0 7-600 600 0 21.43
6-750 750 0 0 7-650 650 0 0
6-800 800 0 0 7-700 700 0 28.57
6-900 900 0 0 7-800 800 0 21.43
6-1000 1000 0 0 7-900 900 0 7.14
6-1100 1100 0 0 7-1000 1000 0 14.29
6-1200 1200 0 0 7-1100 1100 0 28.57
6-1300 1300 0 0 7-1150 1150 0 7.14
6-1400 1400 0 0 7-1400 1400 0 21.43
6-1600 1600 0 0 7-1500 1500 0 0
7-1600 1600 0 7.14
7-1800 1800 0 0
7->2000 >2000 0 0
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Tabla 4.19. Valores de Dropout (%) para cada uno de los alelos en los dos controles realizados

(*control 1; **control 2)

Alelo
14-300
14-400
14-500
14-600
14-750
14-800
14-850

14-1250
14-1400
14-1450
14-1800

Tamaiio (pb)

300
400
500
600
750
800
850
1250
1400
1450
1800

Dropout*

0

Dropout**

11.11

11.11

11.11
11.11

11.11

Alelo
26-300
26-340
26-380
26-430
26-480
26-500
26-550
26-600
26-650
26-700
26-750
26-800
26-900

26-1000
26-1100
26-1200
26-1300
26-1600
26-1800
26-2000
26>2000

Tamaiio (pb)
300
340
380
430
480
500
550
600
650
700
750
800
900
1000
1100
1200
1300
1600
1800
2000
26>2000

Dropout*
0
0
14.29

42.86

28.57

o o

14.29

O OO O oo o oo

Dropout**
14.29
0
28.57
0
14.29
42.86
14.29
14.29
42.86
28.57
42.86
14.29
28.57
42.86

O O O o oo

14.29

Tabla 4.20. Valores de Dropout (%) para cada uno de los alelos en los dos controles realizados

(*control 1; **control 2).

Alelo
39-180
39-200
39-220
39-250
39-280
39-320
39-390
39-410
39-450
39-500
39-550
39-600
39-650
39-700

800
39-880
39-1000
39-1100

Tamaiio (pb)

180
200
220
250
280
320
390
410
450
500
550
600
650
700
800
880
1000
1100

Dropout*

0

O OO 0O 00000000 OoOOoOOoOOoOOo

Dropout**

0

0
28.57
42.86

O OO OO o0 oo oo

14.29
14.29

o

Alelo
43-250
43-280
43-320
43-380
43-400
43-490
43-540
43-600
43-650
43-780
43-800

Tamaiio (pb)
250
280
320
380
400
490
540
600
650
780
800

Dropout*
0

O OO O oo o oo

16.67

Dropout**
18.18
18.18
9.09
9.09
27.27
0
54.55
9.09
18.18
0
0

Dinamica espacial y temporal de los cromosomas B del saltamontes Eyprepocnemis plorans

165



166

Estructura genética y flujo génico en Eyprepocnemis plorans

4.2.2.2. Analisis de herencia de los marcadores ISSR

Los cruzamientos seleccionados para este analisis han sido aquellos en que

ambos parentales diferian en el genotipo para los alelos ISSR y los cebadores
empleados (ISSR6, ISSR7 e ISSR14), los que han amplificado las bandas mas claras y
nitidas (tabla 4.21) y carecen de dropout o muestran valores muy bajos.

Tabla 4.21. Resumen de los cruces y cebadores empleados.

Cruce

Q19x 327
Q24 x332
Q4x319
Q12xJ33
Q13 xJ320
Q16x314
Q29xJ33
Q5xJ37
Q2x34
?3xJd3

Poblacion
Algarrobo

“«

Algarrobo

Aiio
2004

Cebador utilizado
ISSR6 ISSR7 ISSR14

X X
X
X X
X
X

X

X X X X

La tabla 4.22 resume todos los posibles cruzamientos que podrian

producirse, en cuanto a genotipos se refiere, y la proporcién de progenie portadora

de banda (1).

Tabla 4.22. Genotipos de todos los posibles cruzamientos y proporcién esperada de hijos
portadores para cada uno de los mismos.

AA
AA
AA
Aa
Aa
Aa
aa
aa
aa

Genotipo

Parental

3

AA
Aa
aa
AA
Aa
aa
AA
Aa
aa

Parental

OO OFrR RFRPREFPPEFRPFREFL HO

OFRrPRPORFRRFRORPRFRP O

Proporcion esperada de hijos
portadores (1)

En resumen, la tabla 4.22 indica que cuando los dos progenitores presentan

banda (cruce 1x1), puede ocurrir que toda la progenie muestre banda, en cuyo caso

Dindmica espacial y temporal de los cromosomas B del saltamontes Eyprepocnemis plorans
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podemos deducir que al menos uno de los progenitores es homocigdtico para
presencia de banda. Pero también puede darse el caso de que los dos progenitores
con banda sean heterocigotos y, en este caso, esperariamos un 75% de progenie con
banda. Por otra parte, cuando uno de los progenitores tiene banda para un
marcador, y el otro no (cruces 1x0 y 0x1), esperariamos un 50% de progenie con
banda si uno de los progenitores es heterocigoto, o toda la descendencia con banda,
si ambos progenitores son homocigotos.

Teniendo esto en cuenta, en los cruzamientos donde toda la progenie era
del mismo tipo no hemos realizado test estadistico alguno, mientras que si lo hemos
hecho en aquellos donde habia progenie con banda y sin banda. En cada caso, la
hipdtesis nula y las proporciones esperadas en la progenie depende de los fenotipos
de los progenitores.

En el caso de marcadores que estuvieran ligados al sexo, la proporcién de
descendientes que presentarian el marcador queda resumida en la tabla 4.23. Como
podemos observar en las tablas 4.22 y 4.23, la proporcién esperada de hijos
portadores, cuando no tenemos en cuenta el sexo de los individuos, es la misma
para marcadores autosdmicos que para marcadores ligados al sexo.

Tabla 4.23. Proporcion de fenotipos esperados en caso de marcadores ISSR ligados al sexo.

Progenitores Progenie con el marcador
Hembra Macho Hembra Macho Q g Total
XX X" 1 1 1 1 1
XX X 1 0 1 1 1
X" X X" 1 1 1 1/2 %
X" X X 1 0 1/2 1/2 %
X X X" 0 1 1 0 %
X X X 0 0 0 0 0

El genotipo de cada uno de los parentales implicados en los cruzamientos
analizados, asi como los valores observados y esperados de la frecuencia de
descendientes que portan o no un determinado alelo queda recogido en la tabla
4.24. En la ultima columna se muestran los valores de Chi-cuadrado y su valor de
probabilidad asociado para cada uno de los alelos y cruces realizados. Los valores
gue aparecen en negrita indican que existe distorsién en la segregacién para ese
marcador, es decir, las frecuencias observadas se desvian significativamente de las
esperadas (segun las leyes de herencia mendeliana). Tras aplicar el test de
Bonferroni, sélo cinco de ellas (marcadas en rojo) siguen siendo estadisticamente
significativas.

Dindmica espacial y temporal de los cromosomas B del saltamontes Eyprepocnemis plorans
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Es importante resaltar en que los cinco casos en que el test de Bonferroni
ha sido significativo, la distorsién de las proporciones esperadas en cuanto a la
presencia o ausencia de banda en la progenie ha sido hacia un exceso de bandas
ausentes.
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4.2.2.3. Analisis con Hickory y Structure eliminando los marcadores con mayor
dropout

Para comprobar la fiabilidad de los resultados que hemos obtenido empleando el
total de 97 marcadores ISSRs, teniendo en cuenta que 10 de ellos presentaban un alto
porcentaje de dropout (tablas 4.19, 4.20 y 4.24, alelos marcados en rojo) hemos vuelto a
analizar todos los datos con los programas Hickory y Structure, eliminando estos
marcadores con mayor dropout para ver si los resultados varian con respecto a los
obtenidos con el total de marcadores.

+»+ Anadlisis con Hickory:
> Para el total de poblaciones:

Si comparamos los valores de la tabla 4.25 con los valores de la tabla 4.6, donde se
analizaron los 97 marcadores originales, podemos observar que los resultados
practicamente no difieren con los obtenidos una vez eliminados los marcadores con mayor
dropout.

Tabla 4.25. Valores de la diversidad genética en base al modelo f=0 obtenidos mediante Hickory para
el total de poblaciones habiendo eliminado los marcadores con mayor dropout.

Parametro Media SD 2.5% 97.5%
theta-l, 8" 0.306 0.024 0262 0.356
theta-Il, 8" 0.109 0.008 0.095 0.126
theta-lll, 8" 0.080 0.004 0.072 0.087
hs[Algarrobo]  0.221  0.005 0.211 0.232
hs[Torrox] 0.226 0.006 0215 0.237
hs[Nerja0] 0.217 0.005 0206 0.227
hs[Tetuan] 0.223 0.005 0213 0.233
hs[Salobrefia]  0.224 0.005 0214  0.235
hs[Claras] 0.219 0.009 0202 0.236
hs[El Gallego]  0.206 0.004 0.197  0.214
hs[Socovos] 0.189  0.007 0.176 0.203
hs[Mundo] 0.230 0.007 0216 0.244
hs[Calasparra] 0.200  0.005 0.190 0.211
Hs 0.216 0.002 0211 0.220
Ht 0.241 0.002 0236 0.245
Gst-B 0.104 0.005 0.094 0.115
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Estructura genética y flujo génico en Eyprepocnemis plorans

> Para las poblaciones costeras:

Ilgualmente, comparando la tabla 4.26 con la tabla 4.8, observamos que los valores
no cambian sustancialmente una vez eliminados los marcadores con mayor dropout.

Tabla 4.26. Valores de la diversidad genética en base al modelo f=0 obtenidos mediante Hickory para
las poblaciones costeras habiendo eliminado los marcadores con mayor dropout.

Parametro Media SD 2.5% 97.5%
theta-l, 8" 0.301 0.028 0.251 0.359
theta-1l, 8" 0.062 0.007  0.049 0.078
theta-ll, 8" 0.042  0.003  0.036 0.049
hs[Algarrobo]  0.230 0.005 0.220 0.240
hs[Torrox] 0.235  0.006  0.223 0.245
hs[Nerja0] 0.227 0.005 0.216 0.237
hs[Tetuan] 0.233  0.005  0.223 0.243
hs[Salobrefa] 0.236  0.006  0.225 0.247
Hs 0.232  0.003  0.227 0.238
Ht 0.245  0.003  0.240 0.250
Gst-B 0.053  0.005 0.044 0.062

» Para las poblaciones del Segura:

De la misma manera que en los dos casos anteriores, los valores obtenidos con
Hickory empleando el total de 97 marcadores o los 87 marcadores (habiendo eliminado los
que presentaban mayor dropout) son muy similares, cuando comparamos las tablas 4.10 y
4.27.

Tabla 4.27. Valores de la diversidad genética en base al modelo f=0 obtenidos mediante Hickory para
las poblaciones del Segura habiendo eliminado los marcadores con mayor dropout.

Parametro Media SD 2.5% 97.5%
theta-l, 8" 0.293 0.030 0.238  0.356
theta-1l, 8" 0.041 0.007 0.029  0.055
theta-lll, 8™ 0.029 0.004 0.022  0.037
theta-Y 0.264  0.032 0.207  0.330
rho 0.896  0.022 0.847 0.933
hs[Claras] 0.220  0.007 0.206  0.235

hs[Gallegos] 0.215 0.004 0.207 0.223
hs[Socovos] 0.201 0.006 0.188 0.214

hs[Mundo] 0.233 0.007 0.220 0.246
hs[Calasparra] 0.211 0.005 0.201 0.221
Hs 0.216 0.003 0.209 0.223
Ht 0.223 0.004 0.217 0.231
Gst-B 0.034 0.005 0.025 0.044

Dindmica espacial y temporal de los cromosomas B del saltamontes Eyprepocnemis plorans
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% Analisis con Structure:

> Para el total de poblaciones:

Siguiendo las indicaciones de cémo calcular el valor de K que mejor se ajusta a
nuestros datos (descritas en el apartado: 4.2.1.3. “Anadlisis de la estructura genética de las
poblaciones”), observamos que, comparando las figuras 4.3 y 4.13, una vez eliminados los
diez marcadores que mas dropout presentan, obtenemos el mismo valor de K obtenido con
los 97 marcadores originales (K=2). A su vez, la proporcién de miembros de cada poblacién
predefinida en cada uno de los dos grupos se mantiene (tabla 4.11 vs 4.28).

200 -+
——AK
150 -
100 -
50 A
O T T
0 2 4 6 8 10 12

Valor de K

Figura 4.13. Representacion de los valores de AK.

Tabla 4.28. Proporciéon de miembros de cada poblacién predefinida en cada uno de los dos
grupos (K=2)

Poblacion N2 Individuos Grupol Grupo 2

Algarrobo 29 0.928 0.072
Torrox 27 0.979 0.021
Nerja0 30 0.964 0.036
Tetuan 30 0.961 0.039

Salobrefia 23 0.917 0.083
Claras 7 0.062 0.938

El Gallego 50 0.116 0.884

Socovos 15 0.046 0.954
Mundo 15 0.015 0.985
Calasparra 30 0.06 0.94

Dinamica espacial y temporal de los cromosomas B del saltamontes Eyprepocnemis plorans
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» Para las poblaciones costeras:

Del mismo modo que en el apartado anterior, observamos, comparando las figuras
4.5y 4.14, ylas tablas 4.12 y 4.29, que tanto el valor de la K que mejor se ajusta a nuestros
datos para las poblaciones costeras, como la proporcion de miembros de cada poblacién
predefinida a cada uno de los cuatro grupos, analizando los datos con 97 y con 87
marcadores, se mantiene.

251 ——AK

20 A

15 -~

Valor de K

Figura 4.14. Representacion de los valores de AK.

Tabla 4.29 Proporcién de miembros de cada poblacién predefinida en cada uno de los cuatro
grupos (K=4)

Poblacion N2 Individuos Grupol Grupo2 Grupo3 Grupo4d

Algarrobo 29 0.713 0.07 0.176 0.041
Torrox 27 0.231 0.39 0.355 0.024
Nerja0 30 0.539 0.043 0.395 0.024
Tetudn 30 0.36 0.139 0.476 0.025

Salobrefia 23 0.032 0.011 0.015 0.941

» Para las poblaciones del Segura:
Los resultados obtenidos para las poblaciones del Segura del valor de K que mejor

se ajusta a los datos también es el mismo (K=2) tanto con el total de los 97 marcadores
como habiendo eliminado los marcadores que mayor dropout presentan (ver figuras 4.7 y

Dinamica espacial y temporal de los cromosomas B del saltamontes Eyprepocnemis plorans
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4.15 y tablas 4.13 y 4.30), al igual que se mantiene la proporcién de individuos de cada
poblacién predefinida a cada uno de los dos grupos.

25 ——AK

20 -
15 A
10 A

Valor de K

Figura 4.15. Representacion de los valores de AK.

Tabla 4.30. Proporcion de miembros de cada poblacién predefinida en cada uno de los dos
grupos (K=2)

Poblacion N2 Individuos Grupol Grupo 2

Claras 7 0.777 0.223
El Gallego 50 0.532 0.468
Socovos 15 0.357 0.643
Mundo 15 0.837 0.163
Calasparra 30 0.614 0.386
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4.3. DISCUSION

4.3.1. Evaluacion de los marcadores ISSR para estudios genéticos en los
genomas de saltamontes

El saltamontes Eyprepocnemis plorans tiene un genoma gigante (mas de
10" pb), con una presencia destacable de secuencias repetidas, como los
microsatélites que aparecen dipersos por todos los cromosomas (Lopez-Ledn et al.,
en preparacion). Esto, junto a la ausencia de informacién sobre la secuencia de su
genoma, convierte a los ISSRs en el marcador molecular de eleccién para los estudios
de diversidad genética en esta especie, ya que el uso de estos marcadores no
requiere informacidn previa de la secuencias que se van a analizar.

La obtencion de 97 loci diferentes con solo 6 cabadores distintos da idea de
la abundancia y variacién de los ISSRs presentes en el genoma de E. plorans, como se
ha observado también en otras especies como Bombyx mori (Pradeep et al., 2005;
Reddy et al., 1999).

Sin embargo, los ISSRs, al ser un marcador dominante, presentan la
desventaja de que la presencia de una banda o marcador refleja el fenotipo
dominante sin posibilidad de distincion entre los genotipos homocigoto y
heterocigoto para ese locus. Ademads, cuando trabajamos con técnicas de
genotipado de individuos que implican el uso de la PCR, en este caso ISSR-PCR,
pueden cometerse errores debidos a tres fendémenos: los falsos alelos, la
contaminacién de la muestra y el denominado allelic dropout. Los dos primeros son
facilmente evitables y detectables estableciendo un control riguroso de las
condiciones de PCR, que incluye realizar controles negativos. Sin embargo, en el
allelic dropout se produce un fallo estocdstico de la amplificacion de uno de los dos
alelos que porta cada individuo para un determinado locus (Navidi et al., 1992;
Taberlet et al., 1996), que pasa desapercibido en la rutina de laboratorio, lo que ha
llevado a considerarlo como el fenédmeno que con mas frecuencia conduce a un
genotipado erréneo de los individuos haciendo que tenga especial relevancia en los
estudios relacionados con la genética de la conservacién y cuando se dispone de
pequefias muestras de tejido para el aislamiento de las muestras de DNA (Gerloff et
al., 1995; Gagneaux et al., 1997; Goosens et al., 1998). Sin embargo, también se ha
descrito este fendmeno para el caso de ADN de alta calidad (Jeffery et al., 2001;
Soulsbury et al., 2007). El allelic dropout puede hacernos cometer errores en el
genotipado de un individuo, por ejemplo, si la banda de un heterocigoto no se
amplifica y consideramos a ese individuo para ese locus como homocigoto recesivo.
Pero ademas, y puesto que estos marcadores se heredan segun las leyes de Mendel
(Tsumura et al., 1996; Reddy et al., 1999; Fang & Rose, 1997), este fenédmeno
también implicaria una distorsidn en las proporciones mendelianas de la herencia de
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algunos marcadores (McMeniman & Barker, 2006). Todo esto hace que la
importancia de los errores de genotipado esté siendo cada vez mas ampliamente
reconocida (Hoffman & Amos 2005; Tester et al., 2006; Johnson & Haydon, 2007;
Soulsbury et al., 2007).

Nuestro analisis de la repetibilidad de las bandas obtenidas para los
marcadores ISSR en E. plorans, ha mostrado que hay bajos niveles de dropout para
la totalidad de cebadores analizados. Para su andlisis hemos considerado dos
estrategias (control de repetibilidad) para las réplicas realizadas, con el fin de
estimar la importancia relativa de algunos factores implicados en el dropout. En un
primer tipo de control, las réplicas contenian la misma master mix y se amplificaban
simultdneamente, mientras que el segundo tipo de control, las réplicas no contenian
la misma master mix y se amplificaban en dias diferentes. Los resultados han
demostrado que los valores de dropout aumentan cuando las réplicas se realizan
con una master mix distinta y las amplificaciones no se realizan simultdneamente.
Esto pone de manifiesto la importancia de las pequefias variaciones que puedan
ocurrir en el pipeteo durante la preparacién de la reaccién de PCR, asi como una
posible influencia del termociclador en la consistencia de la amplificacién cuando se
genera un numero de marcadores en la misma reaccion. Todos estos factores se han
sugerido por muchos autores como posibles responsables del allelic dropout pero se
ha estudiado escasamente el impacto de cada uno. Soulsbury et al. (2007) disefiaron
experimentos para detectar la fuente de error haciendo diluciones del DNA antes de
la PCR, estableciendo distintas temperaturas de annealing del cebador o distintos
métodos de purificacién de los productos de PCR que analizaban, concluyendo que
el alellic dropout estd relacionado fundamentalmente con la dismunicién en la
cantidad de DNA utilizada en las amplificaciénes, llegando a observar altos niveles
del mismo.

Considerando el conjunto de alelos amplificados con cada cebador se
encuentran valores bajos de dropout, con una tasa maxima para el cebador ISSR26
del 4.76%, considerando el control de tipo 1, y del 16.32% para las réplicas del
control tipo 2. Si consideramos cada alelo por separado, también observamos
siempre valores mayores de dropout en los controles de réplicas de tipo 2, pudiendo
alcanzar ocasionalmente valores altos de hasta un 54.5%, aunque en general son
bajos. Asi, en los controles de réplicas de tipo 1 el 90.7% de los marcadores carecian
de dropout, en un 5% de ellos habia una tasa cercana al 15% y solo encontramos un
2% de marcadores con valores mayores del 28%.

Aunque inicialmente se asumia que la incidencia del dropout era un proceso

aleatorio en relacién al tipo de locus considerado, actualmente disponemos en la
bibliografia de estudios que demuestran que los valores de dropout varian entre loci
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(Jeffery et al., 2001; Buchan et al., 2005; Soulsbury, 2007) y entre individuos
(Gagneux et al., 1997). En nuestro estudio hemos observado una considerable
variabilidad para el alellic dropout dependiendo del cebador empleado, con
cebadores como el ISSR6 con un porcentaje de dropout casi nulo y otros, como el
ISSR26, con dropout para uno de sus loci de 42.86% en el control de tipo 1. Esto
indica que las caracteristicas de secuencia de los loci amplificados, que pueden
afectar a la dindmica de "annealing" propia de cada cebador, juegan un papel a
destacar en este fendmeno. Por otra parte, nuestros resultados apoyan la idea de
que puede existir variabilidad interlocus en el alellic dropout, ya que para todos los
cebadores utilizados hay variacién para los porcentajes de dropout encontrados en
los distintos loci amplificados. Sin embargo, no parece haber relacién entre el
tamafo de fragmento de los marcadores y el nivel de dropout que muestran, a
diferencia de otras observaciones que sugieren que cuanto mayor sea la longitud
del alelo, con mayor frecuencia sufre dropout (Gerloff et al., 1995; Gossens et al.,
1998).

Los analisis de allelic dropout son fundamentales y necesarios para
cualquiera de los estudios de genotipado que se realizan dentro de contextos tan
variados como la demografia, la identificacién forense, los estudios de paternidad,
de asignacidon poblacional y las estimas de la estructura poblacional y, aunque
recientemente se han ido incrementando los estudios encaminados a la deteccion y
minimizacién del allelic dropout, sus causas son aun bastante desconocidas y
suponen un campo de estudio interesante para futuras investigaciones.

Por otra parte, los analisis de herencia que hemos realizado para algunos de
estos marcadores han demostrado que los ISSRs muestran una herencia mendeliana,
ya que de los 101 andlisis de herencia realizados, en funcién del marcador y cruce
considerados, solo en cinco de ellos se mantiene una desviacidon estadisticamente
significativa con respecto a la hipotesis nula de herencia mendeliana, después de
aplicar el test de Bonferroni. Esto supone un 95.04% de marcadores que muestran
segregaciones alélicas que se ajustan a las esperadas segun la herencia mendeliana.

La mayoria de estudios realizados para establecer el modo de transmisién
de los marcadores ISSRs también sugieren una herencia mendeliana para estos
marcadores, a diferencia de otros marcadores como los RAPDs, donde es mucho mas
frecuente encontrar distorsiones de las segregaciones (Bucci and Menozzi, 1990;
Tulsiera et al., 1992). Asi, por ejemplo, Tsumura et al. (1996), concluyeron que de 77
marcadores ISSRs, utilizados en Douglas-fir (Pseudotsuga menzies) y sugi,
(Cryptomeria japonica), para el estudio del modo de herencia, el 96% seguia un
modo mendeliano de herencia. El conocimiento del modo de herencia de estos
marcadores es necesario para su utilizacion en estudios de genética de poblaciones.

Dindmica espacial y temporal de los cromosomas B del saltamontes Eyprepocnemis plorans



182 | Estructura genética y flujo génico en Eyprepocnemis plorans

Los marcadores utilizados para este analisis de herencia de los ISSRs en E. plorans
han sido los generados por los cebadores (ISSR6, 7 y 14) que producian las bandas
mas facilmente identificables por su nitidez y que tienen bajos o nulos valores de
allelic dropout. Sin embargo, las distorsiones de las proporciones mendelianas
encontradas en estos cinco analisis de herencia se han producido por un incremento
del fenotipo “ausencia de banda” en la descendencia, por lo que no podemos
descartar que el alellic dropout subyazca en alguna, sino en todas, las desviaciones
de la herencia mendeliana observadas. En el piojo humano, Pediculus humanus, Mc
Meniman & Backer (2006) encontraron distorsiones en la tasa de transmisién por via
masculina de los alelos de tres microsatélites autosémicos (mientras que la
transmision a través de las hembras si cumplia las leyes de Mendel), no pudiendo
explicarlas por allelic dropout, ya que los individuos descendientes eran
heterocigotos, lo que apuntaba a una eliminacion de cromosomas de origen
paterno. Esta posibilidad no se contempla en E.plorans ya que ha sido profusamente
estudiado citogenéticamente no observandose este fenémeno.

Finalmente, aunque los valores de dropout observados han sido
mayoritariamente bajos o nulos, algunos alcanzaban niveles ciertamente elevados,
por lo que hemos evaluado el posible efecto de este fendmeno sobre los resultados
obtenidos en los andlisis de la variacion genética y de la estructura poblacional
realizados con Hickory y Structure para los 97 marcadores ISSRs identificados. Para
ello hemos repetido estos andlisis, eliminando los 10 marcadores que mostraron
estar mas afectados por este fenédmeno. El resultado fue que los valores de
diversidad genética obtenidos mediante Hickory, para los 87 marcadores restantes,
tanto para el total de las poblaciones como para las poblaciones costeras y las del
Segura, por separado, son, en todos los casos, practicamente idénticos a los
obtenidos en el analisis inicial con los 97 marcadores.

De la misma forma, cuando determinamos la estructura genética
poblacional con el software Structure, el valor de K que mejor se ajusta a nuestros
datos se mantiene en 2 para el total de las poblaciones, en 4 para las poblaciones
costeras y el 2 para las poblaciones de la cuenca del rio Segura. Por lo tanto, el
fenémeno de dropout no parece tener impacto sobre el escenario de diversidad
genética y estructura poblacional proporcionado por los andlisis de variabilidad
realizados sobre el total de marcadores. Probablemente, el alto nimero de
marcadores utilizados esté tamponando el efecto desvirtuador que tedricamente
puede tener el fallo aleatorio en la amplificacion de algunos alelos, lo que confirma
los resultados obtenidos y revela a los ISSRs como un marcador molecular muy
valido para los estudios poblacionales en nuestra especie de estudio, Eyprepocnemis
plorans.
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4.3.2. Genética de poblaciones en E. plorans

El uso de marcadores ISSR nos ha permitido cuantificar el grado de
variabilidad genética y determinar la existencia de estructuracién genética en diez
poblaciones naturales de E. plorans analizadas en dos regiones separadas del sur
(cinco poblaciones costeras de las provincias de Granada y Malaga) y sureste (cinco
poblaciones de la cabecera de la cuenca del rio Segura, en las provincias de Albacete
y Murcia) de la Peninsula Ibérica. Asimismo, hemos analizado el nivel de
diferenciacién poblacional y las relaciones filogenéticas entre estas poblaciones, y
hemos realizado una estimacién del nimero de migrantes por generacion y del
grado de aislamiento por distancia.

4.3.2.1. Variabilidad genética

Como suele observarse en otros organismos (Hundsdoerfer & Wink, 2005;
Pradeep et al., 2005; Ren et al., 2008) el grado de polimorfismo que presentan los
marcadores ISSR en E. plorans, en las poblaciones analizadas, es muy elevado,
puesto que el porcentaje observado de loci polimérficos era del 100% cuando
consideramos todas las poblaciones en su conjunto, del 97% si sélo tenemos en
cuenta las poblaciones de la costa y del 96% en el caso de las poblaciones del
interior. Si comparamos los valores que presentan cada una de las poblaciones por
separado (desde 59% en Socovos hasta 85% en El Gallego), el porcentaje de loci
polimérficos era ligeramente mas elevado en las poblaciones costeras (77.6+3.05)
que en las del Segura (71,20+£11.39), pero la diferencia no es significativa (t= 1.21,
df= 8, P= 0.26). De manera similar, altos niveles de polimorfismo fueron observados
para los ISSR en la polilla Plutella xylostella (Roux et al. 2007).

La diversidad genética observada en las poblaciones, medida por la
heterocigosidad esperada en caso de panmixia (hs) varian entre 0.192 en Socovos y
0.233 en Mundo, valores similares a los descritos para otros insectos estudiados
mediante marcadores ISSR como, por ejemplo, Antheraea mylitta (Kar et al., 2005) y
Plutella xylostella (Gst=0.238) (Roux et al., 2007). Sin embargo, los valores de hs
observados en E. plorans son algo inferiores a los descritos para RAPDs en el
saltamontes suramericano Sinipta dalmani (0.274-0.326) (Sessarini & Remis, 2008) y
en el mosquito Anopheles darlingi (0,27-0,32) (Pinedo-Cancino et al., 2006). Menores
valores que todos estos (0,09-0,14) se encontraron al analizar marcadores ISSR en
el himendptero Gonatocerus ashmeadi (De Leén & Jones, 2005).

Cuando comparamos Hs (es decir, la media de las hs de todas las

poblaciones analizadas) con Ht (la diversidad genética total del conjunto de
poblaciones analizadas) observamos que Hs es menor que Ht en los tres analisis
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realizados (para el conjunto de las diez poblaciones, para las localizadas en la costa y
para las del interior). Esto sugiere la existencia de un déficit de heterocigotos, que
podria explicarse por endogamia, subdivision poblacional o por el propio efecto de
allelic dropout que, como vimos, hace descender el porcentaje de heterocigotos.
Dado el sistema poliginandrico de apareamiento de E. plorans (Pardo et al., 1995), y
los elevados tamafios de poblacién que suele mostrar esta especie, no parece
plausible que los apareamientos consanguineos sean responsables del déficit de
heterocigotos. Lamentablemente, con marcadores dominantes como los ISSRs no es
posible estimar Fis, que hubiera dado informacién valiosa sobre si el apareamiento
es panmictico en cada poblacién. Como hemos visto, el allelic dropout tiene cierta
incidencia en los resultados de los ISSR, por lo que puede haber contribuido a este
déficit. Pero pensamos que el factor mds importante es la existencia de subdivision
poblacional ya que, como veremos en el préoximo apartado, nuestros resultados
pusieron de manifiesto la existencia de una clara estructuracion poblacional.

Sélo encontramos dos alelos privados, uno en la poblacién de Algarrobo
(alelo 39-1000, anexo 4.5) y otro en El Gallego (alelo 6-1600, anexo 4.1). Aun asi, el
andlisis mediante Structure ha detectado estructuracion poblacional significativa,
como veremos a continuacion.

4.3.2.2. Estructura poblacional

El valor de 6" (andlogo a Gst de Nei) en el conjunto de las 10 poblaciones
(0,108) fue muy similar al de Gst-B, y ambos son significativamente mayores que
cero. Esto sugiere la existencia de subdivision poblacional. Cuando el anélisis se
realiza, por separado, en las dos regiones (costa y cabecera del rio Segura), los
resultados también indicaron subdivisidn significativa, pero ésta era algo mayor en
las poblaciones de la costa (6(")=0,058) que en el Segura (9(")=0,040). Al comparar los
tres anadlisis se observa que la diferenciacién poblacional es aproximadamente el
doble cuando se incluyen las 10 poblaciones que cuando se analizan las cinco de
cada regién por separado, lo que sugiere que la mayor parte de la diferenciacion
tiene lugar entre las dos regiones (Segura y costa de Granada y Malaga). Esto quedd
confirmado por los resultados de los AMOVAs realizados. Cuando este anadlisis se
realizé al conjunto de las diez poblaciones, el 17.34% de la variacién genética
mostrada por los marcadores ISSRs se observa entre poblaciones ($ps;=0.1734). Pero
cuando se realizé distinguiendo las dos regiones mencionadas, el AMOVA detecté
mayor variacién (aproximadamente el doble) entre regiones (¢=0.1527) que entre
poblaciones dentro de regiones (¢sc=0.0758 ). De hecho, el arbol construido con los
Fst entre pares de poblaciones delimité claramente las dos regiones (ver figura 4.12).

Dindmica espacial y temporal de los cromosomas B del saltamontes Eyprepocnemis plorans



Estructura genética y flujo génico en Eyprepocnemis plorans | 185

La existencia de estructuracién poblacional fue reforzada por los resultados
del andlisis mediante el programa Structure, el cual, sin asignacidn geografica previa
de los individuos a poblaciones, establecié la existencia de dos regiones bien
diferenciadas (K=2), una correspondiente a la costa y la otra al rio Segura, con
niveles muy elevados de asignacién geografica correcta (ver en la tabla 4.11 cémo
mas del 90% de los individuos analizados fueron asignados a su zona geografica de
procedencia).

Cuando en el andlisis se introdujeron sélo los individuos procedentes de la
regidon costera, Structure delimité cuatro grupos, pero sélo uno de ellos, al que
fueron asignados el 94% de los individuos de Salobrefia (Granada), quedd
nitidamente delimitado, mientras que los otros tres mostraron asignaciones muy
mezcladas de los individuos procedentes de las cuatro poblaciones malaguefias, con
excepcion de la asignacién del 70% de los individuos de Algarrobo al grupo 3. Esto es
légico dada la mayor separacion geografica, hacia el este, de Salobrefia, y de
Algarrobo hacia el oeste.

Finalmente, cuando el andlisis se realizd con los individuos procedentes del
Segura, Structure distinguié dos zonas genéticas (K=2) no muy bien delimitadas, ya
que una de ellas incluia mayoria de individuos procedentes de Claras, Mundo y
Calasparra, tres de las poblaciones mas alejadas entre si, y la otra incluia el 65% de
los individuos de Socovos, quedando los individuos de El Gallego repartidos casi por
igual entre las dos zonas. No existe, por tanto, una relaciéon evidente entre esta
subdivisién y la localizacion geografica de estas poblaciones, si bien es cierto que
Socovos pertenece a la cuenca mas pequeiia (conectado al pantano de El Cenajo a
través del arroyo de Benizar), por lo que es concebible que esta poblacién muestre
diferenciacién con respecto a las demds. Pensamos que el movimiento natural de
esta especie es a lo largo de los rios, arroyos y otros cauces de agua, alrededor de los
cuales se instauran cultivos diversos. Esperdbamos, por tanto, una mayor
estructuracién genética en las poblaciones de la cuenca del rio Segura, pero ésta ha
quedado pobremente definida con el programa Structure. Esto podria haber sido
influido por el menor tamafio de muestra de las poblaciones de Claras (7 individuos),
Mundo y Socovos (15 individuos). En contraste, en todas las poblaciones costeras se
muestrearon 22 o mas individuos por poblacion.

4.3.2.3. Flujo génico y aislamiento por distancia

Segun el modelo de islas infinitas (Wright, 1969), cuando se alcanza un
equilibrio en el grado de diferenciacién poblacional, es decir, cuando Fst se mantiene
constante a lo largo de las generaciones, la fuerza relativa entre el flujo génico y la
deriva genética puede medirse por el pardmetro Nm que, a su vez, puede estimarse
a partir de Fst. Muchos autores consideran que Nm refleja el nimero de migrantes
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por generacion, pero Mallet (2001) ha criticado duramente esta extensién del uso de
Nm por considerar que este parametro no tiene dimensiones, y sélo sirve para medir
la fuerza relativa del flujo génico y la deriva genética. Asi, cuando Nm es mucho
mayor que 1, el flujo génico sobrepasa los efectos de la deriva e impide la
diferenciacién entre poblaciones. Algunos autores afirman que cuando Nm>4 el
conjunto de poblaciones se comportan como una Unica poblacién panmictica
(Fontdevila & Moya, 1999). En cambio, si Nm es mucho menor que 1, la deriva
genética producira la diferenciacién entre poblaciones. Por otra parte, Takahata
(1983) y Crow & Aoki (1984) demostraron que el tiempo que tarda una poblacién en
alcanzar el equilibrio flujo génico-deriva es aproximadamente el mayor de los valores
Ny1/m.

El valor de Nm=2 obtenido a partir de Gst para el conjunto de las diez
poblaciones de E. plorans analizadas en este trabajo, y los de Nm=4 para las
poblaciones de la costa y Nm=6 para las del Segura, indican una tasa sustancial de
flujo génico entre las poblaciones de esta especie de saltamontes, especialmente
dentro de cada una de las dos regiones analizadas, la costera y el Segura. Estos
valores promedio podrian estar afectados al alza por el pequefio tamafio de muestra
de la poblacién de Claras (N=7), que mostré valores muy pequefios de Fst con
respecto a las demas poblaciones del Segura (0.0057-0.0238, ver Anexo 4.23), ya que
es bien sabido que tanto Fst como Gst son altamente dependientes del tamafio de
muestra y de la frecuencia alélica (Waples, 1998). De hecho, los valores de estos
parametros por debajo de 0.02 conducen a estimas de Nm que pueden verse muy
afectadas por ruido de muestreo (Palumbi, 2003). En cualquier caso, Waples (1998)
sefialé que debido a la dificultad de medir con precisién valores muy pequefios de
Fst, es dificil cuantificar Nm en especies con elevada capacidad de dispersién. No
obstante, como sefiala Palumbi (2003), cuando los datos genéticos demuestran
marcado aislamiento por distancia, las estimas de la diferenciacién genética pueden
considerarse mas robustas y se puede concluir, con mayor confianza, que ésta se
debe a caracteristicas bioldgicas de las poblaciones.

Ademds, es posible que los valores de Nm se hayan visto afectados, al alza,
por la liberacién de 50 machos de E. plorans procedentes de Salobrefia, realizada por
nuestro grupo en 1994 ya que, como mostramos en el capitulo 5 (“Invasién
Experimental del cromosomas B, en El Gallego”), en 2006 pudimos detectar en El
Gallego la presencia de algunos individuos con fenotipo para los marcadores ISSR
tipico de Salobrefia. Esto produjo una disminucién en la diferenciacién entre
poblaciones, y por tanto en Fst, que se tradujo en valores incrementados de Nm. La
magnitud de este efecto es dificil de evaluar. De hecho, como se deduce del Anexo
4.23, el promedio de los Nm entre El Gallego y las otras poblaciones (4.3) era similar
al observado para Socovos (4.5) y Calasparra (4.4), y netamente inferior a los de
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Claras (9.8) y Mundo (7.4). Pero estas dos ultimas poblaciones son precisamente las
que fueron muestreadas con menor intensidad, por lo que estos valores, como
dijimos anteriormente, pudieron haber sido afectados por ruido de muestreo. Un
calculo similar para las poblaciones costeras pone de manifiesto que la poblacién de
Salobrefia es la que se encuentra mas aislada del resto de las poblaciones, pues
muestra un Nm promedio de 1.9, mientras que este parametro era 3 en Algarrobo,
3.9 enTorrox, 4.2 en NerjaO y 4.1 en Tetuan.

Los valores de Nm, mencionados anteriormente, fueron estimados
asumiendo el modelo de las islas infinitas de Wright (1969), con igual tasa de
migracidon (m) entre cada dos islas. Aunque este modelo parece algo irreal, en
comparacién con el modelo de las piedras de paso, Slatkin & Barton (1989)
demostraron que las estimas de Nm mediante el modelo de islas infinitas son del
orden correcto de magnitud, pero dependerdn de la distancia geografica que separa
a las poblaciones analizadas. De hecho, las estimas de Nm son especialmente
robustas cuando se observa aislamiento por distancia entre las poblaciones.

El aislamiento por distancia, analizado mediante el test de Mantel a partir
de los valores de Fst entre cada dos poblaciones de E. plorans, y la distancia
geografica que las separa, revelé la existencia de aislamiento por distancia
significativo en el conjunto de las 10 poblaciones, y también entre las 5 poblaciones
costeras, pero no entre las 5 poblaciones del rio Segura. Obtuvimos el mismo
resultado a partir de los valores de Nm entre pares de poblaciones, calculados a
partir de los Fst (ver figuras 4.10-4.12), aunque este resultado era de esperar
porque, al fin y al cabo, la variable dependiente es la misma en los dos casos.

No obstante, una objecion que podria ponerse a este resultado es que estd
basada en Fst, que se obtiene a partir de las frecuencias alélicas, y éstas son
calculadas, en el caso de marcadores dominantes como los ISSRs, asumiendo la
existencia de equilibrio Hardy-Weinberg (que puede no darse). Asi, la frecuencia del
alelo recesivo (ausencia de banda) se calcula como la raiz cuadrada de la frecuencia
relativa de individuos sin banda. Pero la ausencia de banda puede deberse a un
numero de factores como, por ejemplo, la pérdida del sitio para anclaje del cebador
debido a una mutacién, inserciones o deleciones en el fragmento entre los
cebadores (cambiando su tamafio), la existencia de alelos nulos o el allelic dropout
mencionado anteriormente. Es por ello que los métodos basados exclusivamente en
la presencia de bandas compartidas, descartando las ausencias de banda, como son
el de Dice/Sorensen y el de Nei/Li, que son equivalentes, son mas robustos frente a
los mencionados problemas.
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La confirmacién de la existencia de aislamiento por distancia significativo en
el conjunto de las 10 poblaciones y en las 5 de la costa, al utilizar el indice de Dice en
vez de Fst, constituye un excelente soporte para los resultados obtenidos a partir de
Fst, y sugiere que los valores de este ultimo parametro, y el aislamiento por distancia
estimado a partir de él, son realmente robustos y reflejan propiedades demograficas
e histdricas de las poblaciones analizadas.

En el Unico saltamontes donde se han analizado valores de Fst y aislamiento
por distancia entre poblaciones naturales, ha sido Sinipta dalmani, una especie
suramericana donde el andlisis de marcadores RAPDs ha revelado valores de Fst
entre 0.058 y 0.23 (media=0.122) (Sessarini & Remis, 2008), es decir, un poco mas
elevados que para los ISSR en E. plorans, donde los valores de Fst entre pares de
poblaciones variaban entre 0.0057 y 0.18 (media=0.102) (ver Anexo 4.23). Pero
mientras que en E. plorans habia aislamiento por distancia significativo a la escala de
las 10 poblaciones analizadas, y también a la menor escala de las 5 poblaciones
costeras, en S. dalmani no habia aislamiento por distancia entre las ocho
poblaciones argentinas analizadas, por lo que Sessarini & Remis (2008) sugirieron
que la divergencia entre poblaciones no fue gradual.

En grillos del género Stenopelmatus, otro ortdptero, Vandergast et al.
(2009) demostraron la existencia de aislamiento por distancia tanto para marcadores
ISSR como para ADN mitocondrial.

Otros organismos, como se ha descrito en los murciélagos migratorios que
nacen en un mismo lugar, pueden ser muestreados en invierno en lugares
separados por cientos de kildmetros, observdndose muy poca diferenciacion
genética entre ellos (Petit et al., 2001). Similarmente baja diferenciacion genética se
ha descrito entre poblaciones del mosquito de la malaria Anopheles darlingi (Fst=
0,017) (Pinedo-Cancino et al., 2006), y entre poblaciones del insecto Bactericera
cockerelli (Gst=0.0082-0.0142) (Liu et al., 2006). En cambio, en el himendptero
Gonatocerus ashmeadi se ha encontrado elevada diferenciacion genética entre
poblaciones (Gst=0,376) y, en consecuencia, un flujo génico muy restringido (Nm=
0.83) para marcadores ISSR (de Ledn & Jones, 2005). En los gusanos de seda se han
descrito diferentes situaciones pues, mientras que en Samia cynthia ricini se
encontré elevada diferenciacion (Gst=0,66) y muy bajo flujo génico (Nm=0.26) entre
poblaciones de India (Vijayan et al., 2006), en Antheraea mylitta habia menor
diferenciacién genética (Gst=0,25) y mayor flujo génico (Nm=1.5) (Kar et al., 2005).
Grados de diferenciacién aun mayores (Gst=0.776) se han descrito en el cestodo
Ligula intestinalis (Bouzid et al., 2008).
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¢Qué significan estas estimas de Nm en E. plorans? En la poblacién de El
Gallego, realizamos una estima del tamafio poblacional, mediante marcaje y
recaptura (ver capitulo 5, “Invasion experimental del cromosoma B, en El Gallego”)
por cual N=1439. Con ello, podemos realizar una estima de m a partir de Nm. Si
tomamos este numero como promedio de las poblaciones analizadas, el valor de
Nm=6 observado en las poblaciones del Segura implicaria una tasa de migracién (m)
de 0.0042.

Segun Slatkin (1994), para que una estima del promedio de Nm, a partir de
Fst, sea util, deberia ser relativamente insensible a otras fuerzas que no sean el flujo
génico o la deriva genética, especialmente a la tasa de mutacidn y a la intensidad de
la seleccion. En el caso de los ISSRs, hay que sefalar que es de esperar que sean
selectivamente neutros, pero su tasa de mutacién es elevada. Se espera que la
mutacion incremente Fst y produzca estimas rebajadas del flujo génico. Pero
Takahata (1983) y Crow & Aoki (1984) demostraron que, en el modelo de islas
infinitas y para un locus con una tasa de mutacidn W hacia alelos que no se hallaban
previamente en la poblacién, Fst en el equilibrio es aproximadamente independiente
de la tasa de mutacidon mientras ésta sea mucho menor que la tasa de migracion. En
E. plorans, la tasa de migracién estimada (m=0.0042, ver parrafo anterior) sugiere
que solo los alelos con tasas de mutacidn cercanas (o mayores) a 0.0042 afectarian al
calculo de Nm a partir de Fst. Las estimas que se han realizado de las tasas de
mutacion de los SSRs, en seres humanos (Weber & Wong, 1993), indican tasas de
mutacion cuatro veces mayores para los tetranucleétidos (0.0021) que para los
dinucledtidos (0.00056). Aunque son tasas muy elevadas, en ningln caso superan el
valor estimado de la tasa de migracion (0.0042). Si tenemos en cuenta, ademas, que
cuatro de los seis SSRs utilizados en nuestro estudio eran dinucleétidos y los otros
dos eran trinucledtidos, es de esperar que, en nuestro caso, las tasas promedio de
mutacion sean cercanas a 0.00056, un valor que es 7.5 veces menor que la tasa de
migracion. Por tanto, creemos que nuestros resultados no han sido muy afectados
por la elevada tasa de mutacién de los marcadores utilizados.

Por otra parte, Slatkin & Barton (1989) demostraron que Fst, en un modelo
de islas infinitas, tampoco es muy sensible a la seleccidn que favorezca a uno o dos
alelos en cada poblacién, excepto en el caso de que haya adaptacién local, es decir,
que la seleccidn favorezca a alelos diferentes en lugares geograficos diferentes. Esto
produciria un incremento en Fst y, por tanto, una disminucién aparente de las
estimas de Nm.

La menor diferenciacién genética entre poblaciones observada en las

poblaciones del Segura, asi como la inexistencia de aislamiento por distancia,
contrasta aun mas con la existencia de aislamiento por distancia y mayor
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diferenciacién entre las poblaciones de las costas de Granada y Malaga, si tenemos
en cuenta que las distancias promedio entre poblaciones son cuatro veces mayores
entre las poblaciones del Segura (73.14+8,93) que las existentes entre las
poblaciones costeras (18.01+3,93) (t= 5,65, df= 18, P= 0.000023), y que en ambas
zonas las poblaciones estaban asociadas a cultivos agricolas. En el afido
Schlechtendalia chinensis, se han observado mayores valores de diferenciacion
genética entre poblaciones (Fst= 0.239) que en E. plorans, pero en el primero no se
ha observado aislamiento por distancia, un hecho que Ren et al. (2008) atribuyeron
a la deriva genética o bien a la pequefia escala espacial entre las poblaciones
analizadas. Este ultimo factor no parece ser el responsable de la ausencia de
aislamiento por distancia en E. plorans del Segura ya que, como acabamos de ver, la
escala era mayor para estas poblaciones que para las poblaciones costeras, donde si
detectamos aislamiento por distancia significativo. Aunque no podemos descartar
que la menor diferenciacion entre las poblaciones del Segura pueda deberse, como
hemos indicado anteriormente, a la existencia de mayor flujo génico en el Segura, no
cabe duda de que esa menor diferenciacion puede ser indicadora del origen reciente
de estas poblaciones, tal como seria de esperar tras un proceso de colonizacion
reciente en esa zona geografica. La deriva genética pudo afectar inevitablemente a
las colonizaciones recientes de esas poblaciones, si éstas se produjeron a través de
pocos individuos. En el lepiddptero Hyles tithymali muestreado en diferentes islas
canarias, se ha encontrado escasa diferenciacién genética entre poblaciones, lo que
condujo a Hundsdoerfer & Wink (2006) a proponer que las islas han sido colonizadas
rapida y recientemente por este insecto.

4.3.3. Distribucion geografica de los cromosomas B

La distribucion geografica de los cromosomas B es acorde con la estructura
y la diferenciacién genética que presentan las poblaciones de E. plorans analizadas.
La figura 4.12 nos muestra un arbol construido a partir de las genéticas Pairwise-Fst
donde las poblaciones que presentan el cromosoma B; ancestral aparecen
agrupadas (Mundo y Calasparra) al igual que las que no presentan cromosomas B de
forma natural, Socovos y Claras (Cabrero et al., 1997); la poblacién de El Gallego es la
mas préxima de entre las del interior a las costeras, légico puesto que alli fueron
introducidos individuos procedentes de Salobrefia (ver capitulo 5). Por otra parte,
Salobrefia, donde Unicamente se encuentra la variante B,, aparece algo mas alejada
del resto de poblaciones costeras, mientras que Torrox, Tetuan, Nerja0 y Algarrobo,
que presentan tanto la variante B, como la B,4, aparecen juntas.

Como ya indicdbamos en el capitulo del ADN mitocondrial, en el ultimo
millén de afios se han producido sucesivas glaciaciones, una cada aproximadamente

100.000 afios, la ultima de las cuales tuvo lugar hace unos 20.000 afios (Hewitt 1999,
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2001). Aunque la Peninsula Ibérica es considerada uno de los principales refugios
para las especies europeas de zonas templadas (junto con las peninsulas Italica y
Balcanica) (Hewitt 1999, 2001), no cabe duda de que el descenso de temperaturas
inherente a las glaciaciones tuvo que ejercer efectos en muchas especies en regiones
no afectadas directamente por el hielo. Esto podria ocurrir, por ejemplo, a escala
microgeografica, asociado a los cambios de temperatura, y ello seria mas aparente
en relacion con la altitud. Por ejemplo, en sapos tropicales de la Guayana se ha
demostrado el efecto diversificador de las fluctuaciones climaticas del cuaternario
(Noonan & Gaucher, 2005). El saltamontes E. plorans es una especie de origen
africano que, en Europa, habita principalmente en lugares costeros a lo largo de toda
la costa mediterrdnea. Sin embargo, esta especie es capaz de adentrarse hacia el
interior a lo largo de las cuencas de los rios mediterraneos y aprovechando las zonas
agricolas desarrolladas junto a éstos, llegando asi a encontrarse en regiones de
mayor altitud (incluso en localidades como Nerpio, en la provincia de Albacete,
situada a 1000 metros de altitud; Camacho JPM, observacion personal).

Herndndez & Presa (1984) analizaron una poblaciéon de E. plorans en la
huerta de Murcia, situada en el sureste de la Peninsula Ibérica a orillas del rio
Segura, aguas abajo de las poblaciones muestreadas por nosotros. Segun estos
autores, ésta es una especie con una sola generacién al afio, de julio a marzo, que se
encuentra en todos los tipos de cultivos y casi todas las asociaciones vegetales
muestreadas, en esa zona, con valores elevados de abundancia. Esto es debido a su
caracter polifago, poco exigente en su dieta, a su elevado poder de dispersién y
gregarizacion, recorriendo cortas distancias que le posibilitan el descubrimiento de
nuevas condiciones bidticas apropiadas, y al aprovechamiento de casi cualquier tipo
de cultivo agricola. A esto habria que unir la elevada capacidad reproductora de esta
especie, ya que las hembras de E. plorans pueden producir, a lo largo de su vida y
tras una sola cépula, un promedio de 130 huevos y 119 embriones, aunque algunas
pueden llegar a producir hasta 313 huevos (en ocho puestas) y 290 embriones,
debido a su capacidad para almacenar el esperma (Lopez-Ledn et al., 1994b). Esto
facilita enormemente la colonizaciéon de nuevos territorios (por ejemplo nuevas
zonas de cultivo) porque una sola hembra que lograra alcanzarlos podria fundar una
nueva poblacién de esta especie. Esto podria explicar como esta especie,
eminentemente costera, ha llegado a localidades situadas a elevada altitud, tales
como Calasparra (385m), Mundo (520m), El Gallego (600m), Claras (740m) y
Socovos (800m). En un escenario de colonizacion se espera baja densidad de
poblacién, al principio. Pero incluso en esas condiciones la tasa reproductiva de
hembras que sélo hayan conseguido una cépula es elevada. Teniendo en cuenta,
ademads, que la productividad de huevos de las hembras incrementa
significativamente con el niumero de cépulas (Pardo et al., 1995), es de esperar que

Dindmica espacial y temporal de los cromosomas B del saltamontes Eyprepocnemis plorans



192 | Estructura genética y flujo génico en Eyprepocnemis plorans

pasadas las primeras generaciones tras una colonizacion, el incremento en el
tamaiio de poblacidn se espera que sea exponencial.

Con todos estos elementos, es légico pensar que muchas de las poblaciones
de E. plorans que observamos hoy dia en zonas de elevada altitud, como son las de
la cabecera del rio Segura, han estado sujetas a extincién y recolonizacion recientes
asociadas a los cambios climaticos inherentes a la Ultima glaciacién, y muy
probablemente a cambios aun mas recientes en el grado de explotacién agricola a
orillas del rio Segura. De haber existido E. plorans en la cabecera de este rio, antes
de la dltima glaciacién, es muy probable que esas poblaciones no resistieran el
descenso de temperatura asociado a la glaciacién y desaparecieran. Incluso aunque
esto no hubiera ocurrido, la presencia actual indica recolonizacién reciente desde las
poblaciones situadas a menor altitud, aguas abajo en el rio.

La recurrencia en las colonizaciones aguas arriba en el Segura, explicaria la
ausencia de cromosomas B en las poblaciones situadas a 600m o mas (Socovos en el
arroyo de Benizar, El Gallego en el rio Segura, Claras en el rio Taibilla y Ayna en el rio
Mundo), y avala la hipétesis de Cabrero et al. (1997) que proponia que la ausencia
de cromosomas B en estas poblaciones se debe a que las poblaciones actuales que
carecen de Bs son reliquias de poblaciones anteriores al origen del B a las que no han
llegado individuos con B procedentes de la costa. Sin embargo, los pequefios valores
de Fst observados entre poblaciones con (Calasparra y Mundo) y sin (Claras y
Socovos) cromosomas B sugiere que el B es de origen reciente (o al menos ha
llegado recientemente a la Peninsula Ibérica). Resultados recientes de nuestro grupo
(Mufioz-Pajares et al., en preparacién) sugieren la posibilidad del origen reciente de
los cromosomas B de E. plorans, ya que un marcador SCAR, especifico del B, muestra
una secuencia muy conservada entre cromosomas B procedentes de lugares tan
alejados como Marruecos, la Peninsula Ibérica, Grecia y Armenia.

La ausencia de aislamiento por distancia en las poblaciones de la cabecera
de los rios de la cuenca del Segura, observada para los ISSRs, y la elevada magnitud
de flujo génico entre poblaciones que ello podria implicar, dificulta explicar por qué
en las cabeceras de los rios del Segura (Segura, Mundo, Taibilla, etc.) no se
encuentran cromosomas B en E. plorans, ya que con elevado flujo génico ¢por qué
no han llegado los cromosomas B a esas poblaciones? Perfectti et al. (2004b)
analizaron el aislamiento por distancia para las diferencias entre poblaciones en
frecuencia de Bs a lo largo del rio Segura, y observaron aislamiento por distancia
significativo en unos afios pero no en otros, siendo especialmente aparente en la
desembocadura del rio. La mayor similitud entre poblaciones cercanas podia ser
explicada por un alto nivel de flujo génico, recolonizacién, ascendencia comun de las
poblaciones o adaptacién local, aunque estos autores sefialaron la importancia de la
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estructura metapoblacional en E. plorans y la importancia de las recolonizaciones en
la dindmica de poblaciones de esta especie.

Los elevados valores de Nm entre las poblaciones de E. plorans se
acercaron, en muchos casos, al limite por encima del cual las poblaciones se
comportarian como una Unica poblacién panmictica (Nm=4). Recientemente hemos
descubierto un factor adicional que puede explicar, en parte, la elevada tasa de flujo
génico observada. Asi, hace dos afios observamos la presencia de varios ejemplares
de E. plorans en plantas de la especie Thuja occidentalis de un vivero de Granada
(Camacho JPM, observacidon personal), y este mismo afio hemos capturado
ejemplares de esta especie en la vega de Granada, en un lugar muy préximo al
mencionado vivero. Dado que en los 30 afios que llevamos estudiando esta especie
nunca la habiamos encontrado a menos de 30 Km de Granada (el lugar mas cercano
fue Melegi, en el valle de Lecrin), preguntamos en el vivero la procedencia de
aquellas plantas, y nos dijeron que venian de Valencia, donde nos consta que E.
plorans es muy abundante. Los propietarios de las tierras donde capturamos los
especimenes nunca habian visto saltamontes como esos en sus tierras. Adema3s, el
andlisis de los ejemplares capturados indica que llevan un cromosoma B de tamafio
similar a By, el tipo de cromosoma B mas abundante en la regién de Valencia, y que
es muy raro en la costa de Granada, lo que confirmaria su procedencia levantina.
Estas observaciones apuntan al transporte de plantas cultivadas entre viveros y a los
campos de cultivo como un vehiculo importante para la migracién de esta especie.
Este mecanismo puede servir para la colonizacion de poblaciones nuevas, como
Granada, y puede haber contribuido enormemente a la homogenizacién genética de
muchas poblaciones de la Peninsula Ibérica y Marruecos, dos zonas que, por su
cercania geografica y alta relacion histérica y comercial, han tenido un elevado grado
de conexidn, especialmente desde la ocupacion arabe, entre los siglos VIII y XV (ver
Gaubert et al., 2009).

Estas migraciones pasivas a larga distancia pueden contribuir a explicar la
paradoja de Slatkin, por la que, en algunos insectos voladores, se ha observado una
inconsistencia entre las estimas directas del flujo génico, que parecen indicar bajos
niveles de dispersion, y las estimaciones indirectas, a partir de Fst, que revelan la
existencia de flujo génico elevado en el pasado reciente (Slatkin, 1987).
Recientemente se ha demostrado que este fendmeno también se da en plantas del
género Ficus facilitado por polinizaciones excepcionales a larga distancia (Yu et al.,
2010). En E. plorans no se han realizado estimaciones directas del flujo génico, por lo
que no es posible saber si se trata de otro caso encuadrable dentro de la paradoja de
Slatkin. Pero los elevados niveles de flujo génico obtenidos a partir de Fst sugieren
una elevada capacidad de dispersion de esta especie, maxime teniendo en cuenta su
asociacién con los cultivos de una gran variedad de plantas diferentes (Arnaldos &
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Presa, 1993) y la posibilidad de realizar migraciones a larga distancia transportados
pasivamente en plantas comerciales. La elevada similitud genética entre poblaciones
del escarabajo acuatico Macroplea mutica, en el mar Baltico, se ha explicado
mediante migraciones pasivas a través de plantas a la deriva y de aves migradoras
(Mende et al., 2010). En el hongo Rosellinia necatrix, patégeno de la chufa (Cyperus
esculentus), se ha encontrado una gran homogeneidad genética, para marcadores
ISSR, en la provincia de Valencia, que sugiere la introduccidn reciente del patégeno
en la zonay su dispersion a través de tubérculos infectados usados como material de
propagacién, y por tubérculos arrastrados por el agua de riego (Armengol et al.,
2010)

Finalmente, no podemos dejar de comentar que, aunque la ausencia de
cromosomas B en la cabecera del Segura es compatible con la recolonizacion
reciente, rio arriba, por individuos portadores de cromosomas B, y la existencia de
un limite marcado por barreras geograficas en cada rio, tal como apuntaron Cabrero
et al. (1997), no podemos descartar que la ausencia de cromosomas B se deba a una
baja tolerancia de estos elementos parasiticos en poblaciones de elevada altitud.
Una razén para esta baja tolerancia podria tener relacién con el efecto que se ha
demostrado para algunos cromosomas B, en otras especies, alargando el ciclo
celular (Evans et al., 1972) y, por consiguiente, enlenteciendo el desarrollo y
alargando el ciclo vital de los organismos (Nur, 1966; Hewitt & East, 1978; Harvey &
Hewitt, 1979). Esto acortaria el periodo de tiempo util para la reproduccién de E.
plorans y pondria en desventaja a los portadores de Bs en lugares de mayor altitud,
donde el invierno comienza antes, y es mas frio, que en las localidades costeras o de
interior situadas a altitudes menores. De hecho, el fracaso de nuestro intento de
introduccién de cromosomas B en Vicorto (Albacete), donde liberamos 50 machos
de Salobrefia en 1994 y nunca volvimos a encontrar individuos con cromosomas B en
varios muestreos posteriores, y la incapacidad de invasién del B introducido en El
Gallego (ver capitulo 5), apuntarian en la direccién de una baja tolerancia de la
presencia de Bs en estas poblaciones de la cabecera del rio Segura.
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Invasion experimental del cromosoma B, en El Gallego

5.1. INTRODUCCION

Los cromosomas B se comportan, en la mayoria de los casos, como
parasitos gendmicos que ejercen efectos deletéreos sobre los individuos portadores
y se mantienen en las poblaciones gracias a que presentan tasas de transmisién
superiores a la mendeliana (los llamados mecanismos de acumulacion; en inglés
“drive”) (Ostergren, 1945; Jones & Rees, 1982; Beukeboom, 1994; Jones, 1995).
Alternativamente, es concebible que los cromosomas B confieran algun beneficio en
eficacia biolégica a los individuos portadores, al menos cuando se encuentran en
bajo nimero. En este caso los cromosomas B incrementarian en frecuencia
rapidamente ayudados por la seleccion fenotipica que favoreceria a los individuos
portadores. Darlington (1958) y White (1973) propusieron el modelo heterético para
los cromosomas B que son beneficiosos en bajos nimeros y perjudiciales en
numeros elevados. La investigaciéon de la naturaleza de un cromosoma B pasa, por
tanto, por averiguar su tasa de transmision, mediante cruzamientos controlados, y
sus efectos sobre la eficacia bioldgica de los individuos portadores. Si un B muestra
acumulacion y efectos deletéreos, se ajusta claramente al modelo parasitico, pero si
no muestra acumulacién y posee algun efecto fenotipico beneficioso para los
portadores, se ajusta mejor al modelo heterético.

Una forma adicional de probar la naturaleza parasitica de los cromosomas B
es mediante experimentos de invasion artificial, es decir, liberando individuos con B
en una poblaciéon donde las evidencias anteriores indicaron la ausencia de estos
cromosomas. Las expectativas serian diferentes para un B heterdtico y un B
parasitico. El primero deberia invadir rapidamente la poblaciéon ayudado por la
seleccidn fenotipica a favor de los individuos portadores. Pero un B parasitico sélo
podria invadir la poblaciéon en el caso de que se expresara un mecanismo de
acumulacion, dado que los efectos deletéreos del B sobre los portadores incidirian
negativamente sobre la frecuencia del B. El Unico experimento de invasién artificial
de un cromosoma B, en una poblacién natural sin Bs, fue realizado por Gosalvez y
Lépez-Fernandez (1984) en el saltamontes Arcyptera fusca, y el resultado fue la
desaparicidn del B introducido en pocas generaciones.

En el saltamontes Eyprepocnemis plorans, las investigaciones anteriores de
nuestro grupo han demostrado que los cromosomas B de esta especie muestran
mecanismos de acumulacién cuando invaden las poblaciones, pero estos
mecanismos son luego neutralizados por el incremento en frecuencia de variantes
génicas de los cromosomas A que suprimen la acumulacién del B (Camacho et al.,
1997; Zurita et al., 1998), un proceso que puede ocurrir muy rdpidamente (Perfectti
et al., 2004a). Por otra parte, el principal efecto deletéreo de los cromosomas B en E.
plorans se ha detectado para la fertilidad de los huevos (Zurita et al., 1998; Mufioz et
al., 1998).
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Los cromosomas B estdn presentes en practicamente la totalidad de las
poblaciones costeras espafiolas de E. plorans, desde Tarragona hasta Huelva,
incluyendo Mallorca y Menorca (Camacho et al., 1980; Henriques-Gil et al., 1984;
Henriques-Gil y Arana, 1990; Riera et al., 2004). Las Unicas poblaciones sin
cromosomas B se han encontrado en la cabecera de varios rios pertenecientes a la
cuenca del Segura (Cabrero et al., 1997). En las poblaciones de este rio, situadas
aguas abajo de una frontera delimitada por la existencia de desfiladeros en los rios,
al atravesar zonas montafiosas, que son lugares inhdspitos para esta especie, sin
embargo, se encontraron cromosomas B de la variante By, la mas extendida en la
Peninsula Ibérica. Al coincidir la frontera de los cromosomas B con accidentes
geograficos, Cabrero et al. (1997) propusieron que la ausencia de cromosomas B en
la cabecera de los rios de la cuenca del Segura se podia explicar mediante procesos
histéricos, no selectivos, es decir, que las poblaciones sin B eran anteriores al origen
del B (en zonas costeras) y aun no habian sido invadidas por individuos portadores
de cromosomas B.

Para contribuir a esclarecer el significado biolégico de los cromosomas B de
E. plorans, realizamos un experimento de introduccidon forzada, liberando individuos
con B, procedentes de Salobrefia (Granada), en la poblacion de El Gallego (Albacete),
donde estudios anteriores no habian detectado su presencia (Cabrero et al., 1997).
La variante de cromosoma B introducida no fue B, tipica de la regién a la que
pertenece la poblacidn de El Gallego, sino la variante B,, extendida por las provincias
de Malaga y Granada.

5.2. RESULTADOS

5.2.1. Evolucion de la frecuencia del cromosoma B, introducido en la
poblacion de El Gallego

En primer lugar, obtuvimos una estima de la frecuencia inicial de cromosomas
B, en la poblacién de El Gallego tras la liberacién en 1994 de 50 machos procedentes
de Salobrefia, donde el B predominante es B,. El tamafio poblacional estimado en El
Gallego, justo antes de la liberacion, fue de 1439 individuos, y el andlisis citogenético
de una muestra capturada en 1993 indicé la ausencia de cromosomas B en esta
localidad (Cabrero et al.,, 1997). La media ponderada de las dos poblaciones
mezcladas resultd en una frecuencia media inicial de Bs de 0.03, en el momento de
la liberacién (ver el apartado 2.2.7.2. “Liberacion de machos procedentes de
Salobrefia y seguimiento de la frecuencia de los cromosomas B en El Gallego durante
doce afos”).
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Durante los afios 1996, 1999, 2000, 2002, 2006 y 2008 muestreamos la
poblacién para realizar un seguimiento de las posibles variaciones en frecuencia y
morfologia que pudiera haber sufrido el B introducido. La tabla 5.1 muestra la
prevalencia de cromosomas B a lo largo de los distintos afios de muestreo.

Tabla 5.1. Frecuencia de cromosomas B en El Gallego a lo largo del tiempo.

Aiio Sexo 0B 1B Total Prevalencia de Bs
1996 Machos 46 4 50 0.08
1999 Machos 48 4 52 0.077
2000 Machos 49 0 49 0

“ Hembras 44 3 47 0.064

“ Ambos sexos 93 3 96 0.031
2002 Machos 99 2 101 0.02

“ Hembras 22 0 22 0

“ Ambos sexos 121 2 123 0.016
2006 Machos 65 0 65 0

“ Hembras 12 0 12 0

“ Ambos sexos 77 0 77 0
2008 Machos 79 1 80 0.0125
Total 464 14 478 0.029

En la figura 5.1 podemos apreciar cémo la prevalencia de cromosomas B
aumentd los primeros afios pero fue disminuyendo en los sucesivos muestreos.

0.1 -
0.08 A
0.06 A
0.04 +

0.02 A

PrevalenciaBs

O T T T T T T v T 1
1992 1994 1996 1998 2000 2002 2004 2006 2008 2010

Afio

Figura 5.1. Evolucion de la prevalencia de cromosomas B en El Gallego entre 1994 y 2008.

Dinamica espacial y temporal de los cromosomas B del saltamontes Eyprepocnemis plorans



200 | Invasion experimental del cromosoma B, en El Gallego

5.2.2. Analisis de la transmision de los cromosomas B, mediante cruces
controlados

5.2.2.1. Analisis in vivo de las hembras

Para investigar las posibilidades de invasion de los cromosomas B
encontrados en El Gallego, tras la liberacion de los machos de Salobrefia, analizamos
in vivo las hembras capturadas en el 2000 mediante la técnica de tincién con
cromomicina de hemolinfa (Cabrero et al., 2006). Tres de las hembras estudiadas
presentaban cromosomas B y fueron cruzadas, por separado, con machos OB de su
misma poblacidn. Sélo obtuvimos puestas de dos de ellas (una de las hembras nos
proporciond una puesta y la otra tres; de estas tres ultimas obtuvimos informacién
sobre la tasa de transmision del cromosoma B).

El analisis citogenético del nimero de cromosomas B presentes en los 69
embriones descendientes de las hembras 1B indica que existe una tendencia
significativa a la eliminacién del cromosoma B, siendo la tasa media de transmision
(0.239) muy inferior a la mendeliana, 0.5 (tabla 5.2).

Tabla 5.2. Andlisis de la transmisién del cromosoma B

N2 puesta N2 huevos N2embriones Fertilidad 0B 1B Total Kg z
1 12 10 0.833 8 1 9 0.111 -2.33
2 28 26* 0.929 5 5 10 0.500 0.00
3 34 33 0.971 22 5 27 0.185 -3.27
Total 74 69 0.932 35 11 46 0.239 -3.54

*Del total de 26 embriones, sélo pudimos estudiar 10.

5.2.2.2. Anadlisis del nimero de huevos, embriones y fertilidad de las
puestas obtenidas a partir de los cruces controlados

Para comparar el nimero de huevos, de embriones y la fertilidad entre
hembras portadoras y no portadoras de cromosomas B, realizamos también
cruzamientos en los que tanto el macho como la hembra carecian de Bs. Sélo
obtuvimos puestas de seis de estos cruces. La tabla 5.3 resume el nimero de huevos
y embriones por puesta de los cruzamientos realizados.
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Tabla 5.3. Nimero de huevos y de embriones de las puestas de las hembras cruzadas

Cariotipo de la hembra N2 de Huevos N2 de embriones
0B 34 30
0B 41 35
oB 66 54
oB 57 44
0B 42 40
oB 75 71
1B 24.3* 23
1B 33 31

*Promedio de tres puestas de una misma hembra.

Como podemos observar, el nimero de huevos y de embriones tiende a ser
mayor en las puestas de las hembras que carecen de Bs. Para comprobar si
realmente existen diferencias significativas entre el nUmero de huevos, el nimero de
embriones y la fertilidad entre hembras con y sin cromosomas B, hemos realizado un
test de Mann-Whitney cuyo resultado indica que las hembras portadoras de un
cromosoma B producen menos huevos por puesta que las 0B (tabla 5.4). El nimero
de embriones por puesta era también mucho menor en las hembras con B, pero la
diferencia no llegd a ser significativa, dados los pequefios tamafios de muestra
utilizados, especialmente de hembras con B. Finalmente, la fertilidad de los huevos
era muy similar en ambos tipos de hembra.

Tabla 5.4. Test de Mann-Whitney aplicado al nimero de huevos y de embriones y a la
fertilidad de las hembras cruzadas de El Gallego.

Media Z ajustada P
0B 1B
N¢ huevos 52.5 28.833 2 0.046
N2 embriones 45.667 27 1.667 0.096
Fertilidad 0.871 0.936 -0.667 0.505

5.2.3. Seguimiento de la introduccién del cromosoma B, en El Gallego

Como parte del seguimiento del cromosoma B introducido desde Salobrefia
en El Gallego, hemos realizado analisis citogenéticos que nos han ayudado a
comprobar si los cromosomas B observados en El Gallego son similares a los
introducidos desde Salobrefia (B,). Ademds, para averiguar si los individuos
introducidos se cruzaron efectivamente con las hembras locales, hemos empleado
datos moleculares analizando 97 marcadores ISSR en muestras de Salobrefia, El
Gallego y otras poblaciones cercanas.
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5.2.3.1. Citogenética de los cromosomas B encontrados en El Gallego

Antes de la introduccién forzada del cromosoma B, de Salobrefia en la
poblacién de El Gallego, no detectamos la presencia de Bs en los 82 individuos
analizados en 1993 en esta poblacién (Cabrero et al., 1997). No obstante, cabria la
posibilidad de que hubiera previamente Bs en El Gallego a una frecuencia muy baja
de 0.012 (1/82). Para identificar qué tipo de B estd actualmente presente, tras la
introduccién de B,, analizamos su composicién molecular, mediante una doble FISH,
con sondas de ADNr y ADNsat, que componen mayoritariamente los Bs de E.
plorans.

Los resultados indican que el cromosomas B que se encuentra actualmente
en la poblacién de El Gallego tiene una proporcién de ADNr y ADNsat diferentes
tanto al B,;, existente en las poblaciones cercanas a El Gallego, como al B,
introducido, teniendo mayor proporcion de ADNr y menor de ADNsat que el B
originalmente introducido (tabla 5.5, figura 5.2).

Tabla 5.5. Valores de las proporciones relativas de ADN ribésomico y de ADN satélite de los
cromosomas B, B, y B de El Gallego con respecto al tamafio total de los mismos.

Tipode B Proporcién ADNr/Total Proporcion ADNsat/Total
B, 0.6 0.4
“ 0.61 0.39
Media 0.60 0.40
B, 0.29 0.71
“ 0.32 0.68
“ 0.3 0.7
“ 0.33 0.67
“ 0.3 0.7
“ 0.3 0.7
Media 0.31 0.69
B de El Gallego 0.44 0.56
“ 0.45 0.55
“ 0.5 0.5
“ 0.52 0.48
“ 0.55 0.46
“ 0.5 0.5
“ 0.44 0.56
“ 0.47 0.53
Media 0.48 0.52

También realizamos un andlisis del tamafio relativo del B con respecto al
cromosoma X en células en diplotene, donde ambos cromosomas se encuentran en
un estado heteropicndtico similar. Como muestra la tabla 5.6, el cromosoma B
presente actualmente en El Gallego es bastante mds grande (58% del tamafio del X)
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que el cromosoma B, de Salobreiia (36%), y también un poco mayor que el
cromosoma B; tipico de las poblaciones cercanas a El Gallego (51%).

Tabla 5.6. Valores de la proporcion de tamafio de los cromosomas B,, B, y B de El Gallego con
respecto al X.

Tipo de B Proporcién de tamafio B/X Valor Medio

B, 0.49

“ 0.53 0.51

B, 0.40

“ 0.34

“ 0.35 0.36
B de El Gallego 0.64

“ 0.55

“ 0.60

“ 0.54

“ 0.58

“ 0.55

“ 0.58

“ 0.64

“ 0.53

“ 0.70

“ 0.52 0.58

Figura 5.2. En esta imagen podemos observar el cromosoma B, tipico de las poblaciones de E.
plorans cercanas a El Gallego y el B,, cromosoma que se introdujo en esta poblacion
procedente de Salobrefia. Podemos observar que el cromosoma B que se encuentra
actualmente en El Gallego muestra una mayor cantidad de ADNr (marcada en verde) y una
menor cantidad de ADNsat (marcada en rojo) con respecto al B,, constituyendo una forma
intermedia entre la variante B, presente en poblaciones cercanas a El Gallego y la variante B,
inicialmente introducida.
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5.2.3.2.Citogenética de los cromosomas del complemento estandar en El
Gallego

Algunos marcadores citogenéticos de los cromosomas A sugieren que los
machos liberados en El Gallego se aparearon con las hembras y transmitieron
algunos bloques heterocromaticos tipicos de Salobrefia que estan ausentes en El
Gallego y otras poblaciones vecinas. Por ejemplo, el cromosoma Sy tiene ADNsat de
forma regular en los individuos de Salobrefia, pero esta ausente en las poblaciones
cercanas a El Gallego (Cabrero et al., 2003c), y también lo estaba en los machos
muestrados en esta poblacion en 1993, un afio antes de la introduccién. Sin
embargo, dos individuos de la muestra de El Gallego de 1996 llevaban ADNsat
(Figura 5.3), lo que sugiere que este marcador podria provenir de los machos de
Salobrefia.

Figura 5.3. Meiocitos en metafase | procedentes de foliculos testiculares de Eyprepocnemis
plorans. a) En un macho capturado en 1993 se observa que el cromosoma Sq carece de
ADNsat (en rojo). b) En un macho capturado en 1996 (tras la introduccién de individuos de
Salobrefia), se observa la presencia de ADNsat en el Sq.

Ademds, en una de las puestas estudiadas mediante bandeo C (figura 5.4),
encontramos un cromosoma B con una inversidon paracéntrica que afectaba a su
mitad distal, sugiriendo que el cromosoma B en El Gallego podria estar sufriendo
cambios morfoldgicos.
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Figura 5.4. Metafase mitotica

procedente de un embridon de

Eyprepocnemis plorans. En ella

podemos apreciar la presencia de

. un cromosoma B resultado de

= una inversion paracentromérica
(marcado con una flecha).

5.2.3.3. Analisis de marcadores ISSR de Salobreiia y Albacete

Otro tipo de evidencia de que los machos liberados se cruzaron con las
hembras de El Gallego, seria encontrar en esta poblacién individuos que presentaran
marcadores moleculares caracteristicos de Salobrefa. Para ello, hemos realizado un
andlisis de los marcadores ISSR presentes en cuatro poblaciones muestreadas en
Albacete (El Gallego, Claras, Socovos y Mundo), en la poblacién de Calasparra
(Murcia) y en Salobrefia (Granada).

Las poblaciones de Claras y Socovos carecen de cromosomas B de forma
natural, mientras que, por el contrario, parte de los individuos de Mundo y
Calasparra presentan el cromosoma B,. Los individuos capturados en Claras (7
machos) y en Socovos (10 machos y 5 hembras) son, por tanto 0B, pero los
capturados en Mundo y Calasparra fueron cariotipados para detectar la presencia de
B; (en la tabla 5.7 podemos observar los resultados obtenidos). Ademads, se
muestran el nimero de individuos 0B y con B, analizados en Salobrefia justo antes
de la liberacién de los machos procedentes de esta poblacién en El Gallego.

Tabla 5.7. Caracterizacidn cariotipica, para la presencia de cromosoma B, de los individuos
capturados en las poblaciones de Mundo, Calasparra y Salobrefia.

0B 1B, liso B, 1B, 2B, 3B, 4B, Total

Calasparra 42 1 1 0 0 0 0 44
Mundo 10 6 0 0 0 0 0 16
Salobrefia 59 0 0 54 15 9 1 138

Una vez obtenidos los marcadores ISSR (ver los anexos 4.1-4.6, donde
aparece la frecuencia de cada uno de los marcadores en estas poblaciones), el
procedimiento que hemos seguido aqui es el mismo que el que utilizamos en el
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apartado 4.2.1.3. “Andlisis de la estructura genética de las poblaciones” del capitulo
4.

En primer lugar, determinamos el valor de K al que mejor se ajustan
nuestros datos. Los anexos 5.1-5.3 muestran los valores de L(K), L'(K) y L”(K), y el
anexo 5.4 recoge la estima de AK. El valor de K que mas se ajusta a nuestros datos es
3, como puede observarse a continuacién en la figura 5.5.

80 -
60 -
——AK
40 -
20 -
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0 1 2 3 4 5 6 7

Valor de K

Figura 5.5. Representacion de los valores de AK.

En la figura 5.6 observamos la representacion grafica de la asignacion de
cada individuo a los tres grupos establecidos con Structure. El primer grupo estd
constituido por la poblacidn de Salobrefia (en azul) y los dos restantes (en verde y
rojo) por las poblaciones muestreadas en Albacete. Como podemos observar, la
poblacién de El Gallego presenta dos individuos que muestran ascendencia de
Salobrefia (véanse también los anexo 5.5-5.6).

Salobrefia Claras El Gallego Socovos  Mundo Calasparra

Figura 5.7. Representacion de la ascendencia de cada individuo a uno de los tres grupos.
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La tabla 5.8 resume los valores de la proporcién de miembros de cada una
de las seis poblaciones muestreadas a cada uno de los tres grupos establecidos con
Structure, y los anexos 5.5 y 5.6 muestran la ascendencia de los individuos
pertenecientes a estas seis poblaciones con respecto a cada uno de los tres grupos.
Podemos observar que la poblacién del interior con mayor ascendencia de Salobrefia
es El Gallego.

Tabla 5.8. Proporcién de miembros de cada poblacién predefinida en cada uno de los tres
grupos (K=3).

Poblacion N2 Individuos Grupol Grupo2  Grupo3

Salobrefia 23 0.958 0.024 0.019
Claras 7 0.013 0.804 0.182
El Gallego 50 0.100 0.457 0.443
Socovos 15 0.048 0.319 0.633
Mundo 15 0.032 0.856 0.111
Calasparra 30 0.063 0.600 0.337

5.3. DISCUSION

El sistema de cromosomas B del saltamontes Eyprepocnemis plorans
constituye un buen ejemplo de la coevolucién entre los cromosomas Ay B. Nuestros
estudios anteriores han demostrado que los cromosomas B se comportan como
parasitos gendmicos cuando invaden una poblacién, incrementando rapidamente su
frecuencia. Pero estos cromosomas B son neutralizados posteriormente por la
evolucién de genes de resistencia en el genoma hospedador que llevan a la
supresién de la acumulacion de los Bs (Lopez-Ledn et al., 1992a; Herrera et al., 1996;
Camacho et al., 1997; Zurita et al., 1998; Perfectti et al., 2004a).

Segun este modelo, cabria esperar que la frecuencia de Bs hubiera
aumentado rdpidamente en El Gallego tras la introduccién de los Bs procedentes de
la poblacion de Salobrefia, dado que no era de esperar que en el genoma de los
individuos de El Gallego existieran genes de resistencia a la acumulacién del B, ya
que no habia Bs en esta poblacién antes de nuestro experimento (Cabrero et al.,
1997), y, si los hubiera habido, su frecuencia seria inferior al 1.2%.

Gosdlvez y Lopez-Fernandez (1984) realizaron, en la especie Arcyptera
fusca, un experimento similar al que nosotros hemos llevado a cabo en E. plorans.
Seleccionaron una poblacién carente de cromosomas B localizada en el Puerto de la
Bonaigua (Valle de Aran, Lérida), y liberaron cincuenta machos jovenes procedentes
de otra poblacién localizada en el Valle del Respumoso (situada a unos 130 km de
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distancia), donde aproximadamente el 50% de sus individuos presentaban
cromosomas B en una frecuencia que parecia no variar de generacién en generacion
(Lopez-Fernandez y Gosalvez, 1981, 1983a; Lopez-Fernandez et al., 1983b). Estos
autores observaron que los machos con B liberados se cruzaron eficazmente con
hembras procedentes de la poblacién carente de Bs, puesto que una generacién mas
tarde se capturaron individuos portadores de cromosomas B.

En nuestro caso también hemos podido confirmar que los machos
introducidos se cruzaron eficazmente con las hembras autéctonas, puesto que en las
generaciones posteriores a la introduccién detectamos la presencia de cromosomas
B en El Gallego. Ademas, hay dos evidencias que confirman que esos cromosomas B
proceden de la introduccién de los individuos de Salobrefia: i) se ha observado la
presencia de ADN repetitivo en tdndem de 180 pb en el cromosoma Sq de dos
machos procedentes de El Gallego, capturados en 1996. Este marcador estd ausente
en el autosoma Sy de las poblaciones de Albacete, Murcia y el Caucaso pero, sin
embargo, presente en las poblaciones costeras andaluzas como, por ejemplo,
Salobrefia (Cabrero et al., 2003), vy ii) el analisis de marcadores ISSR, mediante el
software Structure v2.3.1 (Falush et al., 2007), que indica la existencia de dos
individuos en la poblacién de El Gallego que presentan ascendencia de Salobrefia.

La frecuencia del cromosoma B en la poblacién de El Gallego se incrementdé
tras su introduccion, como era de esperar, pero posteriormente ha ido
disminuyendo, alcanzando niveles similares a los iniciales. En el experimento de
Gosalvez et al., los cromosomas B introducidos fueron finalmente eliminados en
generaciones posteriores. Puesto que los cromosomas B son parasitos de
transmision vertical, que dependen totalmente de los genes del genoma estandar
para su transmision, la llegada del cromosoma B, a la poblacién de El Gallego ha ido
acompafiada de la introduccién de genes del genoma estandar, tal como indican los
resultados con Structure, posiblemente incluyendo los genes que suprimieron la
acumulacion del B en la poblacién donante y que pueden haber impedido el
incremento en frecuencia de los Bs en la poblacion receptora. Pero esto seria de
esperar en cualquier invasion y, sin embargo, otras han prosperado, como las
descritas anteriormente en Torrox, donde se produjo la invasidn por B,4 (Zurita et al.,
1998), o en Pollensa (Mallorca) donde B; incrementé en frecuencia muy
rapidamente (Riera et al., 2004). Hay que seflalar, no obstante, que el
comportamiento de los Bs durante su transmisién y, por tanto, su destino en las
poblaciones, también depende del tipo de B, del genotipo hospedador e incluso de
efectos maternos (Puertas et al., 1990). Uno o varios de estos factores pudieron
también contribuir al fallo en la invasién del B, en El Gallego.

Ademas, uno de los efectos conocidos de los cromosomas B sobre los
individuos portadores es la reduccién de la fertilidad sobre las hembras (Camacho,
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1997; Muiioz et al., 1998) y una mayor frecuencia de macro- y microespermatidas en
los machos (Teruel et al., 2009), lo que puede haber provocado, a su vez, el descenso
en la frecuencia de cromosomas B observado en El Gallego. De hecho, en el analisis
de fertilidad realizado a las hembras de El Gallego hemos constatado que la
presencia del cromosoma B reduce significativamente el nimero de huevos por
puesta en las hembras con 1B con respecto a las 0B, y esto redunda en una menor
produccién de embriones por parte de las primeras, lo que puede estar dificultando
la permanencia del B en esta poblaciéon. No es descartable, por tanto, que los
cromosomas B sean mas perjudiciales en El Gallego que en Salobrefia, donde no se
observaban estos efectos (Camacho et al., 1997). La situacion geografica de El
Gallego podria favorecer el hecho de que en esta poblacién los cromosomas B sean
peor tolerados. Mientras que Salobrefia esta al nivel del mar, la poblacidon de El
Gallego esta situada a 600 m de altitud, con las consiguientes diferencias
ambientales. Entre ellas, es posible que disponer de una ventana ambiental mdas
corta para completar el ciclo bioldégico (dado que el invierno comienza antes y es
mas riguroso en El Gallego) sea un factor importante, ya que se ha demostrado que
los cromosomas B enlentecen el desarrollo en especies como, por ejemplo, el
coccido Pseudococcus obscurus (Nur, 1966) y el saltamontes Myrmeleotettix
maculatus (Hewitt and East, 1978; Harvey and Hewitt, 1979), lo que implicaria que
los individuos con B necesitarian estaciones mas largas y en El Gallego disponen de
menor tiempo para completar su ciclo. De hecho, Cabrero et al. (1997) observaron
una correlaciéon negativa entre la frecuencia del cromosomas B y la altitud en
diferentes poblaciones muestreadas a lo largo de un transecto de 200 km a orillas
del rio Segura y sus tres afluentes principales, Mundo, Benamor y Taibilla, en las
provincias de Albacete y Murcia.

Otro factor que puede suponer una menor tolerancia a los cromosomas B es
la accion del hombre a través de las fumigaciones, puesto que las zonas muestreadas
del Segura sufren, a diferencia de las poblaciones de la costa (donde hay mas
abundancia de cromosomas B), fumigaciones aéreas no selectivas donde los
individuos no pueden migrar a areas colindantes a las fumigadas. A su vez, pueden
darse procesos selectivos tales como el descenso en el apareamiento de los machos
portadores de Bs (Martin et al., 1996) o cambios epigenéticos en los cromosomas B
gue provoquen su neutralizacidn inducidos por genes supresores de la acumulacion.
En este ultimo caso, cabe la posibilidad de que estos cambios epigenéticos, que
implicarian la neutralizacién de los cromosomas B, fueran irreversibles y, puesto que
el cromosoma B, introducido ya estaba neutralizado en la poblacién donante
(Salobrefia), no pueda volver a acumularse aunque haya cambiado su ambiente
genético al ser introducido en El Gallego. Incluso, es posible que hubiéramos
observado una dinamica diferente de B,, tras su introduccion en El Gallego, si la
introduccién del B se hubiera realizado con hembras, dado que los programas
epigenéticos de los genomas paternos y maternos son distintos durante el desarrollo
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temprano del embrién (Haaf, 2001; Ferraro et al., 2001). Por otra parte, las hembras
de Salobrefia con B, acumulan el B cuando se cruzan con machos de una poblacion
sin B (Herrera et al., 1996), un hecho que se hubiera producido necesariamente de
introducir hembras en lugar de machos.

Los datos obtenidos a partir de los cruzamientos realizados en el laboratorio
y del seguimiento periddico de la frecuencia de los Bs en esta poblaciéon revelan una
tendencia significativa a la eliminacién de estos cromosomas durante la transmisién
por las hembras, lo que explicaria su dificultad para incrementar en frecuencia en la
poblacién.

Por otra parte, parece existir un paralelismo entre la cantidad de ADN
satélite de los Bs y su capacidad de acumulacién, ya que, en E. plorans, aquellos
cromosomas B que presentan mayor cantidad de ADNsat muestran mayor
capacidad de acumulacion (Cabrero et al., 1999). En El Gallego, hemos visto que el
cromosoma B actual presenta una menor cantidad de ADNsat que el cromosoma B,
originalmente introducido, lo que podria estar relacionado con su baja tasa de
transmision. De hecho, la heterocromatina y el ADN satélite estan implicados en el
comportamiento cromosémico relacionado con la cohesién de las cromatidas
hermanas y la segregacion cromosémica (Lica et al., 1986; Vig, 1987; Karpen et al.,
1996) ademas de portar genes vitales (Dimitri et al., 2009).

La causa del cambio morfolégico que ha sufrido el cromosoma B en El
Gallego podria estar relacionada con los elementos transponibles que los Bs de E.
plorans contienen (Montiel et al., en preparacion). La naturaleza heterocromdtica de
estos cromosomas hace que se conviertan en verdaderos paraisos para los
elementos maviles por dos razones principalmente: i) estos elementos transponibles
son bien tolerados en aquellas regiones con baja densidad de genes, como la
heterocromatina, puesto que su insercién en los genes suele resultar deletérea vy, ii)
heterocromatina, de forma directa, tiende a ser diana de los elementos moviles,
encontrandose, entre otras, evidencias de este hecho en la heterocromatina de
Drosophila melanogaster (Dimitri et al., 1997).

Sin embargo, hay evidencias de una escasa presencia de elementos
transponibles en los cromosomas B de E. plorans (Montiel et al, en preparacion), por
lo que una explicacidn alternativa seria la recombinacion entre copias de otras
secuencias repetidas que presentan los cromosomas B, tales como ADN satélite o
ribosémico, que pueden generar deleciones, inversiones, translocaciones, etc. La
formacién de quiasmas en los Bs han sido observadas en algunas especies de
animales y plantas (Bidau, 1987; Jones & Rees, 1967; Birchler et al., 1990), habiendo
descrito recientemente Basheva et al. (2010) la primera evidencia molecular de
recombinacion de Bs en mamiferos Un posible origen para el B observado en El
Gallego, con caracteristicas intermedias entre el B, introducido y el B, tipico de las
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poblaciones de la cuenca del Segura, seria por recombinacion entre estas dos
variantes de B en algun individuo, lo que generaria un nuevo B con mas ADN satélite
que el B; y mas ADNr que el B,. Sin embargo, esta posibilidad parece improbable
debido a la baja frecuencia que hemos observado para el B de Gallego (0.029) y el B,
(menor de 0.012), lo que supone una probabilidad de encontrar un individuo
portador de ambos tipos de Bs de tan solo 0.00035. Todas estas posibles
modificaciones estructurales del B en El Gallego pueden haberse inducido por la
interaccion entre el cromosoma B introducido y el genoma de la poblacién
receptora, produciéndose cambios cromosémicos, como la aparicion de un
cromosoma B invertido en las células de un embrién procedente de las hembras
portadoras de cromosomas B. Asi, Cuadrado et al. observaron en 2004, que la
puesta en contacto de genomas de distinta procedencia puede crear inestabilidad
gendmica y por tanto, cambios cromosomicos.

Es notable que tras su introduccion en El Gallego, el B, procedente de
Salobrefia ha sufrido cambios en las proporciones relativas de ADNsat y ADNr que le
hacen mas parecido a los Bs de las poblaciones cercanas a El Gallego (B,). Es posible
que la morfologia de los Bs esté condicionada por el sustrato genético
proporcionado por los cromosomas A a los que parasita. Por el momento sélo
tenemos indicios de esta posibilidad, pero esto constituye un aspecto interesante
para futuras investigaciones.
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Abstract

We have analysed B chromosome frequency for three consecutive years, B transmission rate at population and
individual levels, clutch size, egg fertility and embryo—adult viability in a natural population of the grasshopper
Eyprepocnemis plorans containing two different B chromosome variants, i.e. B, and B4, the second being
derived from the first and having replaced it in nearby populations. From 2002 to 2003 the relative frequency of
both variants changed, although the differences did not reach significance. A mother—offspring analysis showed
no significant effect of any of the two B variants on clutch size, egg fertility or embryo—adult viability, but By,
was more efficiently transmitted than B, through males from the 2002 season, which explains the observed
frequency change. Controlled crosses, at individual level, showed significant drive through some females for B,
but not for B,, suggesting that this difference in transmission rate might also be important for the substitution
process. The analysis of relative fitness for B, and By, carriers for all fitness components, as a whole, showed a
significantly better performance of B,4-carrying individuals, suggesting that the cumulative effect of these slight
differences might contribute to the replacement of B, by Boy.

Introduction

Parasitism is one of the most widespread lifestyles at
all levels, from genes to species. Among them, B
chromosomes, also known as accessory or super-
numerary, are extra chromosomes which, in most
cases, behave as parasitic elements within eukaryote
genomes (Ostergren 1945; for recent reviews see
Camacho 2004, 2005). B chromosome systems may

be at about stable frequencies in natural populations
due to equilibrium between two main forces, viz. the
increase in frequency derived from accumulation
(drive) mechanisms and the decrease caused by their
harmful effects on B carriers. But, as indicated by
our studies in the B chromosome system of the
grasshopper Eyprepocnemis plorans, such an equi-
librium may be broken by B chromosome neutrali-
zation through selection for A chromosome gene
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variants suppressing B drive. This converts the
system into a dynamic one in which B chromosomes
pass through successive stages of parasitism and
near-neutrality (Camacho et al. 1997). This non-
equilibrium model includes the possibility that a
neutralized B, which is condemned to extinction
through stochastic loss plus selective loss of individ-
uals with high number of Bs, mutates into a new B
variant possessing drive which restores the parasitic
status. Such a substitution of one B variant for
another has been documented in the Torrox popu-
lation (Zurita et al. 1998), but the timing of such a
replacement is one of the most interesting open ques-
tions of B chromosome evolution. Recent research
has shown that B drive suppression may take place
in only a few generations, since B,4 in Torrox did
show drive in 1992 (Zurita et al. 1998) but not in
1998 (Perfectti et al. 2004), suggesting that drive
suppression might be caused by a single A gene of
major effect (Perfectti et al. 2004). In Torrox the B,
variant had been replaced by the B,y variant in 1992,
the first time we sampled this population (Zurita
et al. 1998), but a sample from 1984 indicated the
presence of both B, and B, in this population
(Henriques-Gil & Arana 1990), with B, showing a
very low frequency. The absence of B, in 1992
suggested that B variant replacement had already
been completed, and the significant drive through
females showed by B,4 in controlled crosses (Zurita
et al. 1998) suggested that the replacement occurred
because of the more efficient transmission rate for
B,4, since B, did not show drive in several Spanish
populations close to Torrox (Lopez-Ledn et al.
1992). The fact that B, was harmful for egg fertility
in Torrox, whereas B, was not in the other
populations analysed, could add some uncertainty to
the former conclusion, since it could imply a lower
selective load for B, carriers in Torrox, but we
could not analyse the effect of both B variants on
this fitness component in the same population. In an
attempt to uncover possible causes for B variant
replacement, we analyse here B frequency evolu-
tion through three consecutive years, as well as
several fitness components and B chromosome
transmission rate, in a natural population of the
grasshopper Eyprepocnemis plorans showing the
presence of the two B chromosome variants (B, and
B,,4) at about similar frequency, indicating that it is at
an intermediate status of the substitution process.
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Materials and methods

In 2002, 2003 and 2004 we collected adult males and
females of the grasshopper Eyprepocnemis plorans in
Algarrobo (Malaga, Spain), a population located at
only 14 km from Torrox. In 2002 we also collected
gravid females which were carried to the laboratory
to get one egg-pod from each female, which was
incubated for 10 days to obtain embryo offspring. All
individuals were fixed for cytological analysis as
indicated in Camacho et al. (1997). All individuals
were analysed by the C-banding technique (described
in Camacho et al. 1991) to differentiate B chromo-
some variants. A mother—offspring analysis was
performed to the 2002-2003 data, following the
method described in Camacho et al. (1997), based
on Christiansen & Frydenberg (1973). This allowed
us to infer the average B transmission rate through
both sexes and the differential effect of both B
chromosome variants on three fitness components,
viz. clutch size, egg fertility and embryo—adult via-
bility. This procedure includes the following cal-
culations: (1) the mean B frequency among the
progeny of OB females indicates the net B transmis-
sion rate through males since all Bs in these
females’ progeny are of paternal origin. (2) the
mean B frequency in the offspring of B-carrying
females minus that in the offspring of OB females
(i.e. that from paternal origin) allows calculation
of the mean transmission rate through B-carrying
females. A comparison between the frequency of
karyotypes (0B, Bj,-carrying, B,4-carrying and
B,B,4-carrying individuals) observed in the 2003
embryo sample and those expected from the 2002
adult sample (assuming random mating, Mendelian
transmission and independent meiotic behaviour of
both B variants) provided a means of testing
significance of transmission efficiency of both B
variants. (3) The number of eggs per pod is a mea-
sure of clutch size. (4) Egg fertility was calculated
as the embryo/egg ratio for each egg-pod and female
analysed. (5) Embryo—adult viability was inferred
from an intra-generation comparison between B fre-
quency in the 2003 embryo sample (yielded by the
2002 gravid females) and the 2003 adult field
sample.

B frequency was measured by two parameters: the
mean number of B chromosomes per individual
(mean) and the proportion of individuals carrying
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Table 1. Frequency of B, and B,, chromosomes in adult specimens of the grasshopper Eyprepocnemis plorans in the Algarrobo population

for three consecutive years. Prevalence = proportion of B carriers

Adults with Prevalence for Mean for
Year Sex OB IBZ 1B24 2B2 2B24 1B2 + 1B24 1B2 + 2B24 Total B2 B24 Total Bz B24 Total
2002  Male 40 12 5 0 1 9 0 67 031 022 04 0.31 024 0.55
Female 24 6 8 1 0 1 1 41 0.22 024 041 0.24 027 0.51
Total 64 18 13 1 1 10 1 108 0.28 023 041 029 025 054
2003 Male 28 5 5 0 2 3 0 43 0.19 023 035 0.19 0.28 047
Female 16 4 11 0 0 3 0 34 0.21 041 053 0.21 041 0.62
Total 44 9 16 0 2 6 0 77 0.19 031 043 020 034 053
2004 Male 25 8 9 0 2 1 0 45 0.2 0.27 044 0.2 0.31 0.51
Female 16 3 6 0 2 2 0 29 0.17 034 045 0.17 041 0.59
Total 41 11 15 0 4 3 0 74 0.19 030 045 0.19 035 054

Bs (prevalence). Given the low frequency of indi-
viduals with more than 1B, both parameters were
very similar in most samples, for which reason we
used prevalence for contingency tests in order to
improve statistical power.

In 2004 we also sampled some female nymphs
which were bred isolated from males to preserve
virginity. Once adult, they were crossed to OB males
which had previously been vivisected to extract
several testis follicles which were immediately ana-
lysed cytologically to detect B chromosome pres-
ence. Transmission rate (kg) of both B chromosome
variants through females was deduced from these
crosses. In one case, B transmission through a B-
carrying male was also analysed.

Contingency tables for B frequency comparisons
among years (to analyse temporal evolution) and

different life-cycle stages (to analyse reproductive
and viability fitness components) were analysed by
the RXC program, which employs the Metropolis
algorithm to obtain an unbiased estimate of the exact
p-value (Rousset & Raymond 1995). In all cases 20
batches of 2500 replicates were performed. Popula-
tion B transmission efficiency was tested by the
goodness-of-fit chi-square test. B effects on clutch
size and egg fertility were analysed by two-way
ANOVA, and transmission rate in controlled crosses
was analysed by the Z-test described in Lopez-Ledn
et al. (1992). Z was calculated as the quotient
between (observed transmission rate minus 0.5) and
the square root of the quotient between 0.25 and the
number of embryo progeny analysed. Z values higher
than 1.96 indicate significant drive if positive or drag
if negative.

Table 2. Mother—offspring analysis to 40 gravid females lacking B chromosomes and 1233 embryo offspring obtained from them. Fert. = egg

fertility = embryos/eggs

Embryo progeny

Female With Mean number of
Type Number Eggs Embryos Fert. 0B B, By B, + By Total B, By
0B 23 47.22 43.57 0.92 530 59 73 17 679 0.12 0.14
1B, 7 37.00 33.43 0.91 92 95 8 10 205 0.56 0.08
1By 7 42.71 41.29 0.96 98 20 119 23 260 0.20 0.60
2B, 1 42 42 1 5 10 9 6 30 0.83 0.70
2Byy 1 37 34 0.92 8 0 23 2 33 0.06 0.88
1B, + 2By 1 28 2 0 12 12 26 0.46 1.50
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Table 3. Expected frequencies of progeny from the 2002 adult
males and females, assuming random mating, absence of selection,
Mendelian transmission rate and random meiotic behaviour of both
B variants

Expected offspring

Mothers Freq. 0B B, Boy BBy
0B 0.585 0.446 0.072 0.048 0.020
B-carrying 0.415 0.142 0.109 0.113 0.051
1B, 0.146 0.056 0.071 0.009 0.011
1By 0.195 0.074 0.012 0.090 0.019
All 1.000 0.587 0.181 0.161 0.071
Results

B chromosome frequency

The total prevalence of B chromosomes, including
the two observed variants, B, and B,4, was rather
stable in the three years analysed, with about 40%
of individuals carrying B chromosomes (Table 1).
Although the relative frequency of the two B variants
changed from 2002 to 2003, with B, decreasing in
prevalence from 0.28 to 0.19 and B, increasing from
0.23 to 0.31, these changes, however, did not reach

M. I. Manrique-Poyato et al.

statistical significance (contingency tests: P = (0.229 +
0.007 for B, prevalence and P = 0.242 + 0.008 for
B, prevalence). B frequency was almost the same in
2003 and 2004.

Transmission rate (kg) of B chromosomes
at population level

Table 2 shows a summary of the mother—offspring
analysis performed with 23 gravid females lacking
B chromosomes and 17 carrying them, collected in
2002 (for further details see Supplementary mate-
rial). The average frequency of B, and B,4 chromo-
somes found in the offspring of the OB females was
0.12 and 0.14, respectively (Table 2). This corre-
sponds to the effective B transmission rate through
males at population level. The mean frequency of B,
and B,, in adult males of the 2002 season was 0.31
and 0.24, respectively (see Table 1), which implies
average transmission rates (kg) through males equal
to 0.12/0.31 = 0.39 for B, and 0.14/0.24 = 0.58 for
B,4. This suggests a better performance of Bos-
carrying males than B,-carrying ones.

The average frequency of B, and B,4 found in the
embryo progeny yielded by 1B, and 1B,4 females
was 0.56 and 0.60, respectively. Subtracting, in each

Table 4. Goodness-of-fit chi-square test comparing the observed frequencies in embryos from 2003 (shown in Tables 2 and 3) to the expected
from the adults observed in 2002 (shown in Table 4)

Mothers Item OB B, By B,B,4 Total
0B Observed (0) 530 59 73 17 679
Expected (e) 516.85 83.61 55.74 22.80
(0 — e))e 0.33 7.24 5.35 1.48 14.40
p 0.0024
+B Observed (0) 205 125 171 53 554
Expected (e) 189.15 145.19 151.51 68.16
(0 — e)Me 1.33 2.81 2.51 3.37 10.01
P 0.0185
1B, Observed (0) 92 95 8 10 205
Expected (e) 78.02 99.82 11.86 15.30
(0 — e)fe 2.504 0.233 1.254 1.835 5.826
P 0.1204
1Boy Observed (0) 98 20 119 23 260
Expected (e) 98.96 16.01 120.30 24.74
(0 — e)Me 0.009 0.996 0.014 0.122 1.141
P 0.7672
All Observed (0) 735 184 244 70 1233
Expected (e) 723.94 222.86 199.07 87.13
(0 — e))e 0.17 6.77 10.14 3.37 20.46
P 0.0001
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Table 5. Analysis of B chromosome effects on viability from 10-day-old embryo to adult. Contingency tests were performed by the RXC

program
Presence of Prevalence B, By
0B B, B,y B, + By, Total B, Boy Total — + Total - + Total
Embryos 2003 741 184 244 70 1239 0.205 0.253 0.402 985 254 1239 925 314 1239
Adults 2003 44 9 18 6 77 0.195 0.312 0.429 62 15 77 53 24 77
Total 785 193 262 76 1316 1047 269 1316 978 338 1316
P 0.617 1.000 0.287
SE 0.014 0.000 0.008

case, the B frequency transmitted through males
(0.12 and 0.14, respectively) we obtained the average
transmission rate for each B variant through 1B
females. This was 0.55 — 0.12 = 0.43 for B, and 0.60
— 0.14 = 0.46 for B,,, i.e. close to the Mendelian
rate (0.5).

To test for significance of these differences we
calculated the expected frequencies of progeny
belonging to four categories, i.e. 0B, B,, B,4 and
B,B,4, from the corresponding frequencies of adults
observed in 2002 (with females being the mothers of
the embryos analysed) assuming random mating,
Mendelian transmission and random meiotic behav-
iour of B chromosomes (see summary in Table 3).
Goodness-of-fit chi-square tests showed parallel
significant excess of B,y-carrying and deficiency of
B,-carrying embryos in the total sample, the OB-

mothers sample and the +B-mothers sample (Table 4).
Since all B chromosomes in the embryo progeny of
0B mothers were necessarily inherited from the
father, these results suggest some kind of advantage
of B,4 over B, during male transmission.

Clutch size, egg fertility and embryo—adult viability

Table 2 shows that the average number of eggs per
pod (clutch size) was 47.22 (SE = 2.44) in the 23
females lacking B chromosomes, 37.00 (SE =0.79) in
the seven females with 1B, and 42.71 (SE = 4.66) in
the seven females carrying 1B,;. A two-way
ANOVA showed that the difference with respect to
0B females was close to significance for B, (p =
0.051) but not for B,s (p = 0.34). No significant
effect was either observed for egg fertility, which

Table 6. Controlled crosses performed with specimens collected in 2004. Average transmission rate for B, and B,4 through females (last
row) was weighed because of the high differences in the number of embryo offspring analysed among crosses. The Z test was performed
according to Lopez-Leodn er al. (1992), and indicates B chromosome drive when positive and drag when negative, indicating significant drive
or drag when Z is higher than 1.96 in absolute value. Significant Z-tests are indicated in bold letters. Note the presence of two females
showing significant drive for B,,, the same as the weighed mean transmission for B,y

Female transmission

Male transmission

Number of Bs in parent Number of embryo offspring with B, Boy Boy
1B, +
Cross Female Male 0B 1B, 1B,; 1B,4 2B,4 Total Mean kg Z Mean kg Z Mean kg Z
1 2B, 0 30 10 0 2 15 0 - - 093 047 —-026 - - -
2 1By 0 1 0 11 0 0 12 0 - - 092 092 289 - - -
3 1Boy 0 9 0 6 0 0 15 0 - - 040 040 —-0.77 - - -
4 1B, 1By 6 3 9 8 0 26 042 042 —-078 0 - - 0.65 0.65 1.53
5 1Boy 0 50 29 0 0 34 0 - - 0.85 085 412 - - -
6 1By 0 22 0 20 0 0 42 0 - - 048 048 -031 - - -
7 1B, + 1By 0 1 4 2 1 0 8 0.63 0.63 0.71 038 038 —0.71 - - -
8 1B, 0 2 2 0 0 0 4 050 050 000 O - - - - -
Total 156 047 047 —-0.66 0.66 0.60 258 -— - -
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Table 7. Summary of relative fitness for B, and B,y carriers, deduced from the mother—offspring analysis. A Wilcoxon matched pairs test
showed significant tendency of B,y carriers to show higher relative fitness than B, carriers for these traits (Z = 2.02, P = 0.04)

Absolute fitness

Relative fitness

Issue B2 B24 B2 B24
Male transmission (kg) 0.39 0.58 0.67 1
Female transmission (kg) 0.43 0.46 0.93 1
Clutch size 37.00 42.71 0.87 1
Egg fertility 0.90 0.96 0.94 1
Embryo—adult viability 0.95 1.23 0.77 1

was 0.92 (SE = 0.02) in OB females, 0.91 (SE = 0.04)
in B, females and 0.96 (SE = 0.01) in B, females
(two-way ANOVA: P = (.58 for B, and P = 0.96 for
B,4). A comparison of B frequency between the
embryos obtained in the laboratory from the gravid
females collected in 2002 (thus belonging to the
2003 generation) and the adults collected in 2003
showed no B effects on embryo—adult viability
(Table 5).

Controlled crosses

To investigate B chromosome transmission at indi-
vidual level we performed several controlled crosses
with specimens collected in 2004. From them we
obtained useful data from eight crosses (Table 6)
leading to the following conclusions: (a) B, did not
show significant drive or drag through the three
females carrying them, and the weighed mean
transmission rate (0.47) was only slightly higher than
the value estimated at population level (0.43) and not
significantly different from the Mendelian rate (0.5).
(b) B,4 showed significant drive in two of the six
females carrying it, and the weighed mean transmis-
sion rate (0.60) was also significantly higher than 0.5
and than the value estimated at population level
(0.46). (c) The only male carrying 1B,4 showed a
high transmission rate (0.65), but the Z-test did not
show significance due to low number of progeny.
This figure, however, is not very different from the
value estimated at population level (0.58).

Discussion

The present results have permitted us to analyse the
relative efficiency of two B chromosome variants in
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some reproduction and viability fitness components.
The relative frequency of B, and By, slightly
changed (not significantly) between 2002 and 2003
but remained stable in 2004. It suggests that B
frequency changes at this population are currently
slight from generation to generation, as is character-
istic of the near-neutral stage of the B chromosome
life cycle (Camacho et al. 1997). Consistent with the
2002-2003 frequency change, the analysis of trans-
mission at population level showed that B,; was
transmitted more efficiently than B, through males
from the 2002 season. In addition, controlled crosses
showed that B,, still drives in some females, which
also points to a better performance for B,4 than B, in
female transmission. However, the mean transmis-
sion rate (kg) through B,4-carrying females in
controlled crosses (0.6), although still significantly
higher than the Mendelian value, indicates that B,, is
in the process of neutralization. The observation that
one-third of the crossed females carrying B,4 showed
significant drive for it suggests, with the logical
reservations of the small number of crosses per-
formed, that this B in the Algarrobo population
sampled in 2004 is at an intermediate situation
between B,4 in Torrox analysed in 1992 (Zurita
et al. 1998) and 1998 (Perfectti et al. 2004) where
61% and 19% of females, respectively, showed sig-
nificant drive for this B chromosome. Consistently,
the average transmission rate, deduced from con-
trolled crosses, was also intermediate in Algarrobo
(0.6) with respect to the values estimated in Torrox in
1992 (0.696) and 1998 (0.523).

A remarkable difference in Algarrobo is the
absence of harmful effects of B,4 on egg fertility,
the fitness component which had been shown to be
the most sensitive to parasitic Bs in this species
(Zurita et al. 1998, Mufioz et al. 1998). Whereas egg
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fertility in Torrox decreased with increasing number
of B,4 chromosomes, even after drive neutralization
in 1998 (Perfectti et al. 2004), in Algarrobo B,4 does
not significantly decrease egg fertility. A possible
explanation is that the Torrox samples were taken in
a cultivated area where insecticide treatment may
be stronger than in Algarrobo, an abandoned field
besides a road. Mufioz er al. (1998) showed that
the B, chromosome does not influence egg fertil-
ity in populations from the Granada province, but
greatly decreases it in laboratory experiments per-
formed in conditions of mating scarcity. Likewise,
the Algarrobo population might be subjected to a less
stressful environment than the Torrox one, although
this is not consistent with the fact that B frequency
was three times higher in Torrox, and this would
not be expected under the parasitic theory predict-
ing that Bs should be more frequent in less stressful
environments.

Alternatively, B,4 might have begun to be neutral-
ized in Algarrobo even faster than in Torrox, and this
would have prevented it from reaching comparable
frequencies to those in Torrox. B,; seemed to
originate from B, in Torrox and, when the A genome
responded suppressing the strong B,4 drive, it had
already reached extremely high frequency (about 1.5
Bs per individual) (Zurita et al. 1998). By 1998, By
had been almost completely neutralized in Torrox.
It is conceivable that when the B,; chromosome
expanded from Torrox towards nearby populations
(e.g. Algarrobo), the migrant individuals carried
suppressor gene variants in the A genome in addition
to Bos. It is thus likely that, when B,4 invasion
reached Algarrobo, it was accompanied by the entry of
the A gene variants specifically suppressing its drive,
thus impeding this B variant to increase very much
in frequency (see mean B,y frequency in Table 1).
Perfectti et al. (2004) argued that drive resistance
for B, in Torrox could serve as a pre-adaptation
facilitating a rapid drive suppression of B,4. Thus the
entry of the specific B,, drive suppressors in parallel
to B,4 invasion in Algarrobo (and perhaps other
populations close to Torrox) could provide an even
faster suppression acting from the mere invasion and
thus preventing the invading B from reaching a high
frequency.

We cannot rule out the possibility that some fitness
effects differentially acting on B, and B,, carriers
can contribute to the substitution process, but we
have found only slight differences for clutch size,
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egg fertility and embryo—adult viability, none reach-
ing statistical significance separately. However, it is
remarkable that, for all components combined,
including B transmission, B,, carriers showed a
significantly better performance than B, carriers
(Table 7). The most obvious difference between B,
and B,4 concerns transmission through males, which
greatly contrasts with the conclusion of Zurita et al.
(1998) that replacement of B, by B,4 was due to
difference in transmission efficiency through
females. The advantage of B,4 over B, during male
transmission could be achieved through mechanisms
such as meiotic drive, mating preference of Boy-
carrying males, assorted mating, preferential fertil-
ization or assorted fertilization. With the available
data we cannot choose among these possibilities, but
the most parsimonious hypothesis should yield both
the excess of B,, and the deficiency of B,. A
transmission analysis of these B variants through
males in controlled crosses would throw much light
on this subject.

The absence of B,, effects on egg fertility in
Algarrobo is in great contrast to the significant effect
observed by Zurita et al. (1998) for this same B
variant in Torrox. This is a sign of lower virulence
for B,4 in Algarrobo. Neutralization of B chromo-
somes in E. plorans has been suggested for the B,
and B, variants (Camacho et al. 1997) and has
directly been witnessed for B,; in the Torrox
population, since B drive and harmful effects on host
egg fertility were still present in 1992 (Zurita et al.
1998) but had vanished in 1998 (Perfectti et al.
2004). In Algarrobo it seems that B,, is evolving
toward a lower virulence, and this could also con-
tribute to the substitution process once B,y drive is
close to suppression.

As remarked by Ebert & Mangin (1997), single-
factor explanations for the evolution of virulence can
lead to wrong predictions. Multiple infections and
high parasite intensities frequently lead to increased
levels of virulence, because within-host competition
of parasite mutants favours higher host exploitation
rates (for review see Frank 1996). It is thus intriguing
why the two B chromosome variants in Algarrobo do
not seem to behave this way, since effects on fitness
were slight. The A genome could have evolved high
tolerance to B, since it presumably was present for a
long time in this population. The low frequency of
both B variants in this population, each one showing
a prevalence of about 20-30%, implies a low inten-
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sity of parasitism, with scarce individuals carrying
both B variants, which might help to explain this
departure from expectations.
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Dindmica espacial y temporal de la sustitucion entre variantes de Bs

6.1. INTRODUCCION

Los sistemas de cromosomas B son dindmicos, lo que implica que su
frecuencia varia en las distintas poblaciones dependiendo de factores diferentes
tales como la tolerancia del genoma hospedador, el estado evolutivo del cromosoma
B o factores histéricos (Camacho, 2005). La dindmica de cromosomas B del
saltamontes Eyprepocnemis plorans implica la apariciéon de nuevas variantes de Bs,
debido a la alta mutabilidad de los mismos y a su dispensabilidad (Lopez-Ledn et al.,
1993; Bakkali et al., 2004), pudiendo sustituir estas variantes a las ya existentes.

La sustitucién de un tipo de cromosoma B por otro ha demostrado ser un
fenédmeno de gran interés en la evolucién de los cromosomas B del saltamontes
Eyprepocnemis plorans. De hecho, el proceso de sustitucion entre variantes de Bs ha
sido documentado en esta especie para la poblacion malaguefia de Torrox (Zurita et
al., 1998), donde la variante B4 sustituyé a B, de la que presumiblemente derivé.
Ambas variantes estaban presentes en esta localidad en 1984 (Henriques-Gil &
Arana, 1990), aunque B, mostraba entonces una baja frecuencia, no
encontrandose mas tarde en 1992 (Zurita et al., 1998), lo que implicaba que el
reemplazamiento se habia completado. Un andlisis de cruzamientos controlados
mostrd que B,, se acumulaba significativamente a través de las hembras, lo que
sugeria que el reemplazamiento habia tenido lugar gracias a una mayor eficiencia en
la tasa de transmisién de B,4; sobre B,, puesto que B, no mostraba acumulacién
(Lopez-Ledn et al., 1992a). Posteriormente, se produjo la supresion de la
acumulacion de By, en Torrox, ya que esta variante no la mostraba en 1998 (Perfectti
et al., 2004a).

Para profundizar en el conocimiento de la dindmica espacial y temporal con
que se lleva a cabo este proceso de sustitucién, hemos analizado, a lo largo de cinco
afios, la frecuencia de los tipos de cromosomas B presentes en cinco poblaciones
préximas a Torrox, donde By, alcanza la mayor frecuencia.

Dindmica espacial y temporal de los cromosomas B del saltamontes Eyprepocnemis plorans
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6.2. RESULTADOS

6.2.1. Dispersion de la variante B,, en areas colindantes a Torrox (Malaga)

Para conocer la dindmica espacial y temporal con la que se lleva a cabo el
proceso de dispersién de la variante B,, desde su lugar de origen en Torrox (Malaga)
hacia areas colindantes, hemos realizado una serie de muestreos en esta poblacién y
en cuatro situadas hacia el este (Nerja0, Nerjal, Maro y Tetuan) y una hacia el oeste
(Algarrobo), entre los afios 2001 y 2006 (tabla 6.1).

Tabla 6.1. Relacion de los individuos de cada sexo empleados para analizar la frecuencia de Bs.

Sexo
Poblacion Aiio Machos Hembras

2001 21 -

2002 43 65

2003 43 34

Algarrobo 2004 6 29

2005 34 27
2006 33 -
Torrox 2004 61 i
2006 44 -
2001 23 -

R 2004 41 22
Nerja0 2005 3 3
2006 44 _
2001 12 -

Nerjal 2004 37 17

2006 47

2001 28 -
Tetuan 2004 46 -
2006 35 -
2001 27 -
Maro 2004 19 -
2006 16 -

Total 703 197

El analisis citogenético de estos individuos mostrd la presencia de dos tipos
de cromosomas B: B, y By, mas alguna variante de éstos aparecida
esporadicamente. B,4 es un poco mas grande que B, y tiene tres bandas C en vez de
dos, y una region en el extremo distal sin bandas C de menor tamafio que en B,
(figura 6.1). Para cada variante, hemos calculado la prevalencia de Bs, entendida
como la proporcién de individuos de una poblacion que portan una variante
concreta de B, como podemos observar en la tabla 6.2.

Dindmica espacial y temporal de los cromosomas B del saltamontes Eyprepocnemis plorans
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Figura 6.1. Espermatocitos primarios en fase de paquitene-diplotene sometidos a bandeo C,
donde podemos observar las variantes B, (a) y By (b).

Tabla 6.2. Datos de prevalencia de los distintos tipos de Bs presentes en las poblaciones
muestreadas de las provincias de Malaga y Granada.

Poblacion

Algarrobo

Torrox

Nerja0

Nerjal

Tetuan

Maro

Para analizar posibles tendencias en la evolucién de la prevalencia de Bs a lo
largo de estos afios, hemos representado graficamente estos valores (figura 6.2).
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Aiio
2001
2002
2003
2004
2005
2006
2004
2006
2001
2004
2005
2006
2001
2004
2006
2001
2004
2006
2001
2004
2006
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b)

Bs
0.333
0.407
0.429
0.461
0.441
0.394
0.738
0.864
0.652
0.476
0.667
0.523
0.583
0.481
0.511
0.464
0.543
0.629
0.333
0.211
0.313

Prevalencia
B,
0.143
0.278
0.195
0.211
0.353
0.303
0.082
0.045
0.609
0.381
0.667
0.318
0.583
0.463
0.362
0.464
0.522
0.629
0.333
0.158
0.313

B2a

0.190
0.222
0.312
0.303
0.147
0.182
0.705
0.818
0.087
0.095
0.167
0.205
0.083
0.056
0.149

0.043

0.053
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d) Tetudn
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Figura 6.2. Andlisis de la evolucidon de la prevalencia de los cromosomas B presentes en
Algarrobo (a), Nerja0 (b), Nerjal (c), Tetuan (d), Maro (e) y Torrox (f).

Andlisis similares para la frecuencia media de Bs por individuo se muestran
en latabla 6.3 y la figura 6.3.
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Tabla 6.3. Frecuencia media de los distintos tipos de Bs presentes en las poblaciones
muestreadas de las provincias de Malaga y Granada.

Frecuencia media

Poblacion Ano Bs B, B,s
2001 0.333 0.143 0.190
2002 0.528 0.287 0.241
2003 0.532 0.195 0.338
Algarrobo 2004 0.579 0.211 0.368
2005 0.618 0.382 0.235
2006 0.485 0.303 0.182
2004 1.230 0.115 1115
Torrox 2006 1.386 0.045 1341
2001 1.000 0.913 0.087
, 2004 0.540 0.429 0.111
Nerja0 2005 1.000 0.833 0.167
2006 0.636 0.432 0.205
2001 0.750 0.667 0.083
Nerjal 2004 0.574 0.519 0.056
2006 0.617 0.447 0.170
2001 0.571 0.571 0
Tetuan 2004 0.717 0.674 0.043
2006 0.714 0.714 0
2001 0.333 0.333 0
Maro 2004 0.211 0.158 0.053
2006 0.438 0.438 0

La representacion grafica de los datos recogidos en la tabla 6.3 se muestra
a continuacion en la figura 6.3:

a) Algarrobo
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Figura 6.3. N2 medio de los distintos tipos de cromosomas B presentes en Algarrobo (a),
Nerja0 (b), Nerjal (c), Tetudn (d), Maro (e) y Torrox (f).

En las dos poblaciones de Nerja se observa una tendencia temporal al
incremento en frecuencia de By, (Figura 6.3b,c).

Si observamos la distribucién espacial de la frecuencia de B,;, podemos
apreciar que esta variante es mas frecuente en las poblaciones adyacentes a Torrox,
tanto por el este (Nerja0), como por el oeste (Algarrobo), sugiriendo que la
expansién de B,, desde Torrox se estd produciendo en ambas direcciones.

Ademds, a partir de los resultados mostrados anteriormente podemos
observar cambios temporales estocasticos en la frecuencia de los diferentes tipos de
B en la mayoria de las poblaciones, sin tendencia definida, con las excepciones de
Nerja0 y Nerjal, donde B,, ha aumentado en frecuencia en los Ultimos afios (figura
6.2b,c). Para conocer si esto responde a una tendencia general, hemos construido
una matriz de distancias, en base a la diferencia de los valores de prevalencia entre
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las distintas poblaciones analizadas (tabla 6.4), para las muestras de 2004 y de 2006
(que son los dos afios para los que disponemos de muestras de las seis poblaciones).

Tabla 6.4. Matrices de distancias calculadas a partir de las diferencias poblacionales para la
prevalencia de B, y B, . La parte superior de cada matriz corresponde a los datos de 2004
mientras que la inferior, en negrita, corresponde a 2006.

B, Algarrobo Torrox Nerja0 Nerjal Tetudn Maro
Algarrobo 0 0.129 0.170 0.252 0.311 0.053
Torrox 0.258 0 0.299 0.381 0.440 0.076
Nerja0 0.015 0.273 0 0.082 0.141 0.223
Nerjal 0.059 0.317 0.044 0 0.059 0.305
Tetudn 0.326 0.584 0.311 0.267 0 0.364
Maro 0.010 0.268 0.005 0.049 0.316 0
B, Algarrobo Torrox Nerja0 Nerjal Tetudn Maro
Algarrobo 0 0.402 0.208 0.247 0.260 0.250
Torrox 0.636 0 0.610 0.649 0.662 0.652
Nerja0 0.023 0.613 0 0.039 0.052 0.042
Nerjal 0.033 0.669 0.056 0 0.013 0.003
Tetudn 0.182 0.818 0.205 0.149 0 0.01
Maro 0.182 0.818 0.205 0.149 0 0

Cuando comparamos, mediante un test de Mantel, las matrices de
diferencias en prevalencia entre el afio 2004 y 2006 para cada uno de los dos tipos
de Bs observamos que existe correlacién significativa entre ellas (p<0.05) (ver tabla
6.5). Esto indica que las diferencias interpoblacionales en la prevalencia de las
distintas variantes de Bs se mantuvieron durante el periodo 2004-2006.

Tabla 6.5. Resultados del test de Mantel para las diferencias en prevalencia entre 2004 y 2006
para B, y By,

B, By
r 0.49 0.892
p 0.0028 0.025

Para averiguar si existe aislamiento por distancia, hemos construido
también una matriz de distancias geograficas entre las poblaciones (tabla 6.6).
Cuando comparamos, mediante el test de Mantel, las matrices de diferencias en
prevalencia de los Bs con la matriz de distancias geograficas (hemos utilizado la
distancia geografica como el logaritmo decimal de los metros que separan las
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distintas poblaciones) tanto para 2004 como para 2006 en los dos tipos de Bs, los
resultados indican que no hay correlacion (p>0.05) (tabla 6.7), lo que sugiere que las
diferencias interpoblacionales en prevalencia de Bs no siguen un patrén basado en
distancias geograficas.

Tabla 6.6. Matriz de distancias geograficas. En la parte superior aparece la distancia medida en
metros entre las distintas poblaciones analizadas mientras que en la parte inferior, en negrita,
se muestran los valores del logaritmo decimal de las distancias en metros de la parte superior.

Algarrobo Torrox Nerja0 Nerjal Tetuan Maro
Algarrobo 0 8452 13154 14713 17050 18525
Torrox 3.927 0 4836 6461 8893 10368
Nerja0 4.119 3.684 0 1559 4085 5560
Nerjal 4.168 3.810 3.193 0 2423 3897
Tetuan 4.232 3.949 3.611 3.384 0 1475
Maro 4.268 4.016 3.745 3.591 3.169 0

Tabla 6.7. Resultados del test de Mantel para las diferencias en prevalencia de cada tipo de B
y la matriz de distancia geografica, tanto en 2004 como en 2006.

2004 2006
B, B2y B, B2y
r -0.0058 -0.0689 0.467 0.243
p 0.517 0.517 0.171 0.178

6.2.2. Andlisis de la transmision de los cromosomas B

Con objeto de conocer la tasa de transmisién de los diferentes tipos de Bs
presentes en las poblaciones mas cercanas a Torrox, Algarrobo al oeste y Nerja0 y
Nerjal al este, realizamos una serie de cruzamientos controlados.

En 2004 realizamos cruzamientos con individuos pertenecientes a las
poblaciones de Algarrobo (datos publicados en Manrique-Poyato et al., 2006) y de

Nerjal, mientras que en 2005 se implicaron en los cruces individuos de Algarrobo y
de Nerja0.

En 2004 nos centramos en analizar la tasa de transmisién de los
cromosomas B a través de la hembra (empleando hembras portadoras y machos
carentes de Bs) mientras que en 2005 analizamos también la tasa de transmision del
B a través de los machos. En las tablas 6.8-6.10(Il) podemos observar los resultados
de estos cruzamientos.
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Los resultados mostraron, en conjunto, transmision de B, a tasa mendeliana
en ocho cruces a través de la hembra y cuatro cruces a través del macho
observandose tasa de transmision inferior a la mendeliana en un cruce a través del
macho. Por otra parte, B,; mostrd tasa mendeliana en cuatro cruces a través de la
hembra y en dos cruces a través del macho, pero se observé acumulacién
significativa de este B a través de una hembra y eliminacidn significativa a través de
un macho y una hembra. Estos resultados sugieren la existencia de variacién en las
poblaciones para la tasa de transmision de los cromosomas B, especialmente para
B,s. No obstante, el nimero de cruzamientos fue insuficiente para obtener
resultados fiables sobre tendencias generales en las poblaciones.
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6.3. DISCUSION

El conocimiento del patréon de sustitucidon entre diferentes variantes de
cromosomas B es importante para conocer la historia evolutiva de los sistemas de
cromosomas B y su papel en los genomas.

La sustitucién de la variante B, por B,, en la poblacion de Torrox (Malaga)
descrita por Zurita et al., (1998) es un ejemplo claro del fendémeno de sustitucion
entre variantes de cromosomas B. Este reemplazamiento tuvo lugar gracias a una
mayor eficiencia en la tasa de transmisiéon de B,, sobre B,, puesto que B, no
mostraba acumulacién (Lépez-Ledn et al., 1992). En 1984, una muestra procedente
de Torrox presentaba tanto cromosomas B2 como B,4 (Henriques-Gil & Arana, 1990),
pero las muestras tomadas en 1992 y 1994 carecian de B, y mostraban un
incremento importante de la frecuencia del B,,, llegando a alcanzar, en la muestra
de 1994, una frecuencia de 1.53, lo que supone la frecuencia media de cromosomas
B mds alta que se ha documentado para E. plorans. Estos datos indicaban que el
reemplazamiento se habia completado. Sin embargo, este nivel de acumulacién fue
suprimido en los afios posteriores, de forma que en 1998 la variante B,; no mostraba
acumulacion, como describieron Perfectti et al. (2004a).

Ma3s tarde, Manrique-Poyato et al. (2006) intentaron aclarar las causas y la
dindmica del reemplazamiento de una variante de cromosoma B por otra en una
poblacidén préxima a Torrox (Algarrobo), que mostraba la presencia tanto de B, y By,
y que se encontraba en un estado intermedio en el proceso de sustitucién de B, por
B,4, puesto que las hembras presentaban una tasa de transmisién de cromosomas
B,4 de 0.6, que era mayor que la tasa de transmision mendeliana, pero menor que la
que By, presentaba en Torrox en 1992 (0.696) y ligeramente mayor que la observada
en 1998 (0.523). En Algarrobo no han llegado a encontrarse las frecuencias extremas
alcanzadas en Torrox (de 1.5 Bs por individuo), lo que sugiere que los individuos
migrantes portadores de B,; quizds portaban también genes supresores de la
acumulacion de los cromosomas B, que impedirian que éstos alcanzaran altas
frecuencias. Manrique-Poyato et al. (2006) analizaron también el efecto de ambas
variantes de cromosomas B (B, y B,4;) sobre componentes de la fitness de los
individuos portadores, tales como el tamafio de puesta, la fertilidad de los huevos o
la viabilidad desde embrién a adulto, y concluyeron que, aunque no habia
diferencias significativas en cuanto al efecto de B, y B,4 sobre estas componentes de
la fitness, la combinacion de todas ellas, junto con una mayor eficacia en la
transmision de B,; con respecto a B, a través de los machos y su acumulacién
significativa en algunas hembras hacia que B,, mostrara una ventaja global sobre B,,
lo que ayudaria en el proceso de sustitucion.
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Nuestros resultados, en cinco poblaciones préximas a Torrox, muestran que
existen cambios temporales en la frecuencia de B, y B,; en la mayoria de las
poblaciones, aunque sin tendencia definida, sugiriendo que se trata de cambios
estocdsticos y no de una sustitucion de una variante por otra. Las dos poblaciones de
Nerja, sin embargo, muestran una tendencia temporal al incremento en frecuencia
de B,4, tendencia que no se observa en el conjunto de las poblaciones mediante el
test de Mantel entre las diferencias temporales en frecuencia. Esto sugiere que los
procesos de sustitucién pueden ser diferentes en cada poblacién, tanto por razones
temporales, es decir, porque la invasién de B,; comenzé en momentos diferentes,
como por razones locales, debido a condiciones ambientales que marcan diferencias
en la dindmica poblacional de B, y B,;. Por tanto, el estudio de los procesos de
sustitucion a nivel de cada poblacidon puede arrojar mejores resultados que los
estudios globales incluyendo conjuntos de poblaciones.

Con las diferencias entre poblaciones para la prevalencia de B, y By,
construimos una matriz de distancias para la muestra de 2004 y otra para la de 2006,
y las comparamos con la matriz de distancias geogréficas entre las poblaciones. El
test de Mantel mostrd correlacién significativa entre las matrices de prevalencia
para los dos afios, indicando que las diferencias entre poblaciones para la
prevalencia de Bs (tanto B, como B,;) se mantuvieron en los afios analizados, no
observandose, una vez mas, tendencia hacia la sustitucién de la variante B, por la
B,s. La evolucion de B,4, en cuanto a su aumento o disminucién en frecuencia,
parece corresponderse con una paralela disminucidén o aumento, respectivamente,
en la frecuencia de B, (ver figura 6.2). Esto podria deberse, segin el modelo
parasitico de la evolucién de los cromosomas B, a que los Bs en alto nimero son mas
deletéreos (Ostergreen, 1945; Nur, 1966; Jones, 1985; Shaw & Hewitt, 1990),
ademas de por posibles interacciones entre las dos variantes de parasitos genémicos
que previenen su expansién, al establecerse un competencia entre los mismos por
los recursos celulares que les posibilita adquirir ventaja y permanecer en el genoma.
Otra posibilidad es que la presencia de genes supresores para el B,, disminuya la
posibilidad de éxito de By, (Hurst et al., 1996)

El andlisis espacial de la frecuencia de B,4 indica que esta variante es mas
frecuente en la poblacion mas cercana situada al este de Torrox (Nerja0O) que en la
mas occidental (Algarrobo), sugiriendo que la expansién de B,4 parece ser mas facil
hacia el este. Esto es apoyado por la existencia de un mayor nimero de migrantes
desde Torrox hacia NerjaO que hacia Algarrobo (calculados a partir de las distancias
genéticas, Pairwise-Fst, obtenidas con los marcadores ISSRs), lo que puede ser légico
si tenemos en cuenta que la distancia entre Torrox y NerjaO es menor que la hay
entre Torrox y Algarrobo. Sin embargo, la distancia geogréfica no parece ser un
factor determinante en la dindmica de expansion de B,,, ya que en las muestreos
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realizados en Algarrobo y Nerja0 desde 2001 hasta 2004, la frecuencia de By,
aumentd progresivamente en ambas poblaciones, apareciendo en 2004 una
prevalencia de B,; mayor en Algarrobo (0.303) que en Nerja0 (0.095), pero en los
siguientes muestreos, realizados en afios posteriores (2005 y 2006), la prevalencia
de B,4 en Algarrobo inicié un descenso hasta alcanzar un valor de 0.182 en 2006,
mientras que, por el contrario, siguié aumentando en Nerja0 hasta alcanzar un valor
de 0.205 en ese mismo afio. Este aumento en frecuencia de B,; en Nerja0, y su
disminucién en Algarrobo, no parece relacionarse con su capacidad de acumulacion
en estas poblaciones, ya que los andlisis de herencia realizados, mediante cruces
controlados, muestran una ausencia de acumulacién de B,; en Nerja0 y su
acumulacion en Algarrobo, fundamentalmente a través de las hembras. Todo esto
parece indicar que, aunque Algarrobo esté a una mayor distancia de Torrox, y
muestre un menor nimero de migrantes hacia esa poblacién que Nerja0, la variante
B,; puede haberse expandido antes hacia la poblacién de Algarrobo, perdiendo
virulencia posteriormente. Sin embargo, en la poblaciéon de NerjaO parece que
estamos asistiendo a los estadios iniciales de la invasién por B, De las
observaciones realizadas también se desprende que otros factores distintos a los de
su capacidad de sobretransmitirse pueden estar jugando un papel decisivo en su
permanencia y expansién a otras poblaciones. Serd muy interesante comprobar si,
en muestreos futuros, la dindmica observada para B,, en Algarrobo se repite en la
poblacién de Nerja0 o, por el contrario, esta variante de B consigue invadir la
poblacién de Nerja0, desplazando incluso a B,.

De acuerdo con esta idea, el test de Mantel no mostré correlacion
significativa entre las matrices de distancia en prevalencia de Bs y la matriz de
distancia geografica, sugiriendo que las diferencias interpoblacionales en prevalencia
de Bs (tanto para B, como para B,,) son independientes de las distancias geograficas;
sin embargo, el test de Mantel realizado en el capitulo 4 (tabla 4.14) donde
comparabamos la matriz del nimero de migrantes (anexo 4.23) con la matriz de
distancias geograficas (anexo 4.24), si revelé la existencia de aislamiento por
distancia en la region costera de Malaga y Granada. La diferencia entre estos dos
test radica en que en el primer andlisis (no significativo) sélo se han tenido en cuenta
poblaciones de la costa de Malaga (Algarrobo, Torrox, NerjaO, Nerjal, Maro y
Tetudn), mientras que en el segundo (que si muestra aislamiento por distancia) se
introdujo, ademds, la poblacion granadina de Salobrefia, la mas alejada
geograficamente.

Los factores ambientales también determinan la frecuencia de los
cromosomas B, como ocurre en el pez Astyanax scabripinnis, donde Morilha Neé et
al., (2000) han observado una variacién altitudinal para la frecuencia de un
cromosoma B, aumentando su prevalencia en ambientes mds favorables. De la
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misma forma, en el maiz se ha descrito una clina altitudinal para la presencia de
cromosomas B con significado adaptativo y donde los factores selectivos y no los
demograficos definen dicha clina (Lia et al., 2007). Desconocemos si alguna de las
poblaciones analizadas constituye un ambiente mas favorable para la supervivencia
y fertilidad de los individuos con Bs, extremo éste que seria muy interesante aclarar
en investigaciones futuras. Por otra parte, a un nivel celular los cromosomas B se
encuentran en el ambiente nuclear y genético del genoma hospedador, que puede
variar en las diferentes poblaciones, por lo que los distintos grados de tolerancia del
genoma hospedador puede estar también modelando la dindmica de invasién y
expansioén de B,, desde Torrox a las poblaciones limitrofes.
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Asociacion de marcadores moleculares a los cromosomas B

7.1. INTRODUCCION

El caradcter mayoritariamente heterocromatico de los cromosomas B y su
contenido, formado principalmente de ADN repetitivo, llevé a pensar que los
cromosomas B eran elementos genéticamente inertes. Posteriormente se ha visto
que esto no es asi, pues algunos cromosomas B son portadores de genes. Ademas,
el hecho de que estén aislados meidticamente de los cromosomas A y sean
dispensables hace que estén sometidos a un proceso de degeneracion y divergencia
respecto al resto de cromosomas que posibilita la aparicion de secuencias
especificas en los mismos. Asi, en los cromosomas B se han encontrado genes para
ARN ribosémico 45s, como ocurre en Allium cernuum (Friebe, 1989) vy
Eyprepocnemis plorans (Lopez-Ledn et al., 1994a), ARN ribosdmico 5s, como es el
caso de los Bs de Plantago lagopus (Dhar et al., 2002) y de E. plorans (Cabrero et al.,
2003b), ADN telomérico como se ha descrito en los Bs de la rata de agua Nectomys
squamipes (Silva & Yonenaga-Yassuda, 1998), genes para las histonas H3 y H4
localizados en los Bs de Locusta migratoria (Teruel et al., 2010a), genes de copia
Unica como, por ejemplo, es el caso de los cromosomas B del hongo Nectria
haematococca (Coleman et al., 2009), o ADN repetido en tdandem que en algunas
especies es especifico del cromosoma B, como describieron en Brachycome
dicromosomatica John et al. (1991), en Nasonia vitripennis Nur et al. (1998) o mas
recientemente en el maiz (Cheng & Lin, 2003) (para obtener mas detalles, consultese
el apartado 1.1).

Puesto que el ADN repetido en tdndem es un componente mayoritario en
los cromosomas B, el uso de cebadores cuya secuencia incluya repeticiones de
nucledtidos amplificara fragmentos que contengan secuencias pertenecientes a los
Bs, como ocurre con los cebadores que amplifican marcadores ISSR (Inter-Simple
Sequence Repeats), pudiendo ser algunos de ellos especificos de los Bs. Como
ejemplos de marcadores SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) obtenidos
mediante cebadores que amplifican fragmentos ISSRs podemos citar el caso del
SCAR ligado al gen SFL (Seasonal Flowering Locus) que controla la floracion
estacional en Fragaria vesca (Albani et al., 2004), de los marcadores SCAR capaces
de identificar diferentes especies de moscas necréfagas (He et al., 2007), del SCAR
de la cebada, ligado al gen Ha2, que confiere resistencia a un nematodo que las
parasita llamado Heterodera avenae (Dayteg et al., 2008) o del descrito muy
recientemente para Tilletia controversa que permite diagnosticar la infeccion del
trigo por este hongo (Gao et al., 2010).

Estas secuencias especificas de los cromosomas B que se obtendrian
mediante la amplificacién de marcadores ISSR podrian ser transformados en
marcadores SCAR de gran utilidad para detectar la presencia o ausencia de
cromosomas B en los individuos. Otras de sus aplicaciones estdn relacionadas con su
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uso en el mapeo genético (Huo et al., 2009), la determinacion del sexo (Oyama et al.,
2009) o la identificacidén de razas (Pasquali et al., 2007) y especies (Yau et al., 2002).

Son varios los estudios que han identificado marcadores asociados a los
cromosomas B, como son los casos del maiz (Gourmet & Rayburn, 1996), el ratén
Apodemus flavicollis (Tanic et al., 2000) la abeja Partamona helleri (Tosta et al.,
2004) o el saltamontes Eyprepocnemis plorans (Mufioz-Pajares et al., en
preparacion). En estos estudios, los cebadores empleados amplificaban RAPDs
(Random Amplified Polymorphic DNA) sin que se haya descrito hasta el momento
asociaciones entre marcadores ISSRs y la presencia de cromosomas B en el cariotipo.

Nuestro objetivo es localizar secuencias especificas de los cromosomas B
del saltamontes Eyprepocnemis plorans mediante el uso de marcadores ISSR.

7.2. RESULTADOS

Para detectar la posible asociacion entre los marcadores ISSR y los
cromosomas B, hemos realizado dos tipos de andlisis, uno en individuos adultos y
otro mediante cruzamientos controlados.

7.2.1. Andlisis en adultos

Para saber si existe algin marcador ISSR asociado a los cromosomas B
hemos analizado primero la existencia de asociacidon significativa entre la
presencia/ausencia de cromosomas B y la presencia/ausencia de marcadores ISSR
mediante test de contingencia con el software Statistica v7.1. Con todos aquellos
marcadores que presentaban asociacién significativa, hemos calculado luego el valor
de Odds Ratio (OR) para saber si esa asociacién era positiva o negativa, pues aquellos
marcadores que muestren una asociacion positiva en relacién a la presencia de
cromosomas B serdn aquellos que con mas probabilidad estén en los cromosomas B.

Hemos realizado este andlisis a dos niveles: i) para el total de las
poblaciones analizadas (10 en total), y ii) sélo con las poblaciones portadoras de
cromosomas B.

++ Analisis de todas las poblaciones

La tabla 7.1 resume los marcadores que presentan asociacion positiva entre
individuos portadores de cromosomas B e individuos portadores de un determinado
marcador ISSR.
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presencia de cromosomas B. Se considera que un valor de odds-ratio es significativo cuando el
intervalo de confianza no pasa por cero. Si el intervalo esta en el rango positivo, la asociacién
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es positiva, y si esta en el rango de valores negativos, la asociacién es negativa.

Marcador

6-250
6-500
7-480
7-800
7-1600
14-850
14-1250
14-1400
14-1450
26-380
26-700
39-390
39-600
39-700
39-1000
43-320
43-400
43-600
43-800

Las tablas con las frecuencias observadas y las esperadas para cada uno de
los 19 marcadores que aparecen en la tabla 7.1 se muestran en el anexo 7.1.

Dindmica espacial y temporal de los cromosomas B del saltamontes Eyprepocnemis plorans

P de la Chi-cuadrado

0
0
0.045
0.00016
0
0.034
0
0
0.00012
0.001
0.00003
0.0078
0
0.0017
0.01004
0.036
0.024
0
0.0028

Odds Ratio

4.2632
7.8305
2.1288
3.1791
4.3939
1.7665
8.3988
7.0861
4.7671
2.4412
3.1186
2.2875
5.2968
3.8008
3.0325
1.8889
1.9103
6.4383
2.3631

Intervalo de Confianza (95%)

2,32-7,73
4,18-14,68
1,01-4,50
1,72-5,89
2,53-7,63
1,04-2,99
4,24-16,63
3,32-15,11
2,16-10,49
1,43-4,18
1,82-5,36
1,24-4,24
2,82-9,96
1,59-9,11
1,27-7,73
1,04-3,44
1,09-3,36
3,61-11,49
1,32-3,88
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++ Anailisis de las poblaciones portadoras de cromosomas B

Para intentar evitar que la inclusidn de poblaciones 0B interfiriese diluyendo

la intensidad de la asociacidn, repetimos los andlisis eliminando las poblaciones 0B.

Los marcadores asociados positivamente con la presencia de Bs se muestran en la

tabla 7.2.

Tabla 7.2. Relacion de marcadores cuyo valor de OR indica una asociacion positiva con la
presencia de cromosomas B. Se considera que un valor de odds-ratio es significativo cuando el

intervalo de confianza no pasa por cero. Si el intervalo esta en el rango positivo, la asociacién

es positiva, y si esta en el rango de valores negativos, la asociacién es negativa.

Marcador

6-250
6-500
7-800
7-1600
14.1250
14-1450
26-700
39-600
39-700
43-320
43-600

Chi-cuadrado de Pearson

0.0019
0.00028
0.0094
0.02123
0.0004
0.0423
0.0132
0.01125
0.00725
0.04754
0

Odds Ratio

2.8042
3.465
2.4535
2.0212
3.7054
2.2904
2.15
2.4123
3.9724
4.7727
4.6726

Intervalo de Confianza (95%)

1,4471-5,434
1,7412-6,8954
1,2346-4,8758
1,1072-3,6896
1,7496-7,8473
1,0752-5,1672

1,169-3,4592
1,2124-4,7995
1,3734-11,4897
2,4181-9,4202
2,4684-8,8451

Las tablas con las frecuencias observadas y las esperadas para cada uno de
los 11 marcadores que aparecen en la tabla 7.2 se muestran en el anexo 7.2.

7.2.2. Andlisis a través de cruzamientos controlados

Hemos analizado la descendencia de un total de nueve cruces (tabla7.3)

para ver la posible asociacién entre los cromosomas B y los marcadores ISSR.
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Tabla 7.3. Resumen del cariotipo de los parentales implicados en los cruzamientos (respecto a
los cromosomas B) y marcadores ISSR que poseen (1: presencia de marcador, 0: ausencia de

marcador).

Cruce Poblacion Ano

Q19xJ327 Algarrobo 2004

Q24 x332 Algarrobo 2004

Q4x319  Algarrobo 2005

Cromosomas B

Parentales

3 Marcador

7-430
7-600
7-800
7-1000
7-1100
7-1400
14-500
14-600
14-750
14-800
14-850
14-1250
14-1400
14-1800
7-430
7-600
7-800
0B 7-1000
7-1100
7-1400
7-1600
6-350
6-500
6-1300
7-350
7-430
7-480
7-600
7-700
7-800
7-1000
7-1400
14-400
14-500
14-600
14-750
14-800
14-850
14-1250
14-1400
14-1800

0B

0B

P P P ORPRORRRORRRRORRRRRPRRORORRRPRRREPRREPRRERRPRRRERROROLR

Marcadores ISSR

P PR P RPRORRRRLRRRORRRROORRORORRRRPRORRRLRROROORRRERO O

N2 de descendientes
analizados

18

15

15

28

28

28

Dindmica espacial y temporal de los cromosomas B del saltamontes Eyprepocnemis plorans



248 | Asociacion de marcadores moleculares a los cromosomas B

Cruce

Q12xJ3

213 xJ20

Q16 xJ14

Q5xJ37

Poblacion

Algarrobo

Algarrobo

Algarrobo

Nerjal

Aiio

2005

2005

2005

2004

Parentales
Marcadores ISSR

Cromosomas B

e

1By,

0B

0B

1B,

3

0B

1B,

1B,

0B

Marcador

7-430
7-480
7-600
7-700
7-800
7-1000
7-1100
7-1400
7-1600
14-600
14-750
14-800
14-1250
14-1400
14-1450
14-600
14-750
14-800
14-850
14-1250
14-1400
14-1450
14-600
14-750
14-800
14-850
14-1250
14-1400
14-1450
7-430
7-600
7-800
7-1000
7-1100
7-1400
7-1600
14-500
14-600
14-750
14-800
14-1250
14-1400

14-1800

+O

O OO0ORrROORRPROOOROROOOORORORRORRRRRRERPRREPRRRERRRRRRRE®R

3

P PP ORRPROORRPRRRRRPRRRPRRPRRPRRRPRRLRRRLRORRLROOOROO0OO0OO0OO0OO0OO0O0OROLR

N2 de descendientes
analizados

14

14

28

17

17

17
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Parentales
Cromosomas B Marcadores ISSR
N2 de descendientes

C Poblacié A Marcad
ruce oblacién fio Q 3 arcador analizados

+O

14-500
14-600
14-750
14-800
14-1250
14-1400
14-1800
7-430
7-600
7-800
7-1000
7-1400
7-1600

1B,+1B,, 2B,

Q2x34 Nerja0 2005 21

Q3xJ33 Nerja0 2005 0B 1B, 20

P PR PRPORRRRLRRELRRLRRERO
P PP PRPRPRPPPRPPOPRRPRPRP O

Tan solo el marcador 7-1400, en dos cruces diferentes, 95 x 37 (Nerjal
2004) y 23 x &3 (Nerja0, 2005), marcado en rojo en la tabla 7.2, mostré asociacién
positiva significativa. En la tabla 7.4 podemos observar los valores del test de Odds
Ratio para este marcador en los dos cruces donde muestra asociacién positiva con
los cromosomas B.

Tabla 7.4. Relacion de marcadores cuyo valor de OR indica una asociacion positiva con la
presencia de cromosomas B. Se considera que un valor de odds-ratio es significativo cuando el
intervalo de confianza no pasa por cero. Si el intervalo esta en el rango positivo, la asociacién
es positiva, y si esta en el rango de valores negativos, la asociacién es negativa.

Marcador Cruce Poblacién = Afio | Odds Ratio = Intervalo de Confianza (95%)
7-1400  Q5xJd7  Nerjal | 2004 9.333 1.19-72.99
7-1400  P3xd3  Nerja0 | 2005  15.6032 2.257-107.87

En el anexo 7.3 podemos observar las frecuencias observadas y esperadas
en la descendencia con respecto a la presencia/ausencia de cromosomas B y del
marcador 7-1400.
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7.3. DISCUSION

En este estudio hemos amplificado 97 marcadores ISSR, de los cuales 12
parecen estar ligados al cromosoma B, puesto que muestran una asociacion positiva
significativa con la presencia de estos cromosomas. El hecho de que estas
asociaciones no sean completas puede indicar que las dianas para los cebadores
estdn en los Bs, pero también estan representadas, en alguna medida, en el (los)
cromosomas A, antecesores del B. Esto no descarta la posibilidad de que,
efectivamente, se trate de secuencias especificas de los cromosomas B ya que el
resto de la secuencia amplificada (descartando los cebadores) para cada uno de
estos marcadores puede albergar diferencias presentes solo en los cromosomas B.
Esta posibilidad sera abordada en futuras investigaciones donde podriamos obtener
tanto secuencias cuya localizacidn esté retringida al propio B, como secuencias con
una asociacion preferente al B. Ambos tipos de secuencias serian de gran utilidad.
La apariciéon de individuos con cromosoma B pero sin las bandas que muestran
asociacién preferente al B, puede deberse a una posible variacion, dentro de un
mismo tipo de B, para el nimero de copias de esta secuencia, de forma que si no se
alcanza un umbral minimo de repeticiones, la probabilidad de amplificacién de dicha
secuencia disminuye. De hecho, los cromosomas B de E.plorans muestran una alta
mutabilidad (Lépez-Ledn et al, 1993 Bakkali et al., 2004), por lo que son posibles
deleciones que explicaran este resultado. La observacién de amplificacién de este
tipo de secuencias, con asociacién preferente al B, en individuos 0B, indica que estan
también presentes en los cromosomas A, lo que abre la posibilidad de investigar cual
o cudles tipos cromosdmicos contienen esa secuencia, mediante FISH vy
microdiseccion de cromosomas individuales.

El desarrollo de marcadores moleculares asociados a los cromosomas B de
esta especie representa una enorme ventaja en la identificacion de individuos
portadores de cromosomas B puesto que, hasta ahora, hemos detectado la
presencia de Bs mediante tincidon con orceina de preparaciones cromosémicas de
una muestra, obtenida en vivo, de foliculos testiculares de machos o mediante frotis
de hemolinfa, en las hembras (Cabrero et al., 2006), lo que implica la manipulacién
de tejidos vitales para el individuo, pudiendo dar lugar a una menor supervivencia.
Esta circunstancia dificulta la utilizacién de los individuos en experimentos que
requieran su cultivo en el laboratorio durante un periodo de tiempo, como por
ejemplo, para la realizacién de cruces controlados. La aproximacién molecular para
la caracterizacién de los individuos para la presencia de cromosomas B, obviaria este
problema al poder utilizar tejidos, como las alas, que pueden ser diseccionadas sin
riesgo para los individuos, y que permiten la extraccién de DNA de gran calidad con
el que conocer si los individuos tienen o no cromosomas B. Esto es esencial, por
ejemplo, antes de iniciar un cruzamiento. Un marcador molecular del B permite
también detectar la presencia de cromosomas B a partir de muestras secas enviadas
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por colaboradores, desde otras poblaciones, o ayudar a conocer mejor el posible
origen de los Bs por comparacién de la secuencia de estos marcadores especificos
del B con la secuencia presente en los cromosomas A. Ademas, con el uso de estos
marcadores ahorrariamos tiempo en el proceso de deteccién de los cromosomas B
en los individuos portadores.

Estd demostrado que el uso de cebadores ISSR es util en la busqueda de
marcadores especificos ligados a genes de interés (como hemos citado
anteriormente en la cebada o en especies de moscas necréfagas). Ademads, hemos
visto que la técnica de amplificacion de RAPDs, similar a la de ISSRs, también puede
conducir al desarrollo de marcadores especificos del B. Como comentdbamos, la
identificacién de una secuencia con asociacién preferencial al cromosoma B supone
disponer de un marcador mas para establecer los grados de divergencia entre la
secuencia propia del B y las presente en los cromosomas A, mediante su
amplificacién en microdiseccionados de cada uno de los cromosomas Ay del By la
posterior comparacién de sus secuencias. Esperamos realizar préximamente esta
investigacidén con los ADNs que ya tenemos microdiseccionados de cada uno de los
cromosomas de E. plorans.
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1.- De los dos genes mitocondriales utilizados, Nad5 ha resuelto mejor las relaciones
filogenéticas entre E. plorans y las otras especies de Eyprepocnemidinae, al incluir en
un clister comun a las dos subespecies analizadas, E. plorans plorans y E. plorans
meridionalis, que son los Unicos taxones que contienen el ADN satélite de 180 pb,
especifico de E. plorans. El gen COI, sin embargo, agrupaba a E. plorans meridionalis
con E. unicolory Shirakiacris shirakii, dos especies que carecen de este ADN satélite.

2.- Los niveles de divergencia observados para la secuencia de Nad5 entre las
poblaciones orientales, analizadas en Grecia y Armenia, y las occidentales, de la
Peninsula Ibérica y Marruecos, han permitido estimar entre 270.000 y un millén de
afios el tiempo que estas poblaciones llevan evolucionando separadamente.

3.- Las redes de haplotipos para COl y Nad5 sugieren la existencia de un hipotético
taxoén ancestral, localizado probablemente en Africa Central, que evolucioné a E.
plorans meridionalis hacia el sur y a E. plorans plorans hacia el norte, a través de dos
rutas, una hacia oriente alcanzando Grecia y Armenia y otra hacia occidente, quizas
por Marruecos y la Peninsula Ibérica, aunque no se puede descartar el paso al
Mediterrdneo norte a través del estrecho de Sicilia.

4.- La especie E. plorans se diferencié de los otros Eyprepocnemidinos hace 3.29-
4.14 millones de aflos, aproximadamente, y en este intervalo de tiempo se origind
probablemente el ADN satélite de 180 pb exclusivo de esta especie.

5.- El cromosoma B de E. plorans plorans, exclusivo de esta subespecie, debe tener
una antigliedad inferior a unos 3.29 millones de afos, ya que debe ser inferior a la
diferenciacién de las subespecies de E. plorans.

6.- Nuestro andlisis de la repetibilidad de las bandas obtenidas para los marcadores
ISSR ha mostrado la existencia de bajos niveles de allelic dropout, que no afectan a
los andlisis de la estructura poblacional realizados.

7.- La mayoria de los marcadores ISSR analizados para su modo de transmisidn
mostraron segregaciones alélicas acordes con la herencia mendeliana, tal como se
ha sugerido para otras especies.

8.- Los marcadores ISSR mostraron altos niveles de polimorfismo y una marcada
subdivisién poblacional, especialmente entre las dos regiones analizadas incluyendo
poblaciones de las costas de Granada y Malaga, y poblaciones de la cabecera de los
rios de la cuenca del Segura. El flujo génico, indicado por el pardmetro Nm, era muy
elevado, especialmente entre las poblaciones del Segura. Ademas, en el conjunto de
las diez poblaciones, y en las de la costa, se observa aislamiento por distancia, pero
no en las poblaciones del Segura. Estos hechos parecen indicar que las poblaciones
del Segura han estado sujetas a extinciones y recolonizaciones en el pasado reciente.

9.- La frecuencia del cromosoma B introducido en la poblacién de El Gallego
aumentd durante los afios '90 pero estd disminuyendo desde el afio 2000. La

reduccidn significativa de la fecundidad de las hembras portadoras de cromosoma B
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asi como la tendencia a la eliminacién del B durante su transmision por las hembras
y el impacto de factores ambientales, como los asociados a la altitud, podrian estar
dificultando la permanencia del B en esta poblacion.

10.- El andlisis conjunto de varios componentes de la eficacia bioldgica ha revelado
una ventaja de B,; sobre B, en Algarrobo, que podria explicar su incremento en
frecuencia en esta poblacién.

11.- Tras originarse en Torrox, el cromosoma B,; se expandid inicialmente hacia
poblaciones occidentales, como Algarrobo, y ha llegado mas recientemente a
poblaciones orientales como Nerja, la mas cercana, donde la frecuencia parece estar
aumentando, y Tetuan y Maro, mas alejadas, donde la presencia de B,, es todavia
esporadica.

12.- De los 97 marcadores ISSRs analizados, 12 han mostrado asociacién significativa
con la presencia de cromosomas B, aunque estos marcadores parecen estar
presentes también en los cromosomas A, tal como seria de esperar para un
cromosoma B de origen intraespecifico. La existencia de marcadores ISSRs
compartidos por el B y los As puede resultar de gran utilidad para investigar el origen
y diferenciacién de los cromosomas B.
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1.- Out of the two mitochondrial genes employed, Nad5 better resolved
phylogenetic relationships among E. plorans and other Eyprepocnemidinae species,
by including the two subspecies analyzed, E. plorans plorans and E. plorans
meridionalis, in a common cluster, in consistency with the presence of the 180 bp
satellite DNA specific to E. plorans. The COI gene, however, grouped E. plorans
meridionalis with E. unicolor and Shirakiacris shirakii, two species lacking this
satellite DNA.

2.- The observed levels of DNA sequence divergence for Nad5 between the Eastern
populations in Greece and Armenia, and Western populations in the Iberian
Peninsula and Morocco, suggest a divergence time for these populations between
270,000 and one million years.

3.- The haplotype networks for COI and Nad5 suggest the existence of a hypothetical
ancestral taxon, probably located in Central Africa, which evolved into E. plorans
meridionalis towards the south and into E. plorans plorans towards the north via two
routes, one to the east reaching Greece and Armenia and another to the west by
Morocco and the Iberian Peninsula or else through the Strait of Sicily.

4.- Eyprepocnemis plorans was phylogenetically differentiated from the other
Eyprepocnemidinae about 3 to 4 million years ago, and in this time interval probably
arose the 180 bp satellite DNA which is unique to this species.

5.- The B chromosome system in E. plorans plorans is unique to this subspecies, so
that it should not be older than about 3.29 million years, which is the time when the
E. plorans subspecies differentiated.

6.- Our analysis of the repeatability of the bands obtained for the ISSR markers
showed the presence of low levels of allelic dropout, but this did not affect
significantly the population structure analyses performed.

7.- Most ISSR markers analyzed for their mode of transmission showed allele
segregation consistent with Mendelian inheritance, as has been suggested for other
species.

8.- The ISSR markers showed high levels of polymorphism and marked population
subdivision, especially between the two regions examined, one including coastal
localities in the Granada and Malaga provinces, and the other including populations
at the headwaters of the Segura river basin. Gene flow, as indicated by the Nm
parameter was high, especially among Segura populations. In addition, in all ten
populations and those from the coast, but not in Segura populations, there was
isolation by distance. These facts suggest that Segura populations have been
subjected to extinction and recolonization processes in the recent past.

9.- The frequency of the B chromosome artificially introduced in El Gallego
increased during the '90s, but has declined from 2000 onwards. The significant
fecundity reduction in B-carrying females, the tendency to B chromosome
elimination during female transmission, and the impact of environmental factors,
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such as those associated with altitude, might be hindering B chromosome invasion in
this population.

10.- The combined analysis of several fitness components revealed an advantage of
B,; over B, in Algarrobo, which could explain its increase in frequency in this
population.

11.- After its origin in Torrox, the B,; chromosome spread towards Western
populations like Algarrobo, and more recently it has reached Eastern localities like
Nerja, the nearest one, where the frequency appears to be increasing, and Tetuan
and Maro, two farthest localities, where the presence of By, is still sporadic.

12.- Out of the 97 ISSRs markers analyzed, 12 showed significant association with the
presence of B chromosomes, but these markers appear to be also present in A
chromosomes, as expected for a B chromosome of intraspecific origin. ISSRs markers
shared by A and B chromosomes can be very useful to investigate the origin and
differentiation of B chromosomes.
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Réplicas
1

CoONOOULBAWN

=
o

Réplicas
1

CoONOOUVBAWN

10
Media

Anexo 4.8. Valores de L'(K), L (K)=L(K)-L(K-1) calculados a partir del anexo 4.7.

L'(K1)
13705.2
13700.4
13706.8
13705.4
13705.1

13702
13702.3
13704.2
13704.9
13705.2

L'(Kz)
885
876.6
886.9
888.1
891.9
884
884
884.6
892.4
888.6

L'(Ks)  L(Ka)  L(Ks)
2119 2551 1333
239.7 231
207.6 278.9 158.7
189.3 243.1 162.3
199.2 256.5 1725
219.5 2355 180.7
2121 2655 145.8
216.5 267.4 155.2
184.1 256.3  86.3
217.6 2394 79

164.9

L'(Ke)
153.9
126.9
109.4
121.3
128.5
137
126.6
132.6
219.6
44.6

L'(K7)
101
43.7
-41.8
60.6
34.9
66.5
55
63.9
28.4
121.6

L'(Ks)
-16.7
-1.9
173.1
114.9
23.4
48.8
116.3
112.5
122.4
157.7

L'(K)
121.9
196
119.7
136.3
151.5
-96.7
137
-1202.2
103.9
176.5

L'(K1o)
-58.3
105.3
121.5
17.1
139.3
306.2
26.8
1444.1
150.9
41

Anexo 4.9. Valores absolutos de L"'(K), /L”(K)/=/L’(K+1)-L’(K)/, calculados a partir del anexo

L(Ky)
12820.2
12823.8
12819.9
12817.3
12813.2

12818
12818.3
12819.6
12812.5
12816.6

12817.94

L"(K2)  L7(Ks)

673.1 43.2
636.9 8.7
679.3 71.3
698.8 53.8
692.7 57.3
664.5 16
671.9 53.4
668.1 50.9
708.3 72.2
671 21.8
676.46  44.86

4.8.
L7(Ks)  L7(Ks)
121.8 206
66.1 38
1202 493
80.8 41
84 44
548 437
119.7 192
1122 226
170 1333
160.4  34.4
109  44.61

L™(Ke)
52.9
83.2
151.2
60.7
93.6
70.5
71.6
68.7
191.2
77
92.06

L™(K7)
117.7
45.6
214.9
54.3
11.5
17.7
61.3
48.6
9%
36.1
70.17

Anexo 4.10. Valores de AK, AK=m(/L""(K)/) / s[L(K)]
obtenidos a partir de los datos del anexo 4.9.

K>
K3
Ky
Ks
Ke
K7
Kg
Ko

AK

202.4889724
3.323126059
6.778463655
1.086304475
1.631784264
1.398129941

4.46408

445

0.939458437
3.942251366

L™(Ks)
138.6
197.9
53.4
21.4
128.1
145.5
20.7
1314.7
18.5
18.8
205.76

L™(Ko)
180.2
90.7
1.8
119.2
12.2
402.9
110.2
2646.3
47
135.5
374.6

L'(Kqa)
166.9
-10.2
-53.3
78.1
-84.6
7.7
-60.9
-179.7
-42.8
-16.7

L”(Ks0)
225.2
115.5
174.8

61
223.9
298.5

87.7

1623.8

193.7
57.7
306.18
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Anexo 4.13. Valores de probabilidad asignados a cada uno de los valores de Ky sus réplicas.

Réplicas L(K,)

1

2
3
4
5
6
7
8
9

10
SD

-7185
-7183.9
-7184.3
-7185.2
-7182.9

-7184
-7183.6
-7184.8
-7186.9
-7185.8

1.15969345

L(K2)
-7025.1
-7028.6

-7012
-7034
-7027.1
-7032.3
-7009.3
-7014.8
-7033.2
-7031.1

9.27975694  4.91899945

L(Ks)
-6830.9
-6832.4
-6834.2
-6828.2
-6823.8
-6834.9
-6831.3
-6841.3
-6838.1

-6831

L(K4)
-6707.4
-6689.3
-6706.5
-6702.1
-6688.5
-6706.7
-6695.1
-6707.8
-6688.8
-6694.5

8.27245093

L(Ks)
-6664
-6680.9
-6655.9
-6688.6
-6689.3
-6674.5
-6655.7
-6648.1
-6651.3
-6674.3
15.3272597

L(Ks)
-6600.8
-6604.7
-6602.6
-6629.7
-6585.1
-6607.9
-6605.5
-6653.2
-6593.2
-6603.9

19.3447782

Anexo 4.14. Valores de L'(K), L'(K)= L(K)-L(K-1) calculados a partir del anexo 4.13.

Réplicas

SBwoNou~wWNR

L'(K1)
7185
7183.9
7184.3
7185.2
7182.9
7184
7183.6
7184.8
7186.9
7185.8

U(Kz)  L(Ks) L'(Ke) L'(K5)
159.9 194.2 1235 434
1553 196.2 143.1 8.4
1723 177.8 127.7 506
151.2 205.8 1261 135
155.8 203.3 1353 -0.8
151.7 197.4 1282 322
1743 178 1362 39.4
170 1735 1335 59.7
153.7 1951 1493 375
154.7 200.1 1365 20.2

L'(Ke)
63.2
76.2
53.3
58.9

104.2
66.6
50.2
5.1
58.1
70.4

Anexo 4.15. Valores absolutos de L”'(K), /L”(K)/=/L"(K+1)-L"(K)/, calculados a partir del anexo 4.14.

Réplicas  L"(K,)

OCooNOOTULE WNE
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7025.1
7028.6
7012
7034
7027.1
7032.3
7009.3
7014.8
7033.2
7031.1

Media 7024.75

L7(Kz)
34.3
40.9

5.5
54.6
47.5
45.7

3.7

3.5
41.4
45.4

32.25

L"(Ks)  L"(Kq)
707  80.1
53.1 1347
501 771
79.7  112.6

68 136.1
69.2 96
418  96.8

40 73.8
458  111.8
63.6  116.3
58.2  103.53

L™(Ks)
19.8
67.8

2.7
45.4
105
34.4
10.8
64.8
20.6
50.2
42.15

Anexo 4.16. Valores de AK, AK=m(/L""(K)/) / s[L(K)] obtenidos a partir del anexo 4.15.

K>
K3
Ky
Ks

AK
3.737166848
11.83167444
12.22128736
2.750002343
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Anexo 4.18. Valores de probabilidad asignados a cada uno de los valores de K y sus réplicas.

Réplicas L(K,)

-5590.3
-5592.6
-5591.4
-5589.2
-5590.8
-5592.6
-5590.3
-5590.4
-5591.3
-5590.3

v e
v NourwNR

1.07579428

L(K2) L(Ks) L(K4)
-5301 -5343.3 -5362.1
-5310.2 -5272.4 -5228.2
-5318.1 -5478.3 -5166.5
-5293.3 -5288.2 -5319.3
-5284.8 -5478 -5172.6
-5303.6 -5298.8 -5164
-5284.4 -5325.9 -5210.3
-5301.1 -5234 -5316.8
-5291.1 -5279.4 -5339.7
-5291.2 -5358.3 -5406.3
10.9433694  83.2572479 90.2250864

L(Ks) L(Ks)
-5114.2 -5166.1
-5111.6 -5167.4
-5127.5 -5174.4

-5130 -5135.4
-5118.3 -5124.4
-5105.2 -5157.6
-5138.4 -5184.8

-5105 -5219.4
-5112.4 -5102.4
-5105.7 -5181.9

11.5839976  33.4984842

Anexo 4.19. Valores de L'(K), L'(K)= L(K)-L(K-1) calculados a partir del anexo 4.18.

Réplicas

OCooNOOTULEWNE

=
o

L'(K1)
5590.3
5592.6
5591.4
5589.2
5590.8
5592.6
5590.3
5590.4
5591.3
5590.3

L'(kz)
289.3
282.4
273.3
295.9
306
289
305.9
289.3
300.2
299.1

L'(Ks)  L(Ks)
-42.3  -18.8
37.8 442
-160.2  311.8
51 -311
-193.2  305.4
48 1348
-41.5 1156
67.1  -82.8
11.7  -60.3
-67.1  -48

L’(K5)
247.9
116.6
39
189.3
54.3
58.8
71.9
211.8
227.3
300.6

L'(Ke)
-51.9
-55.8
-46.9
5.4
-6.1
-52.4
-46.4

-114.4

10

-76.2

Anexo 4.20. Valores absolutos de L”'(K), /L”(K)/=/L"(K+1)-L"(K)/,calculados a partir del anexo 4.19.

Réplicas L(K;) L (K;)
1 5301 331.6
2 5310.2 244.6
3 5318.1 433.5
4 5293.3 290.8
5 5284.8 499.2
6 5303.6 284.2
7 5284.4 347.4
8 5301.1 222.2
9 5291.1 288.5
10 5291.2 366.2
Media 5297.88 330.82

L™(Ks)
23.5
6.4
472
36.2
498.6
130
157.1
149.9
72
19.1

L™(Ka)
266.7
72.4
272.8
220.4
251.1
76
43.7
294.6
287.6
348.6

156.48 213.39

L™(Ks)
299.8
172.4
85.9
194.7
60.4
111.2
118.3
326.2
217.3
376.8
196.3

Anexo 4.21. Valores de AK, AK=m(/L""(K)/) / s[L(K)] obtenidos a partir del anexo 4.20.

K>
K3
Ky
Ks

AK

30.

230

1.879
2.365

16.

946
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Anexo 5.1. Valores de probabilidad asignados a cada uno de los valores de Ky sus réplicas.

Réplicas
1

OO ~NOOULL B WN

=
o

Réplicas K1

1

OO0 NOOULL B WN

=
o

-7093.9
-7093
-7093.3
-7090.7
-7094
-7093.9
-7093
-7094.1
-7093.7
-7092.7

SD 1.014
*L(K;) corresponde a los valores de probabilidad asociados a K cuando su valor es igual a 2.
**Desviacion estandar correspondiente a las diez réplicas de L(K).

Anexo 5.2. Valores de L'(K), L(K)=L(K)-L(K-1) calculados a partir del anexo 5.1.

L'(K1)
7093.9
7093
7093.3
7090.7
7094
7093.9
7093
7094.1
7093.7
7092.7

K2
-6719.5
-6709.8
-6706.2
-6705.9

-6704
-6693.9
-6693.9
-6693.1
-6688.7
-6673.7

12.884

L'(Kz)
374.4
383.2
387.1
384.8
390
400
399.1
401
405
419

K3
-6519.1
-6514.7
-6513.7
-6513.5
-6512.9
-6512.3
-6511.8
-6511.3
-6510.9
-6510.6

2.489

L'(Ks)
200.4
195.1
192.5
192.4
191.1
181.6
182.1
181.8
177.8
163.1

K4 K5
-6475 -6395.2
-6534.2 -6447.9
-6528.4 -6397.5
-6493.7 -6468.8
-6526.9 -6363.5
-6464.5 -6464.4
-6546.9 -6456
-6476.5 -6465.1
-6479.2 -6483.7
-6553.5 -6467.4
33.417 40.401

L'(Ka)
44.1
-19.5
-14.7
19.8
-14
47.8
-35.1
34.8
31.7
-42.9

K6
-6289.3
-6332.7

-6294
-6333.2
-6322.9
-6289.5
-6310.9
-6320.4
-6333.6
-6289.5

19.394

L'(Ks)
79.8
86.3

130.9
24.9

163.4

0.1

90.9
11.4
-4.5
86.1

K7
-6769.2
-6289
-6323.2
-6322.7
-6367.5
-6304.2
-6327.3
-6358.7
-6314.6
-6291.1
143.691

L'(Ke)
105.9
115.2
103.5
135.6
40.6
174.9
145.1
144.7
150.1
177.9

L'(K7)
-479.9
43.7
-29.2
10.5
-44.6
-14.7
-16.4
-38.3
19
-1.6
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Anexo 5.3. Valores absolutos de L”'(K), /L”(K)/=/L’(K+1)-L’(K)/, calculados a partir del anexo 5.2.

Réplicas  L"(Ky) L™(K2) L(Ks) L™(K,) L™(Ks) L™(Ks)

1 6719.5 174 156.3 35.7 26.1 585.8
2 6709.8 188.1 214.6 105.8 28.9 71.5
3 6706.2 194.6 207.2 145.6 27.4 132.7
4 6705.9 192.4 172.6 5.1 110.7 125.1
5 6704 198.9 205.1 177.4 122.8 85.2
6 6693.9 218.4 133.8 47.7 174.8 189.6
7 6693.9 217 217.2 126 54.2 161.5
8 6693.1 219.2 147 23.4 133.3 183
9 6688.7 227.2 146.1 36.2 154.6 1311
10 6673.7 255.9 206 129 91.8 179.5
Media 6698.87 208.57 180.59 83.19 92.46 184.5

Anexo 5.4. Valores de AK, AK=m(/L"’(K)/) / s[L(K)] obtenidos a partir de los datos del anexo 5.3.
AK
K, 16.18719099
K3 72.54229147
Ka 2.48941519
Ks 2.288555828
K 9.513090108
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Anexo 7.1. Frecuencias observadas y esperadas de los marcadores ISSR que muestran asociacion

significativa positiva con la presencia de cromosomas B en el conjunto de poblaciones con By sin B.

6-250

Individuos 0B
Individuos +B
Total

Individuos 0B
Individuos +B
Total

6-500

Individuos 0B
Individuos +B
Total

Individuos 0B
Individuos +B
Total

7-480

Individuos 0B
Individuos +B
Total

Individuos 0B
Individuos +B
Total

7-800

Individuos 0B
Individuos +B
Total

Individuos 0B
Individuos +B
Total

Individuos sin banda (0) Individuos con banda (1)
Frecuencias observadas

81 74
19 74
100 148
Frecuencias esperadas

62.5 92.5
37.5 55.5
100 148

Individuos sin banda (0) Individuos con banda (1)
Frecuencias observadas

96 59
16 77
112 136
Frecuencias esperadas

70 85
42 51
112 136

Individuos sin banda (0) Individuos con banda (1)
Frecuencias observadas

139 15
74 17
213 32
Frecuencias esperadas
133.89 20.11
79.11 11.89
213 32

Individuos sin banda (0) Individuos con banda (1)
Frecuencias observadas

65 89
14 74
82 163
Frecuencias esperadas
50.27 103.73
28.73 59.27
82 163

Total

155
93
248

155
93
248

Total

155
93
248

155
93
248

Total

154
91
245

154
91
245

Total

154
95
245

154
95
245
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7-1600

Individuos 0B
Individuos +B
Total

Individuos 0B
Individuos +B
Total

14-850

Individuos 0B
Individuos +B
Total

Individuos 0B
Individuos +B
Total

14-1250

Individuos 0B
Individuos +B
Total

Individuos 0B
Individuos +B
Total

14-1400

Individuos 0B
Individuos +B
Total

Individuos 0B
Individuos +B
Total

Individuos sin banda (0) Individuos con banda (1)
Frecuencias observadas

110 44
33 58
143 102

Frecuencias esperadas
89.89 64.11
53.11 37.89
143 102

Individuos sin banda (0) Individuos con banda (1)
Frecuencias observadas

107 48
53 42
160 90
Frecuencias esperadas

99.2 55.80

60.80 34.20
160 90

Individuos sin banda (0) Individuos con banda (1)
Frecuencias observadas

85 70
12 83
97 153
Frecuencias esperadas
60.14 94.86
36.86 58.14
97 153

Individuos sin banda (0) Individuos con banda (1)
Frecuencias observadas

66 89
9 86
75 175
Frecuencias esperadas
46.50 108.50
28.50 66.50
75 175

Total

154
91
245

154
91
245

Total

155
95
250

155
95
250

Total

155
95
250

155
95
250

Total

155
95
250

155
95
250



14-1450

Individuos 0B
Individuos +B
Total

Individuos 0B
Individuos +B
Total

26-380

Individuos 0B
Individuos +B
Total

Individuos 0B
Individuos +B
Total

26-700

Individuos 0B
Individuos +B
Total

Individuos 0B
Individuos +B
Total

39-390

Individuos 0B
Individuos +B
Total

Individuos 0B
Individuos +B
Total

Individuos sin banda (0) Individuos con banda (1)
Frecuencias observadas

145 10
73 22
218 32
Frecuencias esperadas
135.16 19.84
82.84 12.16
218 32

Individuos sin banda (0) Individuos con banda (1)
Frecuencias observadas

83 68
31 62
114 130
Frecuencias esperadas
70.55 80.45
43.45 49.55
114 130

Individuos sin banda (0) Individuos con banda (1)
Frecuencias observadas

92 59
31 62
123 121
Frecuencias esperadas
76.12 74.88
46.88 46.12
123 121

Individuos sin banda (0) Individuos con banda (1)
Frecuencias observadas

61 72
20 54
81 126
Frecuencias esperadas
52.04 80.96
28.96 45.04

81 126

Total

155
95
250

155
95
250

Total

151
93
244

151
93
244

Total

151
93
244

151
93
244

Total

133
74
207

133
74
207
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39-600

Individuos 0B
Individuos +B
Total

Individuos 0B
Individuos +B
Total

39-700

Individuos 0B
Individuos +B
Total

Individuos 0B
Individuos +B
Total

39-1000

Individuos 0B
Individuos +B
Total

Individuos 0B
Individuos +B
Total

43-400

Individuos 0B
Individuos +B
Total

Individuos 0B
Individuos +B
Total

Individuos sin banda (0) Individuos con banda (1)
Frecuencias observadas

86 47
19 55
105 102

Frecuencias esperadas
67.46 65.54
37.54 36.46
105 102

Individuos sin banda (0) Individuos con banda (1)
Frecuencias observadas

124 9
58 16
182 25
Frecuencias esperadas
116.94 16.06
65.06 8.94
182 25

Individuos sin banda (0) Individuos con banda (1)
Frecuencias observadas

32 101
7 67
39 168
Frecuencias esperadas
25.06 107.94
13.94 60.06
39 168

Individuos sin banda (0) Individuos con banda (1)
Frecuencias observadas

112 36
57 35
169 71
Frecuencias esperadas
104.22 43.78
64.78 27.22
169 71

Total

133
74
207

133
74
207

Total

133
74
207

133
74
207

Total

133
74
207

133
74
207

Total

148
92
240

148
92
240



43-600

Individuos 0B
Individuos +B
Total

Individuos 0B
Individuos +B
Total

43-800

Individuos 0B
Individuos +B
Total

Individuos 0B
Individuos +B
Total

Individuos sin banda (0) Individuos con banda (1)
Frecuencias observadas

117 31
34 58
151 89
Frecuencias esperadas
93.12 54.88
57.88 34.12
151 89

Individuos sin banda (0) Individuos con banda (1)
Frecuencias observadas

104 44
47 45
151 89
Frecuencias esperadas
93.12 54.88
57.88 34.12
151 89

Total

148
92
240

148
92
240

Total

148
92
240

148
92
240
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Anexo 7.2. Frecuencias observadas y esperadas de los marcadores ISSR que muestran asociacion

significativa positiva con la presencia de cromosomas B considerando solo las poblaciones con
cromosomas B.

6-250 Individuos sin banda (0) Individuos con banda (1) = Total
Frecuencias observadas
Individuos 0B 36 50 86
Individuos +B 19 74 93
Total 55 124 179
Frecuencias esperadas
Individuos 0B 26.42 59.58 86
Individuos +B 28.58 64.42 93
Total 55 124 179
6-500 Individuos sin banda (0) Individuos con banda (1) = Total
Frecuencias observadas
Individuos 0B 36 50 86
Individuos +B 16 77 93
Total 52 127 179
Frecuencias esperadas
Individuos 0B 24.98 61.02 86
Individuos +B 27.02 65.98 93
Total 52 127 179
7-800 Individuos sin banda (0) Individuos con banda (1) = Total
Frecuencias observadas
Individuos 0B 31 55 86
Individuos +B 17 74 91
Total 48 129 177
Frecuencias esperadas
Individuos 0B 23.32 62.68 86
Individuos +B 24.68 66.32 91
Total 48 129 177
7-1600 Individuos sin banda (0) Individuos con banda (1) = Total
Frecuencias observadas
Individuos 0B 46 40 86
Individuos +B 33 58 91
Total 79 98 177
Frecuencias esperadas
Individuos 0B 38.38 47.62 86
Individuos +B 40.62 50.38 91

Total 79 98 177



14-1250

Individuos 0B
Individuos +B
Total

Individuos 0B
Individuos +B
Total

14-1450

Individuos 0B
Individuos +B
Total

Individuos 0B
Individuos +B
Total

26-700

Individuos 0B
Individuos +B
Total

Individuos 0B
Individuos +B
Total

39-600

Individuos 0B
Individuos +B
Total

Individuos 0B
Individuos +B
Total

Individuos sin banda (0) Individuos con banda (1)
Frecuencias observadas

30 56
12 83
42 139
Frecuencias esperadas
19.96 66.04
22.04 72.96
42 139

Individuos sin banda (0) Individuos con banda (1)
Frecuencias observadas

76 10
73 22
149 32
Frecuencias esperadas

70.8 15.2
78.2 16.8
149 32

Individuos sin banda (0) Individuos con banda (1)
Frecuencias observadas

43 40
31 62
74 102
Frecuencias esperadas
34.9 48.1
39.1 53.9
74 102

Individuos sin banda (0) Individuos con banda (1)
Frecuencias observadas

35 42
19 55
54 97
Frecuencias esperadas
27.54 49.46
26.46 47.54
54 97

Total

86
95
181

86
95
181

Total

86
95
181

86
95
181

Total

83
93
176

83
93
176

Total

77
74
151

77
74
151
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39-700

Individuos 0B
Individuos +B
Total

Individuos 0B
Individuos +B
Total

43-320

Individuos 0B
Individuos +B
Total

Individuos 0B
Individuos +B
Total

43-600

Individuos 0B
Individuos +B
Total

Individuos 0B
Individuos +B
Total

Individuos sin banda (0) Individuos con banda (1)
Frecuencias observadas

72 5
58 16
130 21
Frecuencias esperadas
66.29 10.71
63.71 10.29
130 21

Individuos sin banda (0) Individuos con banda (1)
Frecuencias observadas

70 16
63 29
133 45
Frecuencias esperadas
64.26 21.74
68.74 23.26
133 45

Individuos sin banda (0) Individuos con banda (1)
Frecuencias observadas

63 23
34 58
97 81
Frecuencias esperadas
46.87 39.13
50.13 41.87

97 81

Total

77
74
151

77
74
151

Total

86
92
178

86
92
178

Total

86
92
178

86
92
178
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Anexo 7.3. Frecuencias observadas y esperadas de los marcadores ISSR que muestran asociacion
significativa positiva con la presencia de cromosomas B obtenidas a través del analisis de
cruzamientos controlados.

Q5x37 Descendientes sin banda (0) Descendientes con banda (1) | Total
Frecuencias observadas
Descendientes 0B 8 3 11
Descendientes +B 0 6 6
Total 8 9 17
Frecuencias esperadas
Descendientes 0B 5.18 5.82 11
Descendientes +B 2.82 3.18 6
Total 8 9 17
23xJd3 Descendientes sin banda (0) Descendientes con banda (1) | Total
Frecuencias observadas
Descendientes 0B 8 2 10
Descendientes +B 3 7 10
Total 11 9 20
Frecuencias esperadas
Descendientes 0B 5.5 4.5 10
Descendientes +B 5.5 4.5 10
Total 11 9 20



324

TTOTLTTLIYDT YT

R oL " VYL’ etxojeabtu e3zsnooT
. . stsuautyo snddryzaoyd
gr-odrjordey eyorjsoxazd’
L1od130T1dey eszadspe’
91-odr3iordey TTyEITYS"
gT-odr3jordey TTIyEITYS"
yT-odt3ordey zoTooTun*
g1-odr3ordey zoTooTUn®
z1-odt3o1dey zoTooTun*
11-odr3ordey ddm
ot-odr3ordey ddm
6-odtjotdey ddm

g-odtjordey streuoTpTIaw-d'qg
L-od1tjotdey ddm
g9-odrt3zordey ddg
g-odrt3zordey ddg
y-odtjordey ddm
g-odrtzordey ddg
z-odtjotdey ddm
VILIVILIOVYYIOVOOLOOVILLIVYOLYILLIOLODDIOVLLOVOVIOVOLOLLLLVYOOVLOLYOVIOVOLLODLODLODIYOLIDLILYLIOVODIDD 1-odrjordey ddm

00¢ 06T 08T 0LT 09T 0ST 0vT 0€T 02T 0TT

HEK®O®DD

eTtxojexbtu e3snooT
stsuautyo snddTty3zaoyd
gr-odrjordey eyorisoxsid-
L1od130T7dey esxadspe*
91-odr3iordey TTyEITYS"
gT-odr3jordey TTyEITYS"
pT-odt3ordey zoTooTun*
gr-odrjordey zoTooTun*
Zz1-od13o1dey zoTooTUn"
11-odr3ordey ddm
ot-odriordey ddm
6-odtyordey ddg
g-odtjordey streuUOoTpPTIoW d T
L-odtjotdey ddm
9-odrjotdey ddm
g-odrjotdey ddm
p-odtjordey ddm
g-odrjordey ddzm
z-odtjordey ddg
DILOVYIIDIDIVLLILOVOVYOLYDILIOVIODOLIOVOIDVY LVODLOVLYIODLLIOLYOVLLOLLIOLLODDVOLOVOLYODLOOVLLLLOVOLLLLYOVYLVD 1T-odt3o1dey ddm
R R R
00T 06 08 oL 09 0S 0F 0€ 0¢ 0T

HEK®®DD

510D SePUaN)as ap ojuIWEaUly



325

eTxojeabTu e3sSnooT
sTtsuautyo snddTy3zaoyd
gr-odrjordey eyorysoasid-
L1odt3ordey esasdspe
91-odr3ordey TTIeITYS"
gT-odr3ordey TTYeITYS"
yT-odt3ordey zorooTun*
g1-odr3ordey zoTooTUn”
z1-odt3o1dey zoTooTun*
11-odr3ordey ddm
ot-odr3ordey ddm
6-odrjotdey ddm
g-odtjordey streUOTpPTIaw-d'qg
L-odtjordey ddg
g9-odrtjordey ddg
g-odtjotdey ddm
y-odtjordey ddm
g-odrtjordey ddg
z-odtjotdey ddm
YYOILVLIVIOLVVYOLLOLYOVIVLOOOLYOVOIILVLIYOLOLIYIYOOVOIVOOVLVYOOLOOVLIVOOVLODLLOVIIYIOOVOOVIIVILLIOVOOY 1-odrjordey ddm
R T e,
00% 06¢€ 08¢ oLe 09¢€ 0s€ ove oee 0ce 0TE

HEE®O®DD

eTxojexbIu ejsnooT
sTtsusautyo snddrtyzaoyd
gr-odrjordey eyorisoxsid-
L1odt3oT1dey esasdspe
91-odr3ordey TTYeITYS"
gT-odr3ordey TTyeITYS"
pT-odt3ordey zoTooTun*
g1-odrjordey zoTooTun*
z1-odt3o1dey zoTooTUN"
11-odr3ordey ddm
ot-odriordey ddm
6-odtyordey ddg

g-odtjordey streuoTpTIoW - d T
L-odt3ordey ddm
g9-odrtjordey ddg
g-odtjotdey ddm
p-odtjordey ddm
g-odrtzordey ddg
z-odtjordey ddm
LLVOLYLOLLOVLLLLOVLLODOVOVLLYLOOVLOLOLVOLLLOLLLYLLYOOVOVVYOLYOLLOLOVY LV LOVYYOVOLYIOVIVIVY.LLVYOOVOVYO 1T-odt3o1dey ddm

00€ 06¢ 08¢ oLz 09¢ 0S¢ 0ve 0€e 0ze 0TC

HEHKE®®ID




326

LYLVYLODVOVLLLY LLLLOVODVIOOVY VOV LLVDLYVOVYVOVOLYLVOLVYIOLLYLLLYLVLLYOLYYODLLOLLYYOLLLYYOVLIOLYIODLLYVD
|-

009

06%

OLL

gt

08%

VOVLOLLLYVLLYODVLLYVYD
Sl

‘L
ceLcc

0LS

oLy

099

09¥%

0S¥

I
0%s

[0h4%

VOLOVLYDVOVOVYODLIODLODLOOL
e e e eeea e

0€s

(0174

VY LYVVYYOVLLVDLYYDLOVYOLVOVLOVY

0zy

0T¥

eTxojexbTw B3SnooT
sTtsuautyo snddrtyjzaoyd
gT-odrjordey eyorysoxsid-
L1odt3o1dey esasdspe
91-odr3ordey TTIeITYS"
gT-odr3ordey TTIeITYS"
yT-odt3ordey zorooTun*
-odtjordey zoTooTun*
z1-odt3o1dey zoTooTun*

HEKE®O®D@

11-odr3ordey ddm
ot-odr3ordey ddm
6-odtjotdey ddm

g-odtjordey streUOoTpPTIaw-d'qg

L-odtjordey ddg
g9-odrtjordey ddg
g-odrtjotdey ddm
p-odtjordey ddm
g-odrt3jordey ddg
z-odtjotdey ddm
1-odt3zordey ddg

etxojexbtu e3snooT
sTtsusautyo snddrtyzaoyd
gr-odrjordey eyorisoxsid-
L1odt3oT1dey esasdspe
91-odr3ordey TTYeITYs"
gT-odrjordey TTyeITYS"
pT-odt3ordey zoTooTun*
g1-odrjordey zoTooTun*
z1-odt3o1dey zoTooTUN"

HEHKE®®DD

11-odr3ordey ddm
ot-odriordey ddm
6-odtyordey ddg

g-odtjordey streuUOoTpPTIoW - d T

L-odt3ordey ddm
g9-odrtjordey ddg
g-odtjotdey ddm
p-odtjordey ddm
g-odrtzordey ddg
z-odtjordey ddg
1-odt3jotdey ddm



327

etxojexbtu ejsnooT
stsuautyo snddryzaoyd
L1-od1t301dey eyor3soxazd’
91-odr3o1dey esaadspe-
gT-odr3jordey TTyEITYS"
p1-odriordey TTNEITYS"
g1-odr3ordey zolooTun”
z1-od13o1dey zolooTun"
11-odt301dey zO0TOOTUN®
ot-odr3jordey ddg
6-odtyordey ddg
g-odtjordey ddg
L-odtjotdey ddm
9-odtyordey stTeuoTprasu-d g
g-odrt3zordey ddg
y-odtjordey ddm
g-odrt3zordey ddyg
z-odtjotdey ddm
1-odt3zordey ddg

YY LYVLIOLL "L
3 WYL WY

HEE®®DD

091 06T ovT 0€T 0ct 0TT

eTtxojexbtu e3snooT
stsuautyo snddTty3zaoyd
L1-od1t301dey eyorysoxezd:
g91-odrjordey esasdspe*
gT-odr3iordey TTyEITYS"
pr-odriordey TTNEITYS"
g1-odrjordey zoTooTun*
z1-odt3o1dey zoooTUN"
11-0odT1301dRy I0TOOTUN®
ot-odriordey ddm
6-odtyordey ddg
g-odrjotdey ddm
L-odtjordey ddg
9-odrjordey stTRUOTPTIoW - d T
g-odrjotdey ddm
p-odtjordey ddm
g-odrjotdey ddm
z-odtjordey ddm
YYYOVLLOLVYYYOOVOOVVOLLVLYOLVYYIVLOOVVVYIVYYOLLOVLLOVYVOVYLOLYLVVYLOOVYV LLLOVVVOOVYLVVLVVOLVOLLLOVOLY 1T-odt3o1dey ddm
T e T T T T
00T 06 08 oL 09 0S 0% 0€¢ 0c 0T

HEKE®O®DD

GPEN SEPUanIas op OjudlWEeauly



328

DOVVD
[ oo

ODLVYLLYYOOIVYOVVLYYYOVYODVYOVYYYYOIVOOVLOVOVV VY LYDVYOOVVLLYYVVYDOVLYYIDVYLVOVLLYVODIOVVLODVY LYV LYYV LLL
|-

00€

VY LY VOVVY VOOV VIVYVYLIVYLYVOVLYOVILOOVOLVLIVILVVYVYLVYOVLOVYVVYOVVYVOLYOLYLLODOVY LYV LV LYVYOVYVVYO

06¢€

06¢

08¢

oLz

09¢

09¢

0S¢

0S¢

0ve

0€e

0ze

0TC

LT-od130o1dey eyoTt3soxsid-

LT-odtyordey eyot3isoxaxd-

etzojexbtu ejsnooT
sTsusutyo snddrtyzxoyd

91-odr3o1dey esaadspe-
gT-odr3jordey TTyEITYS"
p1-odriordey TTNEITYS"
g1-odr3ordey zoTooTuUn”
z1-odt3o1dey zoTooTun*
11-0od1301dey I0TOOTUN®
ot-odr3ordey ddm
6-odtyordey ddm
g-odrtjordey ddg
L-odtjordey ddm

HEK®O®D@

9-odtjordey stTeuoTIpTIsw-d g

g-odtjotdey ddm
y-odtjordey ddm
g-odtzordey ddg
z-odtjotdey ddm
1-odt3zordey ddg

etzojzeabru ejzsnoo
stsusautyo snddrtyzaoyd
g91-odr3ordey esasdspe*
gT-odr3iordey TTyEITYS"
pr-odriordey TTNEITYS"
gr-odrjordey zoTooTun*
z1-odt3o1dey zoTooTUN"
11-0od1301dRy I0TOOTUN®
ot-odriordey ddm
6-odtyordey ddg
g-odtjordey ddg
L-odt3ordey ddm

HEKE®?®®IDI@

-odtyordey stTRUOTPTISW d'F

g-odtjotdey ddm
p-odtyordey ddm
g-odrjotdey ddm
z-odtjordey ddm
1-odt3jotdey ddm



329

DVYODLILOLYLVYYOOVY VY LYODOVYOVLVYOVY LLVYVYLYODOVYV LLOVYOVOVYYOVVYVLLYOVYVOLLOLYVIVOVVYLYOVODDLYLODLYVYVY

009 068 088 0LS

LOOYDIOVVYVILYYOVLLODLVYYLLIVYOVYOLOLYLOVLVOVVY LLOLYOLLVVY L LYY OV VY LYYV VY VYOV LVLVVY VYV VYO VLOLOOVYYVLLOY

00S 06% 08% oLy

eTxojexbTw B3SnooT
sTtsuautyo snddTtylzaoyd
LT-od130o1dey eyor3soxsid-
g91-odrt3ordey esasdspe*
gT-odr3ordey TTIeITYS"
pI-od13oTdey TTNRITYS"
g1-odr3ordey zoTlooTuUn”
z1-odt3o1dey zoTooTun*
11-0od1301dey I0TOOTUN®
ot-odr3ordey ddm
6-odtjotdey ddm
g-odrtjotdey ddm
L-odtjordey ddg
9-odrtjordey stTRUOTPTIawW - d T
g-odrtjotdey ddm
p-odtjordey ddm
g-odrtjordey ddg
z-odtjotdey ddm
1-odt3jotdey ddm

HEE®O®DD

099 0SS 0%s 0€s 0zs 0TS

etxojexbtu ejsnooT
stsusutyo snddrtyzaxoyd
LT-od1301dey eyoT3soxsid-
g91-odr3ordey esasdspe*
gT-odr3ordey TTyeITYS"
p1-odt3oTdey TTNRITYS"
gr-odr3ordey zoTooTun:
z1-odt3o1dey zoooTUn"
11-0od1301dRy I0TOOTUN®
ot-odr3ordey ddm
6-odtyordey ddg
g-odrtjordey ddg
L-odt3ordey ddm
9-odrjordey stiTeuoTprasu-d g
g-odtjotdey ddm
p-odtyordey ddm
g-odrtzordey ddg
z-odtjotdey ddm
1-odt3zordey ddg

HEHBE®®DD

09% 0S¥ (0h4% o€y 0zy 0T¥



330

etzojzeabru e3zsnooT

stsusautyo snddryzaoyd
L1-odt3o1dey eyorjsozazd-
91-odr3o1dey esaadspe"
g1-odr3ordey TTyeITys"
p1-odrioTdey TTYRITYS®
g1-odrjordey zoTooTun*
Zz1-odt3o1dey zoTooTUN"
11-0od1301dRy I0TOOTUN®
ot-odriordey ddm
6-odtyordey ddg
g-odrtjordey ddg
L-odt3ordey ddm

9-odrzordey stTeuoTprasu-d g
g-odtjotdey ddm
p-odtjordey ddm
g-odrtzordey ddg
z-odtjotdey ddm
YYIVVYIVIVOVODLOOVYOIIVIIVYOIOLIVYYILIODIVY 1-odrjordey ddam

0%9 0€9 029 0T9

HEHKE®®ID










	indice.pdf
	Summary_portada.pdf
	Summary.pdf
	Todo_def.pdf
	Todo_prueba.pdf
	Todo.pdf
	Todo.pdf
	Portada_1.pdf
	1_introd_Bs.pdf
	1_intro_dibujo.pdf
	1_Objetivos.pdf
	Portada_2.pdf
	2_MM_1.pdf
	2_MM_2.pdf
	2_MM_3.pdf
	2006_cabrero_et_al_hemolymph.pdf
	Portada_3.pdf
	3_Filog_completa.pdf
	3_Filog_1.pdf
	3_Filog_pag_apaisadas 113.pdf
	3_Filog_2.pdf
	3_Filog_pag_apaisadas 122.pdf
	3_Filog_3.pdf
	3_Filog_pag_apaisadas 128.pdf
	3_Filog_pag_apaisadas 129.pdf
	3_Filog_4.pdf
	3_Filog_pag_apaisadas 138.pdf

	Poratada_4.pdf
	4_ISSR_completo.pdf
	4_ISSRs_1.pdf
	4_ISSRs_tablas_apaisadas.pdf
	4_ISSRs_2.pdf

	Portada_5.pdf
	5_ElGallego.pdf
	Portada_6.pdf
	Manrique-Poyato et al.pdf
	6_B2_B24_sustitucion_1.pdf
	6_B2_B24_sustitucion_apaisadas.pdf
	6_B2_B24_sustitucion_2.pdf
	Portaad_7.pdf
	7_asociacion_Lola.pdf

	Portada_8.pdf
	Conclusiones.pdf
	Portada_8_2.pdf
	Conclusions.pdf

	Portada_biblio.pdf
	9_Bibliografia.pdf

	Portada_anexos.pdf
	9_Anexos_1.pdf
	9_Anexos_2.pdf
	9_Anexos_3.pdf
	Alineamientos.pdf
	Portada.pdf
	indice.pdf
	Tesis_Manrique.pdf
	Introd_MM.pdf
	2006_cabrero_et_al_hemolymph.pdf
	Filogenia.pdf
	ISSR.pdf
	ElGallego.pdf
	Portada_capi_6.pdf
	Manrique-Poyato et al.pdf
	DISPERSION_Bs_TODO.pdf
	AsociacionMArcadores.pdf
	Bibliog_Anexos.pdf
	COIc.pdf
	Nad.pdf





<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (None)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (ISO Coated)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Perceptual
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /sRGB
  /DoThumbnails true
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 524288
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
    /AardvarkPSMT
    /AceBinghamSH
    /AddisonLibbySH
    /AGaramond-Italic
    /AGaramond-Regular
    /AkbarPlain
    /Albertus-Bold
    /AlbertusExtraBold-Regular
    /AlbertusMedium-Italic
    /AlbertusMedium-Regular
    /AlfonsoWhiteheadSH
    /Algerian
    /AllegroBT-Regular
    /AmarilloUSAF
    /AmazoneBT-Regular
    /AmeliaBT-Regular
    /AmerigoBT-BoldA
    /AmerTypewriterITCbyBT-Medium
    /AndaleMono
    /AndyMacarthurSH
    /Animals
    /AnneBoleynSH
    /Annifont
    /AntiqueOlive-Bold
    /AntiqueOliveCompact-Regular
    /AntiqueOlive-Italic
    /AntiqueOlive-Regular
    /AntonioMountbattenSH
    /ArabiaPSMT
    /AradLevelVI
    /ArchitecturePlain
    /Arial-Black
    /Arial-BlackItalic
    /Arial-BoldItalicMT
    /Arial-BoldMT
    /Arial-ItalicMT
    /ArialMT
    /ArialMTBlack-Regular
    /ArialNarrow
    /ArialNarrow-Bold
    /ArialNarrow-BoldItalic
    /ArialNarrow-Italic
    /ArialRoundedMTBold
    /ArialUnicodeLight
    /ArialUnicodeLight-Bold
    /ArialUnicodeLight-BoldItalic
    /ArialUnicodeLight-Italic
    /ArrowsAPlentySH
    /ArrusBT-Bold
    /ArrusBT-BoldItalic
    /ArrusBT-Italic
    /ArrusBT-Roman
    /Asiana
    /AssadSadatSH
    /AvalonPSMT
    /AvantGardeITCbyBT-Book
    /AvantGardeITCbyBT-BookOblique
    /AvantGardeITCbyBT-Demi
    /AvantGardeITCbyBT-DemiOblique
    /AvantGardeITCbyBT-Medium
    /AvantGardeITCbyBT-MediumOblique
    /BankGothicBT-Light
    /BankGothicBT-Medium
    /Baskerville-Bold
    /Baskerville-Normal
    /Baskerville-Normal-Italic
    /BaskOldFace
    /Bauhaus93
    /Bavand
    /BazookaRegular
    /BeauTerrySH
    /BECROSS
    /BedrockPlain
    /BeeskneesITC
    /BellMT
    /BellMTBold
    /BellMTItalic
    /BenguiatITCbyBT-Bold
    /BenguiatITCbyBT-BoldItalic
    /BenguiatITCbyBT-Book
    /BenguiatITCbyBT-BookItalic
    /BennieGoetheSH
    /BerlinSansFB-Bold
    /BerlinSansFBDemi-Bold
    /BerlinSansFB-Reg
    /BernardMT-Condensed
    /BernhardBoldCondensedBT-Regular
    /BernhardFashionBT-Regular
    /BernhardModernBT-Bold
    /BernhardModernBT-BoldItalic
    /BernhardModernBT-Italic
    /BernhardModernBT-Roman
    /Bethel
    /BibiGodivaSH
    /BibiNehruSH
    /BKenwood-Regular
    /BlackadderITC-Regular
    /BlondieBurtonSH
    /BodoniBlack-Regular
    /Bodoni-Bold
    /Bodoni-BoldItalic
    /BodoniBT-Bold
    /BodoniBT-BoldItalic
    /BodoniBT-Italic
    /BodoniBT-Roman
    /Bodoni-Italic
    /BodoniMTPosterCompressed
    /Bodoni-Regular
    /BookAntiqua
    /BookAntiqua-Bold
    /BookAntiqua-BoldItalic
    /BookAntiqua-Italic
    /BookmanOldStyle
    /BookmanOldStyle-Bold
    /BookmanOldStyle-BoldItalic
    /BookmanOldStyle-Italic
    /BookshelfSymbolFive
    /BookshelfSymbolFour
    /BookshelfSymbolOne-Regular
    /BookshelfSymbolThree-Regular
    /BookshelfSymbolTwo-Regular
    /BookwomanDemiItalicSH
    /BookwomanDemiSH
    /BookwomanExptLightSH
    /BookwomanLightItalicSH
    /BookwomanLightSH
    /BookwomanMonoLightSH
    /BookwomanSwashDemiSH
    /BookwomanSwashLightSH
    /BoulderRegular
    /BradleyHandITC
    /Braggadocio
    /BrailleSH
    /BRectangular
    /BremenBT-Bold
    /BritannicBold
    /Broadview
    /Broadway
    /BroadwayBT-Regular
    /BRubber
    /Brush445BT-Regular
    /BrushScriptMT
    /BSorbonna
    /BStranger
    /BTriumph
    /BuckyMerlinSH
    /BusoramaITCbyBT-Medium
    /Caesar
    /CalifornianFB-Bold
    /CalifornianFB-Italic
    /CalifornianFB-Reg
    /CalisMTBol
    /CalistoMT
    /CalistoMT-Italic
    /CalligrapherRegular
    /CameronStendahlSH
    /Candy
    /CandyCaneUnregistered
    /CankerSore
    /CarlTellerSH
    /CarrieCattSH
    /CaslonOpenfaceBT-Regular
    /CassTaylorSH
    /CDOT
    /Centaur
    /CenturyGothic
    /CenturyGothic-Bold
    /CenturyGothic-BoldItalic
    /CenturyGothic-Italic
    /CenturyOldStyle-BoldItalic
    /CenturySchoolbook
    /CenturySchoolbook-Bold
    /CenturySchoolbook-BoldItalic
    /CenturySchoolbook-Italic
    /Cezanne
    /CGOmega-Bold
    /CGOmega-BoldItalic
    /CGOmega-Italic
    /CGOmega-Regular
    /CGTimes-Bold
    /CGTimes-BoldItalic
    /CGTimes-Italic
    /CGTimes-Regular
    /Charting
    /ChartreuseParsonsSH
    /ChaseCallasSH
    /ChasThirdSH
    /ChaucerRegular
    /CheltenhamITCbyBT-Bold
    /CheltenhamITCbyBT-BoldItalic
    /CheltenhamITCbyBT-Book
    /CheltenhamITCbyBT-BookItalic
    /ChildBonaparteSH
    /Chiller-Regular
    /ChuckWarrenChiselSH
    /ChuckWarrenDesignSH
    /CityBlueprint
    /Clarendon-Bold
    /Clarendon-Book
    /ClarendonCondensedBold
    /ClarendonCondensed-Bold
    /ClarendonExtended-Bold
    /ClassicalGaramondBT-Bold
    /ClassicalGaramondBT-BoldItalic
    /ClassicalGaramondBT-Italic
    /ClassicalGaramondBT-Roman
    /ClaudeCaesarSH
    /CLI
    /Clocks
    /ClosetoMe
    /CluKennedySH
    /CMBX10
    /CMBX5
    /CMBX7
    /CMEX10
    /CMMI10
    /CMMI5
    /CMMI7
    /CMMIB10
    /CMR10
    /CMR5
    /CMR7
    /CMSL10
    /CMSY10
    /CMSY5
    /CMSY7
    /CMTI10
    /CMTT10
    /CoffeeCamusInitialsSH
    /ColetteColeridgeSH
    /ColonnaMT
    /ComicSansMS
    /ComicSansMS-Bold
    /CommercialPiBT-Regular
    /CommercialScriptBT-Regular
    /Complex
    /CooperBlack
    /CooperBT-BlackHeadline
    /CooperBT-BlackItalic
    /CooperBT-Bold
    /CooperBT-BoldItalic
    /CooperBT-Medium
    /CooperBT-MediumItalic
    /CooperPlanck2LightSH
    /CooperPlanck4SH
    /CooperPlanck6BoldSH
    /CopperplateGothicBT-Bold
    /CopperplateGothicBT-Roman
    /CopperplateGothicBT-RomanCond
    /CopticLS
    /Cornerstone
    /Coronet
    /CoronetItalic
    /Cotillion
    /CountryBlueprint
    /CourierNewPS-BoldItalicMT
    /CourierNewPS-BoldMT
    /CourierNewPS-ItalicMT
    /CourierNewPSMT
    /CSSubscript
    /CSSubscriptBold
    /CSSubscriptItalic
    /CSSuperscript
    /CSSuperscriptBold
    /Cuckoo
    /CurlzMT
    /CybilListzSH
    /CzarBold
    /CzarBoldItalic
    /CzarItalic
    /CzarNormal
    /DauphinPlain
    /DawnCastleBold
    /DawnCastlePlain
    /Dekker
    /DellaRobbiaBT-Bold
    /DellaRobbiaBT-Roman
    /Denmark
    /Desdemona
    /Diploma
    /DizzyDomingoSH
    /DizzyFeiningerSH
    /DocTermanBoldSH
    /DodgenburnA
    /DodoCasalsSH
    /DodoDiogenesSH
    /DomCasualBT-Regular
    /Durian-Republik
    /Dutch801BT-Bold
    /Dutch801BT-BoldItalic
    /Dutch801BT-ExtraBold
    /Dutch801BT-Italic
    /Dutch801BT-Roman
    /EBT's-cmbx10
    /EBT's-cmex10
    /EBT's-cmmi10
    /EBT's-cmmi5
    /EBT's-cmmi7
    /EBT's-cmr10
    /EBT's-cmr5
    /EBT's-cmr7
    /EBT's-cmsy10
    /EBT's-cmsy5
    /EBT's-cmsy7
    /EdithDaySH
    /Elephant-Italic
    /Elephant-Regular
    /EmGravesSH
    /EngelEinsteinSH
    /English111VivaceBT-Regular
    /English157BT-Regular
    /EngraversGothicBT-Regular
    /EngraversOldEnglishBT-Bold
    /EngraversOldEnglishBT-Regular
    /EngraversRomanBT-Bold
    /EngraversRomanBT-Regular
    /EnviroD
    /ErasITC-Bold
    /ErasITC-Demi
    /ErasITC-Light
    /ErasITC-Medium
    /ErasITC-Ultra
    /ErnestBlochSH
    /EstrangeloEdessa
    /Euclid
    /Euclid-Bold
    /Euclid-BoldItalic
    /EuclidExtra
    /EuclidExtra-Bold
    /EuclidFraktur
    /EuclidFraktur-Bold
    /Euclid-Italic
    /EuclidMathOne
    /EuclidMathOne-Bold
    /EuclidMathTwo
    /EuclidMathTwo-Bold
    /EuclidSymbol
    /EuclidSymbol-Bold
    /EuclidSymbol-BoldItalic
    /EuclidSymbol-Italic
    /EuroRoman
    /EuroRomanOblique
    /ExxPresleySH
    /FencesPlain
    /Fences-Regular
    /FifthAvenue
    /FigurineCrrCB
    /FigurineCrrCBBold
    /FigurineCrrCBBoldItalic
    /FigurineCrrCBItalic
    /FigurineTmsCB
    /FigurineTmsCBBold
    /FigurineTmsCBBoldItalic
    /FigurineTmsCBItalic
    /FillmoreRegular
    /Fitzgerald
    /Flareserif821BT-Roman
    /FleurFordSH
    /Fontdinerdotcom
    /FontdinerdotcomSparkly
    /FootlightMTLight
    /ForefrontBookObliqueSH
    /ForefrontBookSH
    /ForefrontDemiObliqueSH
    /ForefrontDemiSH
    /Fortress
    /FractionsAPlentySH
    /FrakturPlain
    /Franciscan
    /FranklinGothic-Medium
    /FranklinGothic-MediumItalic
    /FranklinUnic
    /FredFlahertySH
    /Freehand575BT-RegularB
    /Freehand591BT-RegularA
    /FreestyleScript-Regular
    /Frutiger-Roman
    /FTPMultinational
    /FTPMultinational-Bold
    /FujiyamaPSMT
    /FuturaBlackBT-Regular
    /FuturaBT-Bold
    /FuturaBT-BoldCondensed
    /FuturaBT-BoldItalic
    /FuturaBT-Book
    /FuturaBT-BookItalic
    /FuturaBT-ExtraBlack
    /FuturaBT-ExtraBlackCondensed
    /FuturaBT-ExtraBlackCondItalic
    /FuturaBT-ExtraBlackItalic
    /FuturaBT-Light
    /FuturaBT-LightItalic
    /FuturaBT-Medium
    /FuturaBT-MediumCondensed
    /FuturaBT-MediumItalic
    /GabbyGauguinSH
    /GalliardITCbyBT-Bold
    /GalliardITCbyBT-BoldItalic
    /GalliardITCbyBT-Italic
    /GalliardITCbyBT-Roman
    /Garamond
    /Garamond-Antiqua
    /Garamond-Bold
    /Garamond-Halbfett
    /Garamond-Italic
    /Garamond-Kursiv
    /Garamond-KursivHalbfett
    /Garcia
    /GarryMondrian3LightItalicSH
    /GarryMondrian3LightSH
    /GarryMondrian4BookItalicSH
    /GarryMondrian4BookSH
    /GarryMondrian5SBldItalicSH
    /GarryMondrian5SBldSH
    /GarryMondrian6BoldItalicSH
    /GarryMondrian6BoldSH
    /GarryMondrian7ExtraBoldSH
    /GarryMondrian8UltraSH
    /GarryMondrianCond3LightSH
    /GarryMondrianCond4BookSH
    /GarryMondrianCond5SBldSH
    /GarryMondrianCond6BoldSH
    /GarryMondrianCond7ExtraBoldSH
    /GarryMondrianCond8UltraSH
    /GarryMondrianExpt3LightSH
    /GarryMondrianExpt4BookSH
    /GarryMondrianExpt5SBldSH
    /GarryMondrianExpt6BoldSH
    /GarryMondrianSwashSH
    /Gaslight
    /GatineauPSMT
    /Gautami
    /GDT
    /Geometric231BT-BoldC
    /Geometric231BT-LightC
    /Geometric231BT-RomanC
    /GeometricSlab703BT-Bold
    /GeometricSlab703BT-BoldCond
    /GeometricSlab703BT-BoldItalic
    /GeometricSlab703BT-Light
    /GeometricSlab703BT-LightItalic
    /GeometricSlab703BT-Medium
    /GeometricSlab703BT-MediumCond
    /GeometricSlab703BT-MediumItalic
    /GeometricSlab703BT-XtraBold
    /GeorgeMelvilleSH
    /Georgia
    /Georgia-Bold
    /Georgia-BoldItalic
    /Georgia-Italic
    /Gigi-Regular
    /GillSansBC
    /GillSans-Bold
    /GillSans-BoldItalic
    /GillSansCondensed-Bold
    /GillSansCondensed-Regular
    /GillSansExtraBold-Regular
    /GillSans-Italic
    /GillSansLight-Italic
    /GillSansLight-Regular
    /GillSans-Regular
    /GoldMinePlain
    /Gonzo
    /GothicE
    /GothicG
    /GothicI
    /GoudyHandtooledBT-Regular
    /GoudyOldStyle-Bold
    /GoudyOldStyle-BoldItalic
    /GoudyOldStyleBT-Bold
    /GoudyOldStyleBT-BoldItalic
    /GoudyOldStyleBT-Italic
    /GoudyOldStyleBT-Roman
    /GoudyOldStyleExtrabold-Regular
    /GoudyOldStyle-Italic
    /GoudyOldStyle-Regular
    /GoudySansITCbyBT-Bold
    /GoudySansITCbyBT-BoldItalic
    /GoudySansITCbyBT-Medium
    /GoudySansITCbyBT-MediumItalic
    /GraceAdonisSH
    /Graeca
    /Graeca-Bold
    /Graeca-BoldItalic
    /Graeca-Italic
    /Graphos-Bold
    /Graphos-BoldItalic
    /Graphos-Italic
    /Graphos-Regular
    /GreekC
    /GreekS
    /GreekSans
    /GreekSans-Bold
    /GreekSans-BoldOblique
    /GreekSans-Oblique
    /Griffin
    /GrungeUpdate
    /Haettenschweiler
    /HankKhrushchevSH
    /HarlowSolid
    /HarpoonPlain
    /Harrington
    /HeatherRegular
    /Hebraica
    /HeleneHissBlackSH
    /Helvetica
    /Helvetica-Bold
    /Helvetica-BoldOblique
    /Helvetica-Narrow
    /Helvetica-Narrow-Bold
    /Helvetica-Narrow-BoldOblique
    /Helvetica-Narrow-Oblique
    /Helvetica-Oblique
    /HenryPatrickSH
    /Herald
    /HighTowerText-Italic
    /HighTowerText-Reg
    /HogBold-HMK
    /HogBook-HMK
    /HomePlanning
    /HomePlanning2
    /HomewardBoundPSMT
    /Humanist521BT-Bold
    /Humanist521BT-BoldCondensed
    /Humanist521BT-BoldItalic
    /Humanist521BT-Italic
    /Humanist521BT-Light
    /Humanist521BT-LightItalic
    /Humanist521BT-Roman
    /Humanist521BT-RomanCondensed
    /IBMPCDOS
    /IceAgeD
    /Impact
    /Incised901BT-Bold
    /Incised901BT-Light
    /Incised901BT-Roman
    /Industrial736BT-Italic
    /Informal011BT-Roman
    /InformalRoman-Regular
    /Intrepid
    /IntrepidBold
    /IntrepidOblique
    /Invitation
    /IPAExtras
    /IPAExtras-Bold
    /IPAHighLow
    /IPAHighLow-Bold
    /IPAKiel
    /IPAKiel-Bold
    /IPAKielSeven
    /IPAKielSeven-Bold
    /IPAsans
    /ISOCP
    /ISOCP2
    /ISOCP3
    /ISOCT
    /ISOCT2
    /ISOCT3
    /Italic
    /ItalicC
    /ItalicT
    /JesterRegular
    /Jokerman-Regular
    /JotMedium-HMK
    /JuiceITC-Regular
    /JupiterPSMT
    /KabelITCbyBT-Book
    /KabelITCbyBT-Ultra
    /KarlaJohnson5CursiveSH
    /KarlaJohnson5RegularSH
    /KarlaJohnson6BoldCursiveSH
    /KarlaJohnson6BoldSH
    /KarlaJohnson7ExtraBoldCursiveSH
    /KarlaJohnson7ExtraBoldSH
    /KarlKhayyamSH
    /Karnack
    /Kartika
    /Kashmir
    /KaufmannBT-Bold
    /KaufmannBT-Regular
    /KeplerStd-Black
    /KeplerStd-BlackIt
    /KeplerStd-Bold
    /KeplerStd-BoldIt
    /KeplerStd-Italic
    /KeplerStd-Light
    /KeplerStd-LightIt
    /KeplerStd-Medium
    /KeplerStd-MediumIt
    /KeplerStd-Regular
    /KeplerStd-Semibold
    /KeplerStd-SemiboldIt
    /KeystrokeNormal
    /Kidnap
    /KidsPlain
    /Kindergarten
    /KinoMT
    /KissMeKissMeKissMe
    /KoalaPSMT
    /KorinnaITCbyBT-Bold
    /KorinnaITCbyBT-KursivBold
    /KorinnaITCbyBT-KursivRegular
    /KorinnaITCbyBT-Regular
    /KristenITC-Regular
    /Kristin
    /KunstlerScript
    /KyotoSong
    /LainieDaySH
    /LandscapePlanning
    /Lapidary333BT-Bold
    /Lapidary333BT-BoldItalic
    /Lapidary333BT-Italic
    /Lapidary333BT-Roman
    /Latha
    /LatinoPal3LightItalicSH
    /LatinoPal3LightSH
    /LatinoPal4ItalicSH
    /LatinoPal4RomanSH
    /LatinoPal5DemiItalicSH
    /LatinoPal5DemiSH
    /LatinoPal6BoldItalicSH
    /LatinoPal6BoldSH
    /LatinoPal7ExtraBoldSH
    /LatinoPal8BlackSH
    /LatinoPalCond4RomanSH
    /LatinoPalCond5DemiSH
    /LatinoPalCond6BoldSH
    /LatinoPalExptRomanSH
    /LatinoPalSwashSH
    /LatinWidD
    /LatinWide
    /LeeToscanini3LightSH
    /LeeToscanini5RegularSH
    /LeeToscanini7BoldSH
    /LeeToscanini9BlackSH
    /LeeToscaniniInlineSH
    /LetterGothic12PitchBT-Bold
    /LetterGothic12PitchBT-BoldItal
    /LetterGothic12PitchBT-Italic
    /LetterGothic12PitchBT-Roman
    /LetterGothic-Bold
    /LetterGothic-BoldItalic
    /LetterGothic-Italic
    /LetterGothicMT
    /LetterGothicMT-Bold
    /LetterGothicMT-BoldOblique
    /LetterGothicMT-Oblique
    /LetterGothic-Regular
    /LibrarianRegular
    /LinusPSMT
    /Lithograph-Bold
    /LithographLight
    /LongIsland
    /LubalinGraphMdITCTT
    /LucidaBright
    /LucidaBright-Demi
    /LucidaBright-DemiItalic
    /LucidaBright-Italic
    /LucidaCalligraphy-Italic
    /LucidaConsole
    /LucidaFax
    /LucidaFax-Demi
    /LucidaFax-DemiItalic
    /LucidaFax-Italic
    /LucidaHandwriting-Italic
    /LucidaSans
    /LucidaSans-Demi
    /LucidaSans-DemiItalic
    /LucidaSans-Italic
    /LucidaSans-Typewriter
    /LucidaSans-TypewriterBold
    /LucidaSansUnicode
    /LydianCursiveBT-Regular
    /Magneto-Bold
    /Mangal-Regular
    /Map-Symbols
    /MarcusHobbesSH
    /Mariah
    /Marigold
    /MaritaMedium-HMK
    /MaritaScript-HMK
    /Market
    /MartinMaxxieSH
    /MathTypeMed
    /MatisseITC-Regular
    /MaturaMTScriptCapitals
    /MaudeMeadSH
    /MemorandumPSMT
    /Metro
    /Metrostyle-Bold
    /MetrostyleExtended-Bold
    /MetrostyleExtended-Regular
    /Metrostyle-Regular
    /MicrogrammaD-BoldExte
    /MicrosoftSansSerif
    /MikePicassoSH
    /MiniPicsLilEdibles
    /MiniPicsLilFolks
    /MiniPicsLilStuff
    /MischstabPopanz
    /MisterEarlBT-Regular
    /Mistral
    /ModerneDemi
    /ModerneDemiOblique
    /ModerneOblique
    /ModerneRegular
    /Modern-Regular
    /MonaLisaRecutITC-Normal
    /Monospace821BT-Bold
    /Monospace821BT-BoldItalic
    /Monospace821BT-Italic
    /Monospace821BT-Roman
    /Monotxt
    /MonotypeCorsiva
    /MonotypeSorts
    /MorrisonMedium
    /MorseCode
    /MotorPSMT
    /MSAM10
    /MSLineDrawPSMT
    /MS-Mincho
    /MSOutlook
    /MSReference1
    /MSReference2
    /MTEX
    /MTEXB
    /MTEXH
    /MT-Extra
    /MTGU
    /MTGUB
    /MTLS
    /MTLSB
    /MTMI
    /MTMIB
    /MTMIH
    /MTMS
    /MTMSB
    /MTMUB
    /MTMUH
    /MTSY
    /MTSYB
    /MTSYH
    /MT-Symbol
    /MTSYN
    /Music
    /MVBoli
    /MysticalPSMT
    /NagHammadiLS
    /NealCurieRuledSH
    /NealCurieSH
    /NebraskaPSMT
    /Neuropol-Medium
    /NevisonCasD
    /NewMilleniumSchlbkBoldItalicSH
    /NewMilleniumSchlbkBoldSH
    /NewMilleniumSchlbkExptSH
    /NewMilleniumSchlbkItalicSH
    /NewMilleniumSchlbkRomanSH
    /News702BT-Bold
    /News702BT-Italic
    /News702BT-Roman
    /Newton
    /NewZuricaBold
    /NewZuricaItalic
    /NewZuricaRegular
    /NiagaraEngraved-Reg
    /NiagaraSolid-Reg
    /NigelSadeSH
    /Nirvana
    /NuptialBT-Regular
    /OCRAbyBT-Regular
    /OfficePlanning
    /OldCentury
    /OldEnglishTextMT
    /Onyx
    /OnyxBT-Regular
    /OpenSymbol
    /OttawaPSMT
    /OttoMasonSH
    /OzHandicraftBT-Roman
    /OzzieBlack-Italic
    /OzzieBlack-Regular
    /PalatiaBold
    /PalatiaItalic
    /PalatiaRegular
    /PalatinoLinotype-Bold
    /PalatinoLinotype-BoldItalic
    /PalatinoLinotype-Italic
    /PalatinoLinotype-Roman
    /PalmSpringsPSMT
    /Pamela
    /PanRoman
    /ParadisePSMT
    /ParagonPSMT
    /ParamountBold
    /ParamountItalic
    /ParamountRegular
    /Parchment-Regular
    /ParisianBT-Regular
    /ParkAvenueBT-Regular
    /Patrick
    /Patriot
    /PaulPutnamSH
    /PcEncodingLowerSH
    /PcEncodingSH
    /Pegasus
    /PenguinLightPSMT
    /PennSilvaSH
    /Percival
    /PerfectRegular
    /Pfn2BlackItalic
    /Phantom
    /PhilSimmonsSH
    /Pickwick
    /PipelinePlain
    /Playbill
    /PoorRichard-Regular
    /Poster
    /PosterBodoniBT-Italic
    /PosterBodoniBT-Roman
    /Pristina-Regular
    /Proxy1
    /Proxy2
    /Proxy3
    /Proxy4
    /Proxy5
    /Proxy6
    /Proxy7
    /Proxy8
    /Proxy9
    /Prx1
    /Prx2
    /Prx3
    /Prx4
    /Prx5
    /Prx6
    /Prx7
    /Prx8
    /Prx9
    /Pythagoras
    /Raavi
    /Ranegund
    /Ravie
    /Ribbon131BT-Bold
    /RMTMI
    /RMTMIB
    /RMTMIH
    /RMTMUB
    /RMTMUH
    /RobWebsterExtraBoldSH
    /Rockwell
    /Rockwell-Bold
    /Rockwell-ExtraBold
    /Rockwell-Italic
    /RomanC
    /RomanD
    /RomanS
    /RomanT
    /Romantic
    /RomanticBold
    /RomanticItalic
    /Sahara
    /SalTintorettoSH
    /SamBarberInitialsSH
    /SamPlimsollSH
    /SansSerif
    /SansSerifBold
    /SansSerifBoldOblique
    /SansSerifOblique
    /Sceptre
    /ScribbleRegular
    /ScriptC
    /ScriptHebrew
    /ScriptS
    /Semaphore
    /SerifaBT-Black
    /SerifaBT-Bold
    /SerifaBT-Italic
    /SerifaBT-Roman
    /SerifaBT-Thin
    /Sfn2Bold
    /Sfn3Italic
    /ShelleyAllegroBT-Regular
    /ShelleyVolanteBT-Regular
    /ShellyMarisSH
    /SherwoodRegular
    /ShlomoAleichemSH
    /ShotgunBT-Regular
    /ShowcardGothic-Reg
    /Shruti
    /SignatureRegular
    /Signboard
    /SignetRoundhandATT-Italic
    /SignetRoundhand-Italic
    /SignLanguage
    /Signs
    /Simplex
    /SissyRomeoSH
    /SlimStravinskySH
    /SnapITC-Regular
    /SnellBT-Bold
    /Socket
    /Sonate
    /SouvenirITCbyBT-Demi
    /SouvenirITCbyBT-DemiItalic
    /SouvenirITCbyBT-Light
    /SouvenirITCbyBT-LightItalic
    /SpruceByingtonSH
    /SPSFont1Medium
    /SPSFont2Medium
    /SPSFont3Medium
    /SpsFont4Medium
    /SPSFont4Medium
    /SPSFont5Normal
    /SPSScript
    /SRegular
    /Staccato222BT-Regular
    /StageCoachRegular
    /StandoutRegular
    /StarTrekNextBT-ExtraBold
    /StarTrekNextPiBT-Regular
    /SteamerRegular
    /Stencil
    /StencilBT-Regular
    /Stewardson
    /Stonehenge
    /StopD
    /Storybook
    /Strict
    /Strider-Regular
    /StuyvesantBT-Regular
    /StylusBT
    /StylusRegular
    /SubwayRegular
    /SueVermeer4LightItalicSH
    /SueVermeer4LightSH
    /SueVermeer5MedItalicSH
    /SueVermeer5MediumSH
    /SueVermeer6DemiItalicSH
    /SueVermeer6DemiSH
    /SueVermeer7BoldItalicSH
    /SueVermeer7BoldSH
    /SunYatsenSH
    /SuperFrench
    /SuzanneQuillSH
    /Swiss721-BlackObliqueSWA
    /Swiss721-BlackSWA
    /Swiss721BT-Black
    /Swiss721BT-BlackCondensed
    /Swiss721BT-BlackCondensedItalic
    /Swiss721BT-BlackExtended
    /Swiss721BT-BlackItalic
    /Swiss721BT-BlackOutline
    /Swiss721BT-Bold
    /Swiss721BT-BoldCondensed
    /Swiss721BT-BoldCondensedItalic
    /Swiss721BT-BoldCondensedOutline
    /Swiss721BT-BoldExtended
    /Swiss721BT-BoldItalic
    /Swiss721BT-BoldOutline
    /Swiss721BT-Italic
    /Swiss721BT-ItalicCondensed
    /Swiss721BT-Light
    /Swiss721BT-LightCondensed
    /Swiss721BT-LightCondensedItalic
    /Swiss721BT-LightExtended
    /Swiss721BT-LightItalic
    /Swiss721BT-Roman
    /Swiss721BT-RomanCondensed
    /Swiss721BT-RomanExtended
    /Swiss721BT-Thin
    /Swiss721-LightObliqueSWA
    /Swiss721-LightSWA
    /Swiss911BT-ExtraCompressed
    /Swiss921BT-RegularA
    /Syastro
    /Sylfaen
    /Symap
    /Symath
    /SymbolGreek
    /SymbolGreek-Bold
    /SymbolGreek-BoldItalic
    /SymbolGreek-Italic
    /SymbolGreekP
    /SymbolGreekP-Bold
    /SymbolGreekP-BoldItalic
    /SymbolGreekP-Italic
    /SymbolGreekPMono
    /SymbolMT
    /SymbolProportionalBT-Regular
    /SymbolsAPlentySH
    /Symeteo
    /Symusic
    /Tahoma
    /Tahoma-Bold
    /TahomaItalic
    /TamFlanahanSH
    /Technic
    /TechnicalItalic
    /TechnicalPlain
    /TechnicBold
    /TechnicLite
    /Tekton-Bold
    /Teletype
    /TempsExptBoldSH
    /TempsExptItalicSH
    /TempsExptRomanSH
    /TempsSwashSH
    /TempusSansITC
    /TessHoustonSH
    /TexCatlinObliqueSH
    /TexCatlinSH
    /Thrust
    /Times-Bold
    /Times-BoldItalic
    /Times-BoldOblique
    /Times-ExtraBold
    /Times-Italic
    /TimesNewRomanMT-ExtraBold
    /TimesNewRomanPS-BoldItalicMT
    /TimesNewRomanPS-BoldMT
    /TimesNewRomanPS-ItalicMT
    /TimesNewRomanPSMT
    /Times-Oblique
    /Times-Roman
    /Times-Semibold
    /Times-SemiboldItalic
    /TimesUnic-Bold
    /TimesUnic-BoldItalic
    /TimesUnic-Italic
    /TimesUnic-Regular
    /TonyWhiteSH
    /TransCyrillic
    /TransCyrillic-Bold
    /TransCyrillic-BoldItalic
    /TransCyrillic-Italic
    /Transistor
    /Transitional521BT-BoldA
    /Transitional521BT-CursiveA
    /Transitional521BT-RomanA
    /TranslitLS
    /TranslitLS-Bold
    /TranslitLS-BoldItalic
    /TranslitLS-Italic
    /TransRoman
    /TransRoman-Bold
    /TransRoman-BoldItalic
    /TransRoman-Italic
    /TransSlavic
    /TransSlavic-Bold
    /TransSlavic-BoldItalic
    /TransSlavic-Italic
    /Trebuchet-BoldItalic
    /TrebuchetMS
    /TrebuchetMS-Bold
    /TrebuchetMS-Italic
    /TribuneBold
    /TribuneItalic
    /TribuneRegular
    /Tristan
    /TrotsLight-HMK
    /TrotsMedium-HMK
    /TubularRegular
    /Tunga-Regular
    /Txt
    /TypoUprightBT-Regular
    /UmbraBT-Regular
    /UmbrellaPSMT
    /UncialLS
    /Unicorn
    /UnicornPSMT
    /Univers
    /UniversalMath1BT-Regular
    /Univers-Bold
    /Univers-BoldItalic
    /UniversCondensed
    /UniversCondensed-Bold
    /UniversCondensed-BoldItalic
    /UniversCondensed-Italic
    /UniversCondensed-Medium
    /UniversCondensed-MediumItalic
    /Univers-CondensedOblique
    /UniversExtended-Bold
    /UniversExtended-BoldItalic
    /UniversExtended-Medium
    /UniversExtended-MediumItalic
    /Univers-Italic
    /UniversityRomanBT-Regular
    /UniversLightCondensed-Italic
    /UniversLightCondensed-Regular
    /Univers-Medium
    /Univers-MediumItalic
    /URWWoodTypD
    /USABlackPSMT
    /USALightPSMT
    /Vagabond
    /Venetian301BT-Demi
    /Venetian301BT-DemiItalic
    /Venetian301BT-Italic
    /Venetian301BT-Roman
    /Verdana
    /Verdana-Bold
    /Verdana-BoldItalic
    /Verdana-Italic
    /VinerHandITC
    /VinetaBT-Regular
    /Vivaldii
    /VladimirScript
    /VoguePSMT
    /Vrinda
    /WaldoIconsNormalA
    /WaltHarringtonSH
    /Webdings
    /Weiland
    /WesHollidaySH
    /Wingdings-Regular
    /WP-HebrewDavid
    /XavierPlatoSH
    /YuriKaySH
    /ZapfChanceryITCbyBT-Bold
    /ZapfChanceryITCbyBT-Medium
    /ZapfDingbatsITCbyBT-Regular
    /ZapfElliptical711BT-Bold
    /ZapfElliptical711BT-BoldItalic
    /ZapfElliptical711BT-Italic
    /ZapfElliptical711BT-Roman
    /ZapfHumanist601BT-Bold
    /ZapfHumanist601BT-BoldItalic
    /ZapfHumanist601BT-Italic
    /ZapfHumanist601BT-Roman
    /ZappedChancellorMedItalicSH
    /ZurichBT-BlackExtended
    /ZurichBT-Bold
    /ZurichBT-BoldCondensed
    /ZurichBT-BoldCondensedItalic
    /ZurichBT-BoldItalic
    /ZurichBT-ExtraCondensed
    /ZurichBT-Italic
    /ZurichBT-ItalicCondensed
    /ZurichBT-Light
    /ZurichBT-LightCondensed
    /ZurichBT-Roman
    /ZurichBT-RomanCondensed
    /ZurichBT-RomanExtended
    /ZurichBT-UltraBlackExtended
    /ZWAdobeF
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 150
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 150
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 600
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org?)
  /PDFXTrapped /False

  /SyntheticBoldness 1.000000
  /Description <<
    /DEU <>
    /ENU <>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [2834.646 2834.646]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (None)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (ISO Coated)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Perceptual
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /sRGB
  /DoThumbnails true
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 524288
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
    /AardvarkPSMT
    /AceBinghamSH
    /AddisonLibbySH
    /AGaramond-Italic
    /AGaramond-Regular
    /AkbarPlain
    /Albertus-Bold
    /AlbertusExtraBold-Regular
    /AlbertusMedium-Italic
    /AlbertusMedium-Regular
    /AlfonsoWhiteheadSH
    /Algerian
    /AllegroBT-Regular
    /AmarilloUSAF
    /AmazoneBT-Regular
    /AmeliaBT-Regular
    /AmerigoBT-BoldA
    /AmerTypewriterITCbyBT-Medium
    /AndaleMono
    /AndyMacarthurSH
    /Animals
    /AnneBoleynSH
    /Annifont
    /AntiqueOlive-Bold
    /AntiqueOliveCompact-Regular
    /AntiqueOlive-Italic
    /AntiqueOlive-Regular
    /AntonioMountbattenSH
    /ArabiaPSMT
    /AradLevelVI
    /ArchitecturePlain
    /Arial-Black
    /Arial-BlackItalic
    /Arial-BoldItalicMT
    /Arial-BoldMT
    /Arial-ItalicMT
    /ArialMT
    /ArialMTBlack-Regular
    /ArialNarrow
    /ArialNarrow-Bold
    /ArialNarrow-BoldItalic
    /ArialNarrow-Italic
    /ArialRoundedMTBold
    /ArialUnicodeLight
    /ArialUnicodeLight-Bold
    /ArialUnicodeLight-BoldItalic
    /ArialUnicodeLight-Italic
    /ArrowsAPlentySH
    /ArrusBT-Bold
    /ArrusBT-BoldItalic
    /ArrusBT-Italic
    /ArrusBT-Roman
    /Asiana
    /AssadSadatSH
    /AvalonPSMT
    /AvantGardeITCbyBT-Book
    /AvantGardeITCbyBT-BookOblique
    /AvantGardeITCbyBT-Demi
    /AvantGardeITCbyBT-DemiOblique
    /AvantGardeITCbyBT-Medium
    /AvantGardeITCbyBT-MediumOblique
    /BankGothicBT-Light
    /BankGothicBT-Medium
    /Baskerville-Bold
    /Baskerville-Normal
    /Baskerville-Normal-Italic
    /BaskOldFace
    /Bauhaus93
    /Bavand
    /BazookaRegular
    /BeauTerrySH
    /BECROSS
    /BedrockPlain
    /BeeskneesITC
    /BellMT
    /BellMTBold
    /BellMTItalic
    /BenguiatITCbyBT-Bold
    /BenguiatITCbyBT-BoldItalic
    /BenguiatITCbyBT-Book
    /BenguiatITCbyBT-BookItalic
    /BennieGoetheSH
    /BerlinSansFB-Bold
    /BerlinSansFBDemi-Bold
    /BerlinSansFB-Reg
    /BernardMT-Condensed
    /BernhardBoldCondensedBT-Regular
    /BernhardFashionBT-Regular
    /BernhardModernBT-Bold
    /BernhardModernBT-BoldItalic
    /BernhardModernBT-Italic
    /BernhardModernBT-Roman
    /Bethel
    /BibiGodivaSH
    /BibiNehruSH
    /BKenwood-Regular
    /BlackadderITC-Regular
    /BlondieBurtonSH
    /BodoniBlack-Regular
    /Bodoni-Bold
    /Bodoni-BoldItalic
    /BodoniBT-Bold
    /BodoniBT-BoldItalic
    /BodoniBT-Italic
    /BodoniBT-Roman
    /Bodoni-Italic
    /BodoniMTPosterCompressed
    /Bodoni-Regular
    /BookAntiqua
    /BookAntiqua-Bold
    /BookAntiqua-BoldItalic
    /BookAntiqua-Italic
    /BookmanOldStyle
    /BookmanOldStyle-Bold
    /BookmanOldStyle-BoldItalic
    /BookmanOldStyle-Italic
    /BookshelfSymbolFive
    /BookshelfSymbolFour
    /BookshelfSymbolOne-Regular
    /BookshelfSymbolThree-Regular
    /BookshelfSymbolTwo-Regular
    /BookwomanDemiItalicSH
    /BookwomanDemiSH
    /BookwomanExptLightSH
    /BookwomanLightItalicSH
    /BookwomanLightSH
    /BookwomanMonoLightSH
    /BookwomanSwashDemiSH
    /BookwomanSwashLightSH
    /BoulderRegular
    /BradleyHandITC
    /Braggadocio
    /BrailleSH
    /BRectangular
    /BremenBT-Bold
    /BritannicBold
    /Broadview
    /Broadway
    /BroadwayBT-Regular
    /BRubber
    /Brush445BT-Regular
    /BrushScriptMT
    /BSorbonna
    /BStranger
    /BTriumph
    /BuckyMerlinSH
    /BusoramaITCbyBT-Medium
    /Caesar
    /CalifornianFB-Bold
    /CalifornianFB-Italic
    /CalifornianFB-Reg
    /CalisMTBol
    /CalistoMT
    /CalistoMT-Italic
    /CalligrapherRegular
    /CameronStendahlSH
    /Candy
    /CandyCaneUnregistered
    /CankerSore
    /CarlTellerSH
    /CarrieCattSH
    /CaslonOpenfaceBT-Regular
    /CassTaylorSH
    /CDOT
    /Centaur
    /CenturyGothic
    /CenturyGothic-Bold
    /CenturyGothic-BoldItalic
    /CenturyGothic-Italic
    /CenturyOldStyle-BoldItalic
    /CenturySchoolbook
    /CenturySchoolbook-Bold
    /CenturySchoolbook-BoldItalic
    /CenturySchoolbook-Italic
    /Cezanne
    /CGOmega-Bold
    /CGOmega-BoldItalic
    /CGOmega-Italic
    /CGOmega-Regular
    /CGTimes-Bold
    /CGTimes-BoldItalic
    /CGTimes-Italic
    /CGTimes-Regular
    /Charting
    /ChartreuseParsonsSH
    /ChaseCallasSH
    /ChasThirdSH
    /ChaucerRegular
    /CheltenhamITCbyBT-Bold
    /CheltenhamITCbyBT-BoldItalic
    /CheltenhamITCbyBT-Book
    /CheltenhamITCbyBT-BookItalic
    /ChildBonaparteSH
    /Chiller-Regular
    /ChuckWarrenChiselSH
    /ChuckWarrenDesignSH
    /CityBlueprint
    /Clarendon-Bold
    /Clarendon-Book
    /ClarendonCondensedBold
    /ClarendonCondensed-Bold
    /ClarendonExtended-Bold
    /ClassicalGaramondBT-Bold
    /ClassicalGaramondBT-BoldItalic
    /ClassicalGaramondBT-Italic
    /ClassicalGaramondBT-Roman
    /ClaudeCaesarSH
    /CLI
    /Clocks
    /ClosetoMe
    /CluKennedySH
    /CMBX10
    /CMBX5
    /CMBX7
    /CMEX10
    /CMMI10
    /CMMI5
    /CMMI7
    /CMMIB10
    /CMR10
    /CMR5
    /CMR7
    /CMSL10
    /CMSY10
    /CMSY5
    /CMSY7
    /CMTI10
    /CMTT10
    /CoffeeCamusInitialsSH
    /ColetteColeridgeSH
    /ColonnaMT
    /ComicSansMS
    /ComicSansMS-Bold
    /CommercialPiBT-Regular
    /CommercialScriptBT-Regular
    /Complex
    /CooperBlack
    /CooperBT-BlackHeadline
    /CooperBT-BlackItalic
    /CooperBT-Bold
    /CooperBT-BoldItalic
    /CooperBT-Medium
    /CooperBT-MediumItalic
    /CooperPlanck2LightSH
    /CooperPlanck4SH
    /CooperPlanck6BoldSH
    /CopperplateGothicBT-Bold
    /CopperplateGothicBT-Roman
    /CopperplateGothicBT-RomanCond
    /CopticLS
    /Cornerstone
    /Coronet
    /CoronetItalic
    /Cotillion
    /CountryBlueprint
    /CourierNewPS-BoldItalicMT
    /CourierNewPS-BoldMT
    /CourierNewPS-ItalicMT
    /CourierNewPSMT
    /CSSubscript
    /CSSubscriptBold
    /CSSubscriptItalic
    /CSSuperscript
    /CSSuperscriptBold
    /Cuckoo
    /CurlzMT
    /CybilListzSH
    /CzarBold
    /CzarBoldItalic
    /CzarItalic
    /CzarNormal
    /DauphinPlain
    /DawnCastleBold
    /DawnCastlePlain
    /Dekker
    /DellaRobbiaBT-Bold
    /DellaRobbiaBT-Roman
    /Denmark
    /Desdemona
    /Diploma
    /DizzyDomingoSH
    /DizzyFeiningerSH
    /DocTermanBoldSH
    /DodgenburnA
    /DodoCasalsSH
    /DodoDiogenesSH
    /DomCasualBT-Regular
    /Durian-Republik
    /Dutch801BT-Bold
    /Dutch801BT-BoldItalic
    /Dutch801BT-ExtraBold
    /Dutch801BT-Italic
    /Dutch801BT-Roman
    /EBT's-cmbx10
    /EBT's-cmex10
    /EBT's-cmmi10
    /EBT's-cmmi5
    /EBT's-cmmi7
    /EBT's-cmr10
    /EBT's-cmr5
    /EBT's-cmr7
    /EBT's-cmsy10
    /EBT's-cmsy5
    /EBT's-cmsy7
    /EdithDaySH
    /Elephant-Italic
    /Elephant-Regular
    /EmGravesSH
    /EngelEinsteinSH
    /English111VivaceBT-Regular
    /English157BT-Regular
    /EngraversGothicBT-Regular
    /EngraversOldEnglishBT-Bold
    /EngraversOldEnglishBT-Regular
    /EngraversRomanBT-Bold
    /EngraversRomanBT-Regular
    /EnviroD
    /ErasITC-Bold
    /ErasITC-Demi
    /ErasITC-Light
    /ErasITC-Medium
    /ErasITC-Ultra
    /ErnestBlochSH
    /EstrangeloEdessa
    /Euclid
    /Euclid-Bold
    /Euclid-BoldItalic
    /EuclidExtra
    /EuclidExtra-Bold
    /EuclidFraktur
    /EuclidFraktur-Bold
    /Euclid-Italic
    /EuclidMathOne
    /EuclidMathOne-Bold
    /EuclidMathTwo
    /EuclidMathTwo-Bold
    /EuclidSymbol
    /EuclidSymbol-Bold
    /EuclidSymbol-BoldItalic
    /EuclidSymbol-Italic
    /EuroRoman
    /EuroRomanOblique
    /ExxPresleySH
    /FencesPlain
    /Fences-Regular
    /FifthAvenue
    /FigurineCrrCB
    /FigurineCrrCBBold
    /FigurineCrrCBBoldItalic
    /FigurineCrrCBItalic
    /FigurineTmsCB
    /FigurineTmsCBBold
    /FigurineTmsCBBoldItalic
    /FigurineTmsCBItalic
    /FillmoreRegular
    /Fitzgerald
    /Flareserif821BT-Roman
    /FleurFordSH
    /Fontdinerdotcom
    /FontdinerdotcomSparkly
    /FootlightMTLight
    /ForefrontBookObliqueSH
    /ForefrontBookSH
    /ForefrontDemiObliqueSH
    /ForefrontDemiSH
    /Fortress
    /FractionsAPlentySH
    /FrakturPlain
    /Franciscan
    /FranklinGothic-Medium
    /FranklinGothic-MediumItalic
    /FranklinUnic
    /FredFlahertySH
    /Freehand575BT-RegularB
    /Freehand591BT-RegularA
    /FreestyleScript-Regular
    /Frutiger-Roman
    /FTPMultinational
    /FTPMultinational-Bold
    /FujiyamaPSMT
    /FuturaBlackBT-Regular
    /FuturaBT-Bold
    /FuturaBT-BoldCondensed
    /FuturaBT-BoldItalic
    /FuturaBT-Book
    /FuturaBT-BookItalic
    /FuturaBT-ExtraBlack
    /FuturaBT-ExtraBlackCondensed
    /FuturaBT-ExtraBlackCondItalic
    /FuturaBT-ExtraBlackItalic
    /FuturaBT-Light
    /FuturaBT-LightItalic
    /FuturaBT-Medium
    /FuturaBT-MediumCondensed
    /FuturaBT-MediumItalic
    /GabbyGauguinSH
    /GalliardITCbyBT-Bold
    /GalliardITCbyBT-BoldItalic
    /GalliardITCbyBT-Italic
    /GalliardITCbyBT-Roman
    /Garamond
    /Garamond-Antiqua
    /Garamond-Bold
    /Garamond-Halbfett
    /Garamond-Italic
    /Garamond-Kursiv
    /Garamond-KursivHalbfett
    /Garcia
    /GarryMondrian3LightItalicSH
    /GarryMondrian3LightSH
    /GarryMondrian4BookItalicSH
    /GarryMondrian4BookSH
    /GarryMondrian5SBldItalicSH
    /GarryMondrian5SBldSH
    /GarryMondrian6BoldItalicSH
    /GarryMondrian6BoldSH
    /GarryMondrian7ExtraBoldSH
    /GarryMondrian8UltraSH
    /GarryMondrianCond3LightSH
    /GarryMondrianCond4BookSH
    /GarryMondrianCond5SBldSH
    /GarryMondrianCond6BoldSH
    /GarryMondrianCond7ExtraBoldSH
    /GarryMondrianCond8UltraSH
    /GarryMondrianExpt3LightSH
    /GarryMondrianExpt4BookSH
    /GarryMondrianExpt5SBldSH
    /GarryMondrianExpt6BoldSH
    /GarryMondrianSwashSH
    /Gaslight
    /GatineauPSMT
    /Gautami
    /GDT
    /Geometric231BT-BoldC
    /Geometric231BT-LightC
    /Geometric231BT-RomanC
    /GeometricSlab703BT-Bold
    /GeometricSlab703BT-BoldCond
    /GeometricSlab703BT-BoldItalic
    /GeometricSlab703BT-Light
    /GeometricSlab703BT-LightItalic
    /GeometricSlab703BT-Medium
    /GeometricSlab703BT-MediumCond
    /GeometricSlab703BT-MediumItalic
    /GeometricSlab703BT-XtraBold
    /GeorgeMelvilleSH
    /Georgia
    /Georgia-Bold
    /Georgia-BoldItalic
    /Georgia-Italic
    /Gigi-Regular
    /GillSansBC
    /GillSans-Bold
    /GillSans-BoldItalic
    /GillSansCondensed-Bold
    /GillSansCondensed-Regular
    /GillSansExtraBold-Regular
    /GillSans-Italic
    /GillSansLight-Italic
    /GillSansLight-Regular
    /GillSans-Regular
    /GoldMinePlain
    /Gonzo
    /GothicE
    /GothicG
    /GothicI
    /GoudyHandtooledBT-Regular
    /GoudyOldStyle-Bold
    /GoudyOldStyle-BoldItalic
    /GoudyOldStyleBT-Bold
    /GoudyOldStyleBT-BoldItalic
    /GoudyOldStyleBT-Italic
    /GoudyOldStyleBT-Roman
    /GoudyOldStyleExtrabold-Regular
    /GoudyOldStyle-Italic
    /GoudyOldStyle-Regular
    /GoudySansITCbyBT-Bold
    /GoudySansITCbyBT-BoldItalic
    /GoudySansITCbyBT-Medium
    /GoudySansITCbyBT-MediumItalic
    /GraceAdonisSH
    /Graeca
    /Graeca-Bold
    /Graeca-BoldItalic
    /Graeca-Italic
    /Graphos-Bold
    /Graphos-BoldItalic
    /Graphos-Italic
    /Graphos-Regular
    /GreekC
    /GreekS
    /GreekSans
    /GreekSans-Bold
    /GreekSans-BoldOblique
    /GreekSans-Oblique
    /Griffin
    /GrungeUpdate
    /Haettenschweiler
    /HankKhrushchevSH
    /HarlowSolid
    /HarpoonPlain
    /Harrington
    /HeatherRegular
    /Hebraica
    /HeleneHissBlackSH
    /Helvetica
    /Helvetica-Bold
    /Helvetica-BoldOblique
    /Helvetica-Narrow
    /Helvetica-Narrow-Bold
    /Helvetica-Narrow-BoldOblique
    /Helvetica-Narrow-Oblique
    /Helvetica-Oblique
    /HenryPatrickSH
    /Herald
    /HighTowerText-Italic
    /HighTowerText-Reg
    /HogBold-HMK
    /HogBook-HMK
    /HomePlanning
    /HomePlanning2
    /HomewardBoundPSMT
    /Humanist521BT-Bold
    /Humanist521BT-BoldCondensed
    /Humanist521BT-BoldItalic
    /Humanist521BT-Italic
    /Humanist521BT-Light
    /Humanist521BT-LightItalic
    /Humanist521BT-Roman
    /Humanist521BT-RomanCondensed
    /IBMPCDOS
    /IceAgeD
    /Impact
    /Incised901BT-Bold
    /Incised901BT-Light
    /Incised901BT-Roman
    /Industrial736BT-Italic
    /Informal011BT-Roman
    /InformalRoman-Regular
    /Intrepid
    /IntrepidBold
    /IntrepidOblique
    /Invitation
    /IPAExtras
    /IPAExtras-Bold
    /IPAHighLow
    /IPAHighLow-Bold
    /IPAKiel
    /IPAKiel-Bold
    /IPAKielSeven
    /IPAKielSeven-Bold
    /IPAsans
    /ISOCP
    /ISOCP2
    /ISOCP3
    /ISOCT
    /ISOCT2
    /ISOCT3
    /Italic
    /ItalicC
    /ItalicT
    /JesterRegular
    /Jokerman-Regular
    /JotMedium-HMK
    /JuiceITC-Regular
    /JupiterPSMT
    /KabelITCbyBT-Book
    /KabelITCbyBT-Ultra
    /KarlaJohnson5CursiveSH
    /KarlaJohnson5RegularSH
    /KarlaJohnson6BoldCursiveSH
    /KarlaJohnson6BoldSH
    /KarlaJohnson7ExtraBoldCursiveSH
    /KarlaJohnson7ExtraBoldSH
    /KarlKhayyamSH
    /Karnack
    /Kartika
    /Kashmir
    /KaufmannBT-Bold
    /KaufmannBT-Regular
    /KeplerStd-Black
    /KeplerStd-BlackIt
    /KeplerStd-Bold
    /KeplerStd-BoldIt
    /KeplerStd-Italic
    /KeplerStd-Light
    /KeplerStd-LightIt
    /KeplerStd-Medium
    /KeplerStd-MediumIt
    /KeplerStd-Regular
    /KeplerStd-Semibold
    /KeplerStd-SemiboldIt
    /KeystrokeNormal
    /Kidnap
    /KidsPlain
    /Kindergarten
    /KinoMT
    /KissMeKissMeKissMe
    /KoalaPSMT
    /KorinnaITCbyBT-Bold
    /KorinnaITCbyBT-KursivBold
    /KorinnaITCbyBT-KursivRegular
    /KorinnaITCbyBT-Regular
    /KristenITC-Regular
    /Kristin
    /KunstlerScript
    /KyotoSong
    /LainieDaySH
    /LandscapePlanning
    /Lapidary333BT-Bold
    /Lapidary333BT-BoldItalic
    /Lapidary333BT-Italic
    /Lapidary333BT-Roman
    /Latha
    /LatinoPal3LightItalicSH
    /LatinoPal3LightSH
    /LatinoPal4ItalicSH
    /LatinoPal4RomanSH
    /LatinoPal5DemiItalicSH
    /LatinoPal5DemiSH
    /LatinoPal6BoldItalicSH
    /LatinoPal6BoldSH
    /LatinoPal7ExtraBoldSH
    /LatinoPal8BlackSH
    /LatinoPalCond4RomanSH
    /LatinoPalCond5DemiSH
    /LatinoPalCond6BoldSH
    /LatinoPalExptRomanSH
    /LatinoPalSwashSH
    /LatinWidD
    /LatinWide
    /LeeToscanini3LightSH
    /LeeToscanini5RegularSH
    /LeeToscanini7BoldSH
    /LeeToscanini9BlackSH
    /LeeToscaniniInlineSH
    /LetterGothic12PitchBT-Bold
    /LetterGothic12PitchBT-BoldItal
    /LetterGothic12PitchBT-Italic
    /LetterGothic12PitchBT-Roman
    /LetterGothic-Bold
    /LetterGothic-BoldItalic
    /LetterGothic-Italic
    /LetterGothicMT
    /LetterGothicMT-Bold
    /LetterGothicMT-BoldOblique
    /LetterGothicMT-Oblique
    /LetterGothic-Regular
    /LibrarianRegular
    /LinusPSMT
    /Lithograph-Bold
    /LithographLight
    /LongIsland
    /LubalinGraphMdITCTT
    /LucidaBright
    /LucidaBright-Demi
    /LucidaBright-DemiItalic
    /LucidaBright-Italic
    /LucidaCalligraphy-Italic
    /LucidaConsole
    /LucidaFax
    /LucidaFax-Demi
    /LucidaFax-DemiItalic
    /LucidaFax-Italic
    /LucidaHandwriting-Italic
    /LucidaSans
    /LucidaSans-Demi
    /LucidaSans-DemiItalic
    /LucidaSans-Italic
    /LucidaSans-Typewriter
    /LucidaSans-TypewriterBold
    /LucidaSansUnicode
    /LydianCursiveBT-Regular
    /Magneto-Bold
    /Mangal-Regular
    /Map-Symbols
    /MarcusHobbesSH
    /Mariah
    /Marigold
    /MaritaMedium-HMK
    /MaritaScript-HMK
    /Market
    /MartinMaxxieSH
    /MathTypeMed
    /MatisseITC-Regular
    /MaturaMTScriptCapitals
    /MaudeMeadSH
    /MemorandumPSMT
    /Metro
    /Metrostyle-Bold
    /MetrostyleExtended-Bold
    /MetrostyleExtended-Regular
    /Metrostyle-Regular
    /MicrogrammaD-BoldExte
    /MicrosoftSansSerif
    /MikePicassoSH
    /MiniPicsLilEdibles
    /MiniPicsLilFolks
    /MiniPicsLilStuff
    /MischstabPopanz
    /MisterEarlBT-Regular
    /Mistral
    /ModerneDemi
    /ModerneDemiOblique
    /ModerneOblique
    /ModerneRegular
    /Modern-Regular
    /MonaLisaRecutITC-Normal
    /Monospace821BT-Bold
    /Monospace821BT-BoldItalic
    /Monospace821BT-Italic
    /Monospace821BT-Roman
    /Monotxt
    /MonotypeCorsiva
    /MonotypeSorts
    /MorrisonMedium
    /MorseCode
    /MotorPSMT
    /MSAM10
    /MSLineDrawPSMT
    /MS-Mincho
    /MSOutlook
    /MSReference1
    /MSReference2
    /MTEX
    /MTEXB
    /MTEXH
    /MT-Extra
    /MTGU
    /MTGUB
    /MTLS
    /MTLSB
    /MTMI
    /MTMIB
    /MTMIH
    /MTMS
    /MTMSB
    /MTMUB
    /MTMUH
    /MTSY
    /MTSYB
    /MTSYH
    /MT-Symbol
    /MTSYN
    /Music
    /MVBoli
    /MysticalPSMT
    /NagHammadiLS
    /NealCurieRuledSH
    /NealCurieSH
    /NebraskaPSMT
    /Neuropol-Medium
    /NevisonCasD
    /NewMilleniumSchlbkBoldItalicSH
    /NewMilleniumSchlbkBoldSH
    /NewMilleniumSchlbkExptSH
    /NewMilleniumSchlbkItalicSH
    /NewMilleniumSchlbkRomanSH
    /News702BT-Bold
    /News702BT-Italic
    /News702BT-Roman
    /Newton
    /NewZuricaBold
    /NewZuricaItalic
    /NewZuricaRegular
    /NiagaraEngraved-Reg
    /NiagaraSolid-Reg
    /NigelSadeSH
    /Nirvana
    /NuptialBT-Regular
    /OCRAbyBT-Regular
    /OfficePlanning
    /OldCentury
    /OldEnglishTextMT
    /Onyx
    /OnyxBT-Regular
    /OpenSymbol
    /OttawaPSMT
    /OttoMasonSH
    /OzHandicraftBT-Roman
    /OzzieBlack-Italic
    /OzzieBlack-Regular
    /PalatiaBold
    /PalatiaItalic
    /PalatiaRegular
    /PalatinoLinotype-Bold
    /PalatinoLinotype-BoldItalic
    /PalatinoLinotype-Italic
    /PalatinoLinotype-Roman
    /PalmSpringsPSMT
    /Pamela
    /PanRoman
    /ParadisePSMT
    /ParagonPSMT
    /ParamountBold
    /ParamountItalic
    /ParamountRegular
    /Parchment-Regular
    /ParisianBT-Regular
    /ParkAvenueBT-Regular
    /Patrick
    /Patriot
    /PaulPutnamSH
    /PcEncodingLowerSH
    /PcEncodingSH
    /Pegasus
    /PenguinLightPSMT
    /PennSilvaSH
    /Percival
    /PerfectRegular
    /Pfn2BlackItalic
    /Phantom
    /PhilSimmonsSH
    /Pickwick
    /PipelinePlain
    /Playbill
    /PoorRichard-Regular
    /Poster
    /PosterBodoniBT-Italic
    /PosterBodoniBT-Roman
    /Pristina-Regular
    /Proxy1
    /Proxy2
    /Proxy3
    /Proxy4
    /Proxy5
    /Proxy6
    /Proxy7
    /Proxy8
    /Proxy9
    /Prx1
    /Prx2
    /Prx3
    /Prx4
    /Prx5
    /Prx6
    /Prx7
    /Prx8
    /Prx9
    /Pythagoras
    /Raavi
    /Ranegund
    /Ravie
    /Ribbon131BT-Bold
    /RMTMI
    /RMTMIB
    /RMTMIH
    /RMTMUB
    /RMTMUH
    /RobWebsterExtraBoldSH
    /Rockwell
    /Rockwell-Bold
    /Rockwell-ExtraBold
    /Rockwell-Italic
    /RomanC
    /RomanD
    /RomanS
    /RomanT
    /Romantic
    /RomanticBold
    /RomanticItalic
    /Sahara
    /SalTintorettoSH
    /SamBarberInitialsSH
    /SamPlimsollSH
    /SansSerif
    /SansSerifBold
    /SansSerifBoldOblique
    /SansSerifOblique
    /Sceptre
    /ScribbleRegular
    /ScriptC
    /ScriptHebrew
    /ScriptS
    /Semaphore
    /SerifaBT-Black
    /SerifaBT-Bold
    /SerifaBT-Italic
    /SerifaBT-Roman
    /SerifaBT-Thin
    /Sfn2Bold
    /Sfn3Italic
    /ShelleyAllegroBT-Regular
    /ShelleyVolanteBT-Regular
    /ShellyMarisSH
    /SherwoodRegular
    /ShlomoAleichemSH
    /ShotgunBT-Regular
    /ShowcardGothic-Reg
    /Shruti
    /SignatureRegular
    /Signboard
    /SignetRoundhandATT-Italic
    /SignetRoundhand-Italic
    /SignLanguage
    /Signs
    /Simplex
    /SissyRomeoSH
    /SlimStravinskySH
    /SnapITC-Regular
    /SnellBT-Bold
    /Socket
    /Sonate
    /SouvenirITCbyBT-Demi
    /SouvenirITCbyBT-DemiItalic
    /SouvenirITCbyBT-Light
    /SouvenirITCbyBT-LightItalic
    /SpruceByingtonSH
    /SPSFont1Medium
    /SPSFont2Medium
    /SPSFont3Medium
    /SpsFont4Medium
    /SPSFont4Medium
    /SPSFont5Normal
    /SPSScript
    /SRegular
    /Staccato222BT-Regular
    /StageCoachRegular
    /StandoutRegular
    /StarTrekNextBT-ExtraBold
    /StarTrekNextPiBT-Regular
    /SteamerRegular
    /Stencil
    /StencilBT-Regular
    /Stewardson
    /Stonehenge
    /StopD
    /Storybook
    /Strict
    /Strider-Regular
    /StuyvesantBT-Regular
    /StylusBT
    /StylusRegular
    /SubwayRegular
    /SueVermeer4LightItalicSH
    /SueVermeer4LightSH
    /SueVermeer5MedItalicSH
    /SueVermeer5MediumSH
    /SueVermeer6DemiItalicSH
    /SueVermeer6DemiSH
    /SueVermeer7BoldItalicSH
    /SueVermeer7BoldSH
    /SunYatsenSH
    /SuperFrench
    /SuzanneQuillSH
    /Swiss721-BlackObliqueSWA
    /Swiss721-BlackSWA
    /Swiss721BT-Black
    /Swiss721BT-BlackCondensed
    /Swiss721BT-BlackCondensedItalic
    /Swiss721BT-BlackExtended
    /Swiss721BT-BlackItalic
    /Swiss721BT-BlackOutline
    /Swiss721BT-Bold
    /Swiss721BT-BoldCondensed
    /Swiss721BT-BoldCondensedItalic
    /Swiss721BT-BoldCondensedOutline
    /Swiss721BT-BoldExtended
    /Swiss721BT-BoldItalic
    /Swiss721BT-BoldOutline
    /Swiss721BT-Italic
    /Swiss721BT-ItalicCondensed
    /Swiss721BT-Light
    /Swiss721BT-LightCondensed
    /Swiss721BT-LightCondensedItalic
    /Swiss721BT-LightExtended
    /Swiss721BT-LightItalic
    /Swiss721BT-Roman
    /Swiss721BT-RomanCondensed
    /Swiss721BT-RomanExtended
    /Swiss721BT-Thin
    /Swiss721-LightObliqueSWA
    /Swiss721-LightSWA
    /Swiss911BT-ExtraCompressed
    /Swiss921BT-RegularA
    /Syastro
    /Sylfaen
    /Symap
    /Symath
    /SymbolGreek
    /SymbolGreek-Bold
    /SymbolGreek-BoldItalic
    /SymbolGreek-Italic
    /SymbolGreekP
    /SymbolGreekP-Bold
    /SymbolGreekP-BoldItalic
    /SymbolGreekP-Italic
    /SymbolGreekPMono
    /SymbolMT
    /SymbolProportionalBT-Regular
    /SymbolsAPlentySH
    /Symeteo
    /Symusic
    /Tahoma
    /Tahoma-Bold
    /TahomaItalic
    /TamFlanahanSH
    /Technic
    /TechnicalItalic
    /TechnicalPlain
    /TechnicBold
    /TechnicLite
    /Tekton-Bold
    /Teletype
    /TempsExptBoldSH
    /TempsExptItalicSH
    /TempsExptRomanSH
    /TempsSwashSH
    /TempusSansITC
    /TessHoustonSH
    /TexCatlinObliqueSH
    /TexCatlinSH
    /Thrust
    /Times-Bold
    /Times-BoldItalic
    /Times-BoldOblique
    /Times-ExtraBold
    /Times-Italic
    /TimesNewRomanMT-ExtraBold
    /TimesNewRomanPS-BoldItalicMT
    /TimesNewRomanPS-BoldMT
    /TimesNewRomanPS-ItalicMT
    /TimesNewRomanPSMT
    /Times-Oblique
    /Times-Roman
    /Times-Semibold
    /Times-SemiboldItalic
    /TimesUnic-Bold
    /TimesUnic-BoldItalic
    /TimesUnic-Italic
    /TimesUnic-Regular
    /TonyWhiteSH
    /TransCyrillic
    /TransCyrillic-Bold
    /TransCyrillic-BoldItalic
    /TransCyrillic-Italic
    /Transistor
    /Transitional521BT-BoldA
    /Transitional521BT-CursiveA
    /Transitional521BT-RomanA
    /TranslitLS
    /TranslitLS-Bold
    /TranslitLS-BoldItalic
    /TranslitLS-Italic
    /TransRoman
    /TransRoman-Bold
    /TransRoman-BoldItalic
    /TransRoman-Italic
    /TransSlavic
    /TransSlavic-Bold
    /TransSlavic-BoldItalic
    /TransSlavic-Italic
    /Trebuchet-BoldItalic
    /TrebuchetMS
    /TrebuchetMS-Bold
    /TrebuchetMS-Italic
    /TribuneBold
    /TribuneItalic
    /TribuneRegular
    /Tristan
    /TrotsLight-HMK
    /TrotsMedium-HMK
    /TubularRegular
    /Tunga-Regular
    /Txt
    /TypoUprightBT-Regular
    /UmbraBT-Regular
    /UmbrellaPSMT
    /UncialLS
    /Unicorn
    /UnicornPSMT
    /Univers
    /UniversalMath1BT-Regular
    /Univers-Bold
    /Univers-BoldItalic
    /UniversCondensed
    /UniversCondensed-Bold
    /UniversCondensed-BoldItalic
    /UniversCondensed-Italic
    /UniversCondensed-Medium
    /UniversCondensed-MediumItalic
    /Univers-CondensedOblique
    /UniversExtended-Bold
    /UniversExtended-BoldItalic
    /UniversExtended-Medium
    /UniversExtended-MediumItalic
    /Univers-Italic
    /UniversityRomanBT-Regular
    /UniversLightCondensed-Italic
    /UniversLightCondensed-Regular
    /Univers-Medium
    /Univers-MediumItalic
    /URWWoodTypD
    /USABlackPSMT
    /USALightPSMT
    /Vagabond
    /Venetian301BT-Demi
    /Venetian301BT-DemiItalic
    /Venetian301BT-Italic
    /Venetian301BT-Roman
    /Verdana
    /Verdana-Bold
    /Verdana-BoldItalic
    /Verdana-Italic
    /VinerHandITC
    /VinetaBT-Regular
    /Vivaldii
    /VladimirScript
    /VoguePSMT
    /Vrinda
    /WaldoIconsNormalA
    /WaltHarringtonSH
    /Webdings
    /Weiland
    /WesHollidaySH
    /Wingdings-Regular
    /WP-HebrewDavid
    /XavierPlatoSH
    /YuriKaySH
    /ZapfChanceryITCbyBT-Bold
    /ZapfChanceryITCbyBT-Medium
    /ZapfDingbatsITCbyBT-Regular
    /ZapfElliptical711BT-Bold
    /ZapfElliptical711BT-BoldItalic
    /ZapfElliptical711BT-Italic
    /ZapfElliptical711BT-Roman
    /ZapfHumanist601BT-Bold
    /ZapfHumanist601BT-BoldItalic
    /ZapfHumanist601BT-Italic
    /ZapfHumanist601BT-Roman
    /ZappedChancellorMedItalicSH
    /ZurichBT-BlackExtended
    /ZurichBT-Bold
    /ZurichBT-BoldCondensed
    /ZurichBT-BoldCondensedItalic
    /ZurichBT-BoldItalic
    /ZurichBT-ExtraCondensed
    /ZurichBT-Italic
    /ZurichBT-ItalicCondensed
    /ZurichBT-Light
    /ZurichBT-LightCondensed
    /ZurichBT-Roman
    /ZurichBT-RomanCondensed
    /ZurichBT-RomanExtended
    /ZurichBT-UltraBlackExtended
    /ZWAdobeF
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 150
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 150
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 600
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org?)
  /PDFXTrapped /False

  /SyntheticBoldness 1.000000
  /Description <<
    /DEU <>
    /ENU <>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [2834.646 2834.646]
>> setpagedevice




