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HERENCIA MATERNA DE ALTERACIONES
ESTRUCTURALES DE LAS QUETAS EN Drosophila simulans

Por
MIGUEL A. COMENDADOR

Departamento Interfacultativo de Genética
Universidad de Oviedo

RESUMEN

En una cepa de D. simulans se detecté una alteracién de las macroquetas dorsocentrales y
escutelares con transmisién por via materna. Este trabajo aporta nuevos datos sobre dicho caracter.
Como propiedades mas destacables de este cardcter cabe destacar: / existe una fuerte respuesta a la
seleccion, I/ las quetas dorsocentrales y escutelares en localizaciones atipicas también son suscepti-
bles de sufrir modificacién de la estructura, /// existe una fuerte tendencia a que las quetas con la
estructura alterada se localice en un mismo lado del cuerpo, IV individuos procedentes de lineas con
fenotipo normal pueden adquirir el fenotipo mencionado mediante infeccién.

Se formula una hipétesis que podria explicar gran parte de las propiedades conocidas de este
cardcter.

SUMMARY

An alteration of the structure of the dorsocentral and scutellar bristles with maternal transmis-
sion, was detected in a D. simulans line. This paper contributes new data about this alteration. As the
most outstanding properties of this character we emphasize: i there is a strong response to the
selection, ii the dorsocentral and scutellar bristles in atypic locations are also capable of experiencing
modification of the structure, iii there is a strong tendency for the bristles with the alterated structure
to locate themselves on the same side of the body, iv individuals proceeding from lines with wildtype
phenotype can acquire the aforementioned alteration by infection.

We formulate an hypothesis that could explain a great part of the known properties of this
character.

INTRODUCCION

Las especies del género Drosophila, por haber sido ampliamente utilizadas
en la investigaciéon genética, son generalmente muy bien conocidas en lo que se
refiere a la transmisién de caracteres monogénicos asi como al comportamiento
de diferentes caracteres bajo control poligénico. Sin embargo, son pocos los casos



conocidos de caracteres transmitidos por via materna y la mayor parte de ellos
son debidos a la presencia de virus (BRUN y PrLus, 1980) o bacterias (DANIELS et al.,
1977; OtHA et al., 1979). En otros casos la naturaleza del factor responsable
permanece aiin desconocida (BucHETON y PICARD, 1978).

Fn lo que se refiere a las quetas, se han descrito varias decenas de genes
sencillos que afectan al nimero o estructura de las mismas (LINSLEY y GRELL,
1968). También se conoce la respuesta a la seleccion de sistemas poligénicos que
controlan e] nimero de quetas localizadas sobre diferentes zonas del cuerpo, pero
s6lo se conoce un caso de alteracion del nimero y estructura de las quetas,
transmitida por via materna (COMENDADOR, 1980).

El caso mencionado ha sido descrito en una linea de D. simulans, en la cual
se presentan individuos con un fenotipo que ha sido denominado S, consistente en
alteraciones en la estructura de las macroquetas, de tal manera que se pueden
encontrar en las zonas dorsocentral y/o escutelar desde ausencia total de las
quetas, incluido el anillo basal, hasta quetas de tamafo normal pero deformes. El
nimero de quetas con la estructura alterada es variable, pudiendo encontrarse
desde individuos con todas las quetas (dorsocentrales y escutelares) con la estruc-
tura alterada, hasta individuos con las ocho quetas normales.

Aunque fundamentalmente s6lo estan afectadas las quetas dorsocentrales y
escutelares, también es posible que esta alteracion se extienda a macroquetas de
otras localizaciones toracicas, principalmente las postalares.

En el presente trabajo se aportan nuevos datos para el conocimiento de este
tipo de alteracion estructural de las macroquetas y se formula una primera
hipotesis explicativa del fené6meno.

MATERIAL Y METODOS

La cepa que manifiesta el fenotipo S ha sido denominada sim S y fue
establecida a partir de una hembra procedente de una poblaciéon de D. simulans
capturada en las islas Azores.

Esta cepa ha sido mantenida a 18°C en un medio de cultivo a base de
levadura de pan muerta y azicar. Todos los experimentos se han realizado en

estas mismas condiciones.

Experimentos de seleccién

Se efectuéd seleccion intrafamiliar para aumento del nimero total de quetas
dorsocentrales y escutelares de fenotipo S. El niimero de familias utilizadas fue 30
y la intensidad de selecciéon variable. Aun cuando el cardcter se transmite sélo a
través de las hembras, la seleccién se llevd a cabo en los dos sexos.

Se realizaron tres generaciones de seleccién y los cruzamientos fueron con-

trolados para evitar un aumento de la endogamia.



Cruzamientos con la linea sim E

A fin de determinar si la alteracion de la estructura de las quetas es un
fenémeno que afecta Gnicamente a la queta como tal o por el contrario, es debido
a la posicion localizada en que normalmente se encuentra cada queta, se cruzaron
hembras de la linea sim S con machos procedentes de una linea seleccionada para
aumento del niimero total de quetas dorsocentrales y escutelares (sim £). Esta
linea fue iniciada a partir de individuos de una poblacién asturiana y por tanto sin
relacién con la poblacién que dio origen a la linea sim S.

De la descendencia de estos cruzamientos se seleccionaron hembras que
presentaban fenotipo S, las cuales fueron retrocruzadas con machos de la linea
sim E. En la generacién siguiente, pudieron ser seleccionadas hembras que
presentaban simultineamente fenotipo S y quetas extra, las cuales fueron de
nuevo retrocruzadas. De acuerdo con este dltimo criterio se efectuaron seis
generaciones de retrocruzamiento.

Infeccion artificial

Se tomaron 50 individuos (la mitad de cada sexo) de fenotipo S, los cuales
fueron homogeneizados en 3 ml de solucién de Ringer. En tres placas de 10 mm
de didmetro y con alimento fresco, se hizo una extensiéon de 1 ml del homogenei-
zado. En cada una de estas placas se sembraron 100 huevos de 6-10 horas de

edad.

RESULTADOS

Seleccion

En la figura 1 se muestran las distribuciones del nimero de quetas con
fenotipo S, considerando conjuntamente las dorsocentrales y escutelares, en la
poblacion basc‘(Go) y en las tres generaciones de seleccion (de G, a G;). En la
grifica correspondiente a G,, se puede apreciar una caracteristica notable del
cardcter S: su dimorfismo sexual. Hay una mayor frecuencia de machos con este
fenotipo (45,12 %) que de hembras (30,20 %) y el nimero medio de quetas
anormales por mosca afectada es significativamente mayor en machos
(2,32 = 0,06) que en hembras (1,66 + 0,07).

Esta situacién es diferente de la encontrada en otras muchas lineas de
Drosophila que presentan un fenotipo que afecta a las macroquetas, en las que
tanto la penetracién como la expresividad son mayores en hembras que en
machos (FRASER, 1963; GiBsoN, 1968 y Rusio, 1970).

En las tres generaciones de seleccién llevadas a cabo, se obtiene una fuerte
respuesta y la distribuciéon del nimero de quetas con fenotipo S se desplaza
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Fig. 1.-Distribucion del niimero de quetas (dorsocentrales + escutelares) con fenotipo S (trazo fino) y
variacién del niimero medio de quetas de fenotipo S (trazo grueso) en la poblacién base (G,) y
en las tres generaciones de seleceién (G,-G,). Hembras machos — - — - - .




rdpidamente hacia la derecha. El niimero medio de quetas S por individuo se
incrementa significativamente tanto en hembras como en machos, si bien este
incremento es mucho més fuerte en machos (de 1,04 £ 0,08 en G, pasa a
6,50 = 0,19 en G;) que en hembras (de 0,50 £ 0,05 en G, a 5,35 = 0,20 en G,).
Asi pues, como consecuencia del aumento del niimero total de quetas con feno-
tipo S, el dimorfismo sexual comentado antes, se hace mucho mas patente.

Cruzamientos con la linea sim E

En la tabla I se muestran los resultados de los cruzamientos de hembras de
fenotipo S con machos de la linea sim E.

En la primera columna se da el ndmero medio de quetas de fenotipo normal.
Como se puede apreciar, hay un descenso significativo en el nimero de estas
quetas o, lo que es lo mismo, un incremento en el nimero medio de quetas de
fenotipo S. Este hecho es debido a que, por la metodologia seguida, se hizo
inevitable llevar a cabo una seleccién involuntaria para aumentar el nimero de
quetas de fenotipo S; en el apartado anterior se mostré la alta eficacia de la
seleccidén y por tanto el descenso observado en el nimero de quetas normales por
individuo cabe dentro de lo esperado.

Por otra parte, los retrocruzamientos de las hembras S con machos E, han
mostrado ser eficaces para introducir en la linea S, genes responsables del
aumento del nimero de quetas; en efecto, en la segunda columna de la tabla I se
da el nimero medio de quetas extra en cada una de las generaciones y se puede

TABLA 1
Variacién del nimero medio de quetas normales, nimero medio de quetas extra y
nimero medio de quetas extras alteradas y sus errores tipicos (E.T.), con las
generaciones de retrocruzamiento

Nimero medio quetas Nimero medio quetas Nimero medio quetas
normales + E.T, extra + E.T. extra alteradas = E.T.
Hembras ‘ Machos Hembras Machos Hembras Machos

B, 7,50 = 0,05 6,95 + 0,08 = = = T

B, 744 0,05 7,00 = 0,06 0,30 = 0,02 0,11 = 0,01 0,02 + 0,04 =

B, 747 +0,13 6,26 £ 0,17 1,28 + 0,06 0,67 *= 0,05 0,11 £ 0,09 0,12 = 0,08
B, 6,41 0,19 4,02 = 0,21 1,53 = 0,08 1,04 £ 0,06 0,17 = 0,09 0,38 = 0,10
B, 554 £0,19 2,53 0,18 1,78 £ 0,10 0,93 £ 0,05 043 = 0,11 0,56 * 0,11
B; 6,92 £ 0,15 3.48 £ 0,16 2,26 = 0,07 1,65 = 0,05 0,44 + 0,10 1.03 = 0,13
B + 0,09 2,00 £ 0,08 0,45 £ 0,10 1,02 + 0,14

6.85 = 0,19 4,42 + 0,22 2,39

@

apreciar un incremento significativo del nimero de quetas extra. Este incremento
es mayor en hembras que en machos, tal y como se espera que ocurra de acuerdo
con lo que se conoce en otras lineas de Drosophila (GiBson, 1970 y Rusio, 1970) y
en la propia linea sim E (COMENDADOR, datos no publicados).



Se han considerado como quetas extra todas aquéllas Cuyé localizacién es
diferente de las posiciones normales, pero puesto que en moscas de fenotipo S
puede no quedar rastro de quetas, incluso en posiciones normales, es factible que
algunas «posibles» quetas extra no puedan ser detectadas.

En la dltima columna de la tabla se refleja el nimero medio de quetas extra que
tienen alterada su estructura, pero es posible que, por la razén sefialada en el
parrafo anterior, este nimero sea mayor.

El nimero medio de quetas extra que presentan fenotipo S aumenta con el
nimero de generaciones de retrocruzamiento, y ello por dos razones: por una
parte porque el niimero de quetas extra que pueden tener modificada su estruc-
tura aumenta con las generaciones de retrocruzamiento y por otra parte porque,
como,se sefialé mas arriba, también aumenta la probabilidad de que una queta
presente fenotipo S por efecto de la seleccién ya mencionada.

Las quetas extra, tanto las escutelares como las dorsocentrales, tienden a
localizarse sobre la linea que une las quetas anteriores con las posteriores y tanto
en las proximidades de las posiciones normales como intersticialmente (W ADDING-
TON, 1973). En nuestros experimentos de introduccién de quetas extra en la linea
sim S se han podido encontrar quetas extra de fenotipo S en todas las localizacio-
nes posibles. Asi pues, el fenotipo S parece afectar a cualquier queta, normal o
extra, con independencia de su localizacién concreta.

Asimetria

Desde un principio se pudo apreciar que cuando sobre un mismo individuo
existian dos o mas quetas de fenotipo S, habia una cierta tendencia a que éstas
estuviesen localizadas en un mismo lado del cuerpo (COMENDADOR, 1980).

Para tratar de esclarecer esta idea se han analizado los individuos que
presentan dos quetas de fenotipo S, tanto si eran dorsocentrales como escutela-
res, independientemente una zona de la otra. La razén por la cual se eligieron
estos individuos es que son los tnicos que permiten afrontar el problema: si el
niumero de quetas de fenotipo S fuera impar (una o tres) independientemente de
cudl sea la tendencia en su localizacién, necesariamente debe haber un nimero
de quetas normales (o0 de fenotipo S) diferente a cada lado del cuerpo, debido a la
simetria natural de cada individuo.

En la figura 2 se dan los seis fenotipos posibles en individuos con dos quetas
de fenotipo S. En dicha figura, un cuadrado representa el mesonoto o el escutelo,
y un circilo cada queta de fenotipo S. Los seis fenotipos aludidos son: a, dos
quetas S posteriores; b, dos quetas S anteriores; ¢, dos quetas S en el lado
izquierdo; d, dos quetas S en el lado derecho; e, una queta S posterior-izquierda y
otra anterior-derecha; f, una queta S posterior-derecha y otra anterior-izquierda.

Si la distribucién de las dos quetas fuese aleatoria sobre la superficie de cada
zona (escutelo o mesonoto), es decir, si no hubiera una tendencia a la localizacién
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Fig. 2.-Fenotipos diferentes que pueden existir cuando hay dos quetas (dorsocentrales o escutelares)

de fenotipos S. (Ver texto).

preferente en una zona determinada, la probabilidad de cada uno de los seis
fenotipos es 1:6 = 16,66 %.

En la tabla II se somete a una prueba de X 2 si existe o no ajuste entre los
datos observados y los esperados en la hipétesis enunciada de distribucién al
azar. Puesto que bajo el punto de vista de la simetria del individuo, los fenotipos
ayb,cyd, eyfson equivalentes entre si, en la tabla han sido agrupados.

De la tabla II se deduce que cuando sobre un mismo individuo existen dos
quetas de fenot'ipo S, en el mesonoto o en el escutelo, tienen una tendencia
altamente significativa a localizarse en un mismo lado del cuerpo. Esta tendencia
es mucho mas acusada en los machos que en las hembras y probablemente esto
es debido al hecho ya mencionado de la mayor probabilidad de presencia de
quetas de fenotipo S en los machos.

Habria sido interesante tratar simultineamente las zonas dorsocentral y
escutelar; sin embargo no ha sido posible dada la baja frecuencia con que se
encuentran los individuos apropiados y la baja probabilidad con que se espera que
aparezcan cada una de las diferentes clases fenotipicas.

Hay que destacar la existencia, en una proporcién llamativa, de individuos
con e] fenotipo representado en la figura 3. Estos individuos se caracterizan por
tener todas las quetas (dorsocentrales y escutelares) de un mismo lado (derecho o
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Tabla 2.-Prueba de ajuste a una distribucion al azar de las frecuencias de los fenotipos representados
en la Fig. 2. Entre paréntesis los niimeros esperados si la distribucién es al azar. (Ver texto).

Fig. 3.~-lzquierda: hembra de fenotipo normal. Derecha: hembra de fenotipo S con los segmentos
abdominales deformados, ausencia y/o alteracién de las macroquetas dorsocentrales y escute-

lares y ausencia de microquetas en la zona deformada del abdomen.
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izquierdo) de fenotipo S y en ese mismo lado del cuerpo una notable modificacién
de los segmentos abdominales y ausencia de microquetas en esa zona. Este
fenotipo s6lo aparece en individuos que presentan fenotipo S al menos en las
cuatro quetas del mismo lado en que aparece la modificacion del abdomen.

En los individuos con este fenotipo abdominal, parece que el factor respon-
sable de la alteracién de la estructura de las quetas es capaz de modificar otras
estructuras epidérmicas, como pueden ser las abdominales incluyendo las corres-
pondientes microquetas, cuando la presencia de ese factor es muy intensa.

Infeccion artificial

Todos los caracteres que se conocen en Drosophila con transmisién por via
materna, son debidos a la existencia de microorganismos parasitos o simbiontes.
Por esta razén, se ha procedido a hacer una prueba de infeccién artificial de una
linea de D. simulans de fenotipo normal con homogeneizados obtenidos a partir
de individuos de la cepa sim S, para tratar de determinar si individuos desarrolla-
dos en un medio con esos homogeneizados presentan o no fenotipo S y en caso
afirmativo, si estos individuos transmiten el caracter.

De los 187 imagos obtenidos a partir de los 300 huevos sembrados, 40 (de los
que 25 eran machos y 15 hembras) mostraron un fenotipo S. La baja frecuencia
(21,39 %) obtenida de individuos de fenotipo S puede deberse a la aleatoriedad
del método experimental utilizado. Al obtener las descendencias de las 15 hem-
bras, no se detectaron individuos de fenotipo S.

Este experimento fue repetido tres veces y en todas los resultados fueron
similares.

DISCUSION

Los caracteres conocidos en Drosophila que se tramiten por via materna, son
debidos, en su mayor parte, a la presencia de organismos pardsitos o simbiontes
que son transmitidos por el citoplasma materno y sélo ocasionalmente, y con una
frecuencia muy baja, a través de los machos; ademds, en un cierto nimero de
casos, es posible la transmisiéon por contagio, tanto a partir de las hembras como
de los machos.

El tipo de herencia que presenta el cardcter S en D. simulans es tipico de la
herencia materna, puesto que nunca se transmite por via paterna y practicamente
s6lo los hijos de hembras de fenotipo S heredan este fenotipo. No obstante, existe
una pequefia proporcién (7 %) de hembras de fenotipo normal, hijas de hembras
de fenotipo S, que producen descendencia en la que se encuentran individuos que
son también de fenotipo S (COMENDADOR, 1980).

Por otra parte, de los resultados obtenidos en los experimentos de infeccién
artificial, parece mostrarse evidencia de que el caracter en cuestién estd contro-
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lado, al menos en parte, por un factor con propiedades infecciosas, a pesar de
que no haya sido posible la transmisién del cardcter S a la descendencia de los
individuos que adquieren este caracter por infeccién artificial.

De hecho, en la cepa sim S se han podido aislar dos microorganismos. Por
una parte, un picornavirus que ha sido caracterizado como DCV (virus C de
Drosophila; JOusseT et al., 1972) y por otra, el microsporidio Nosema kingi
(KRAMER, 1964), el cual no estaba citado aiin como parasito de Drosophila mas
que en D. willistoni.

En el momento presente no se ha podido probar. ni descartar, que ninguno
de estos dos microorganismos sea responsable del cardcter S.

Teniendo en cuenta todas las propiedades conocidas del cardcter S, se puede
aceptar que dicho caricter estd controlado por un factor citoplasmico; este factor
podria ser, dadas sus propiedades infecciosas, un pardsito o simbionte de D.
simulans, de una forma similar a otros casos descritos por diferentes autores
como responsables de diferentes caracteres. Ademas, muchos de los hechos aqui
descritos podrian ser explicados si se acepta la hipotesis de que dicho factor
presenta cierta variabilidad en su velocidad de divisién y su velocidad de division
media es menor que la velocidad de divisién celular media de la cepa de D.
simulans estudiada, de tal manera que no todas las células procedentes de una
portadora del factor, sean portadoras del mismo.

Asi por ejemplo, la alta respuesta a la seleccién obtenida podria explicarse si
se admite que los individuos con el mayor ndmero de quetas de fenotipo S son
aquéllos en que existe un mayor niamero de células con presencia de este factor.
Obviamente, esto podria ocurrir si hubieran sido seleccionadas las moscas con
una menor velocidad de division celular, pero si asi fuera, la duracién del
desarrollo total habria aumentado con las generaciones de seleccién; sin embargo
no se ha observado un alargamiento del tiempo total de desarrollo y tampoco que
los individuos con mayor nimero de quetas de fenotipo S sean los ltimos en
emerger. Otra alternativa mds verosimil seria que los individuos seleccionados
fuesen portadores de los factores que poseen una mayor velocidad de reproduc-
cién. Cabe pensar que esta mayor velocidad de reproduccién del factor no sea
una propiedad intrinseca suya, sino una consecuencia de la interaccion del factor
y la célula en la que se encuentra; es decir, la velocidad de division del factor esta
condicionada por la fisiologia de la mosca sobre la cual se encuentra, de manera
que se seleccionan aquellos individuos en los que la velocidad de reproduccién
del factor es mayor.

También podria explicarse la tendencia observada a la asimetria. Embriolégi--
camente, cada mitad del noto procede de un disco imaginal alar (ver BRYANT,
1978). Cada disco alar procede de un primordio larval constituido por un nimero
pequefio de células (MADHAVAN y SCHNEIDER-MAN, 1977) y los dos se independizan
desde un estadio temprano del desarrollo, de tal manera que las células que se
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encuentran en un lado del cuerpo estin, bajo el punto de vista de su origen
embiol6gico, mas estrechamente relacionadas que las de un lado con las del otro.
Puesto que las células que dan origen a las quetas dorsocentrales y escutelares de
un mismo lado del cuerpo estdn separadas entre si por un nimero menor de
divisiones celulares que las que separan a las de un lado de las del otro, la
probabilidad de que en un mismo lado del cuerpo se encuentren células portado-
ras del factor responsable del fenotipo S es mayor que la de que existan células en
ambos lados del cuerpo portadoras de dicho factor.

Es obvio que la hipétesis formulada no estd apuyvada méds que en datos
indirectos y que su confirmacién precisa fundamentalmente de la caracterizaciéon
del factor o factores responsables del fenotipo S.
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RESUMEN

Se ha realizado selecciéon estabilizadora para un fenotipo distinto del normal en nueve lineas de
Drosophila melanogaster, utilizando tres criterios de seleccion. Estos criterios son idénticos en cuanto
al nimero (dos) de macroquetas extra del fenotipo seleccionado; pero difieren en la localizacion de
dichas quetas en el mesonoto o en el escutelo y en posicién anterior o posterior. Se analiza la
respuesta tanto en el aspecto numérico como en el de localizacion de las quetas. La efectividad de la
seleccion estabilizadora depende del patron de localizacion de las quetas en el fenotipo seleccionado.
Se discuten estos resultados en relacion con las hipétesis scbre la equivalencia de las posiciones
anteriores y posteriores, dentro del mesonoto y del escutelo, para concluir que apoyan la hipétesis de
la no equivalencia de tales posiciones.

ABSTRACT

Results of an experiment of stabilizing selection for a phenotype other than the wild type in
Drosophila melanogaster are reported. Nine selection lines were established using three partly
different selection criteria, where both number and pattern of extra bristles are equally considered:
three lines selected for two extra anterior scutellar bristles; three lines for two extra anterior
dorsocentral bristles; and three lines for two extra dorsocentral bristles, one anterior and one
posterior, each placed at different side of the body. Selection has been clearly effective in all six lines
selected for two anterior bristles either dorsocentral or scutellar, in constrast to lines selected for one
anterior and one posterior dorsocentral bristles which also show differences among them. These
results show that selection success greatly depends on the bristle pattern in the selected phenotype,
and are taken to support the hypothesis that the four normal bristle sites are not equivalent.

INTRODUCCION

La seleccion estabilizadora en caracteres cuantitativos, al conferir ventaja
reproductiva a un fenotipo 6ptimo, reduce la varianza fenotipica eliminando
fenotipos desviados del éptimo, que suele ser intermedio. En la naturaleza se
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encuentran casos de seleccién natural estabilizadora que mantiéne en las pobla-
ciones un dnico fenotipo con tal fijeza que éste llega a constituir un caracter tipico
y diferencial de la especie. Tal es el caso de las cuatro macroquetas dorsocentra-
les y las cuatro escutelares de Drosophila (RuBio, 1978). Sin duda por esa intensa
estabilizacion natural del cardcter ha sido posible restaurar, por seleccién artifi-
cial estabilizadora, el fenotipo normal en poblaciones donde habia sido modificado
por la presencia de un mutante monogénico (scute, RENDEL y SHELDON, 1960;
rough-shaven, Rusio, 1966).

Por otra parte, la aparicién en las poblaciones naturales, en muy baja
frecuencia, de individuos con alguna macroqueta dorsocentral o escutelar de mas
(macroquetas extra) ha permitido repetidas veces comprobar la existencia de una
variacién genética subyacente bajo el fenotipo canalizado, que responde paositiva y
rapidamente a la seleccién direccional para mayor nimero de macroquetas (p. €j.
PAYNE, 1918; FRrASER, 1963...). En algunos de estos experimentos, al progresar la
seleccion direccional, se han detectado, mediante anilisis de la, amplitud de las
clases fenotipicas numéricas (probits), indicios de canalizaciéon para los niveles de
dos y cuatro macroquetas extra (MENsuA, 1966; Pra, PERIS y SANCHEZ, 1980).
RuBio (1978) ha mostrado que la seleccién estabilizadora para un fenotipo distinto
del normal, en concreto para dos macroquetas extra, dorsocentrales o escutela-
res, produce una respuesta positiva inequivoca.

Sin embargo el fenotipo normal del cardcter macroquetas no es un caracter
s6lo numérico, ya que ademds de constancia numérica presenta también una
exacta localizacién de cada una de las macroquetas en el mesonoto (dorsocentra-
les) v en el escutelo (escutelares): es un cardcter humérico-espacial. Su estabili-
zaciéon y canalizacién en la naturaleza debe incluir, por tanto, ambos aspectos.
RuBio (1966) demuestra que, en el caso de seleccién restauradora del fenotipo
canalizado normal, la respuesta difiere significativamente segin se tenga en
cuenta o no la posicién de las macroquetas en los individuos seleccionados como
reproductores. Esto apoya experimentalmente la hipétesis de ROBERTSON (1965) de
que, por tratarse de un cardcter numérico-posicional, el fenotipo normal debe
definirse como «una queta por localizacién» y no como niimero total de quetas en
cada drea (mesonoto o escutelo). En cambio RENDEL (1965), que admite que la
determinacién del nimero de pelos en el bigote del ratén si estd relacionado con su
localizacién, mantiene que la canalizacién de las macroquetas escutelares hay
que referirla a su namero total en el escutelo, con independencia de la posicién
que ocupen; se basa en sus resultados de seleccién estabilizadora para sélo 2
macroquetas escutelares en una poblacién mutante scute (RENDEL ef al., 1965).

La simetria bilateral del organismo tiene importancia predominante:
MAYNARD-SMITH y SONDHI (1961) demostraron que la seleccién para un fenotipo
asimétrico bilateral es ineficaz. La cuestién se reduce a saber si al seleccionar
para 2 quetas exira es indiferente que se seleccionen individuos con una queta

16



" extra anterior y otra posterior (una a cada lado) o con ambas anteriores (o
posteriores). Si el 4rea real de unidad de control abarca todas las localizaciones
(hipétesis de RENDEL) es indiferente, porque ambos criterios de seleccién son
simétricos bilaterales;. en la hipétesis de ROBERTSON el primer criterio serd menos
eficaz por seleccionar un fenotipo doblemente asimétrico bilateral.

En el presente trabajo se establecen lineas segiin estos dos criterios para el
mesonoto (dorsocentrales), y sélo para 2 macroquetas extra anteriores para el
escutelo. Esta desigualdad para las dos dreas se debe, en primer lugar, a que los
resultados de RuBlo (1978) para el 4rea dorsocentral no son tan claros como los
del drea escutelar. En segundo lugar, a que en la poblacion de origen de este
experimento la variabilidad espontdnea para macroquetas extira escutelares
expresa casi exclusivamente en posicién anterior.

MATERIAL Y METODOS

Variacién en la poblaciéon de origen

Se examiné el fenotipo macroquetas en 58 lineas isomaternas, procedentes
de la muestra de Drosophila melanogaster capturada en Los Areneros (Oviedo).
Estas lineas se habian preparado para otros fines, mediante un nimero variable
(entre 1 y 6) de generaciones de endogamia hermano-hermana, y al comenzar este
trabajo llevaban ademds unas 35-40 generaciones mantenidas por reproduccién
masiva. En la mayoria de las lineas (62,07 %) hay un nimero significativo de
individuos con quetas extra; de estas lineas el 80,56 % presentan quetas extra
s6lo dorsocentrales (en posicién intermedia 19 lineas, en posicién anterior predo-
minante 5 lineas, y las restantes 5 lineas en posiciones anterior y posterior
simultdneamente). En el 11,11 % de las lineas las quetas extra son sélo escutela-
res, casi todas en posicién anterior. Sélo 3 lineas (8,33 %) presentan quetas extra
dorsocentrales y escutelares.

Linea de seleccién

Tomando como origen una linea isomaterna para cada linea de seleccion, se
inicié ésta con tres criterios diferentes, resultando tres tipos de seleccién, cada
uno de ellos practicado en tres lineas independientes. (1) tipo SC: seleccién para
fenotipo de 2 quetas extra escutelares, una en cada posicién anterior (lineas SC-1,
SC-2, SC-3); (2) tipo ADC: el fenotipo seleccionado son 2 quetas extra en el
mesonoto ocupando las dos posiciones anteriores (lineas ADC-1, ADC-4, ADC-7);
(3) tipo AP: las 2 quetas extra del fenotipo seleccionado se encuentran en el
mesonoto, una anterior y otra posterior en distinto lado respecto al eje de
simetria bilateral del animal (lineas AP-2, AP-3, AP-5).
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SC ADC AP

Fig. 1.-Fenotipos seleccionados en las lineas escutelares, SC, y dorsocentrales, ADC y AP.

En los tres tipos se practica seleccion estabilizadora para un fenotipo distinto
del normal canalizado en la especie.

Cada linea independiente se mantiene mediante 8-10 parejas de reproducto-
res virgenes; aunque se preparan 4 cultivos por linea en cada generacién, sélo se
utiliza uno de ellos para analizar y mantener la linea, atendiendo a las condiciones
de fertilidad de los mismos. En cada linea y generacién se examinan 60 individuos
de cada sexo; cada individuo que presenta quetas extra es clasificado por su
fenotipo numérico y también por la localizacién de dichas quetas (fenotipo posi-
cional). Para los individuos con 2 quetas extra se utlizan estos simbolos: fenotipo
anterior (A) si tiene las 2 en posiciones anteriores; fenotipo posterior (P), ambas
en posicién posterior; fenotipo antero-posterior (A + P) si tiene una anterior y
otra posterior; fenotipo intermedio (1), cuando al menos una queta extra ocupa
una posicién que no es claramente anterior ni posterior. No es preciso afiadir si es
escutelar o dorsocentral, porque en ninguna linea practicamente aparecen indivi-
duos con quetas extra dorsocentrales y escutelares a la vez.

Todas las lineas se mantuvieron a temperatura ambiente y con el alimento a
base de azicar, levadura y agar.

RESULTADOS

Por claridad en la exposicién se presentan primero los resultados de la
seleccién en todas las lineas bajo el aspecto numérico del fenotipo seleccionado, y
después los resultados referentes al aspecto posicional del mismo.

Para la respuesta en niimero de quetas extra sélo se presentan los datos de las
hembras, aunque se contaron también siempre en los machos. En ambos sexos la
respuesta es paralela, a pesar del dimorfismo sexual del fenotipo quetas extra,
bien comprobado en anteriores experimentos de seleccién direccional y estabili-
zadora (RUBIO, 1966; FRASER y GREEN, 1964); en ambos casos el nimero de quetas
extra es mayor y, dn general, la respuesta mejor en las hembras. También
estd comprobado que este dimorfismo es mds claro en el escutelo que en el
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mesonoto (RuB1o, 1978). Finalmente, si la seleccién estabilizadora y canalizadora
pra un fenotipo fijado es efectiva reduce, como es légico, el dimorfismo (LATTER,
1963; FraseRr, 1963; RuBlo, 1978). Nuestros resultados se ajustan a estas anterio-
res comprobaciones.

La proporcién de hembras que representan una o mas quetas extra en todas las li-
neas y tipos de seleccién aumenta hasta alcanzar entre el 90 % y el 100 %; unas li-
neas alcanzan antes que otras este nivel, con diferencia de varias generaciones, inclu-
so dentro del mismo tipo de seleccién. Mds importante es la distribucién por cla-
ses fenotipicas que presentan las descendencias en cada linea, al principio y al fi-
nal de la seleccion (Fig. 2). Ya en la Gen. 1 aparecen en las lineas ADC y AP
individuos con mds de 2 quetas extra, cosa que no ocurre en las SC. Y en el
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Fig. 2.-Distribucion de frecuencias por nimero de quetas extra al comienzo y al final de la seleccién.
Graficas obtenidas reuniendo los datos de las generaciones G-0 y G-1 (graficas superiores) y de
las tres iltimas generaciones (grificas inferiores).
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conjunto de todas las generaciones de las lineas SC, sélo han aparecido 4
hembras con mds de 2 quetas extra en la misma linea. En las lineas ADC se va
reduciendo la proporcién inicial de hembras con més de 2 extras e incluso
desaparecen ya en varias generaciones. En cambio, en las tres lineas AP aumenta
significativamente esa proporcién de hembras con mas de 2 quetas extra (hasta 5
en algunas hembras) alcanzando un nivel final del 10 % en 2 lineas y mas del
20 % en la AP-5 (Fig. 2). Esta diferencia en la evolucién y resultado final entre las
lineas ADC y AP es todavia mds significativa teniendo en cuenta sus similares
frecuencias iniciales de esas clases (Fig. 2, primeras generaciones).

Por otra parte, las clases 0 y 1 quetas extra disminuyen mucho mds en las
lineas AP que en las ADC. Como consecuencia, en las lineas AP el namero medio
de quetas extra rebasa el valor 2 en repetidas generaciones, incluso de una
manera constante desde la G-5 en la linea AP-5. En cambio, en las lineas ADC y
SC el nimero medio de quetas extra nunca pasa de 1,7.

Esta evoluciéon de las clases con mds o con menos de 2 quetas extra, que
diferencia a las lineas AP de las ADC y SC, parece sugerir una presién selectiva
direccional. Sin embargo, en todas las lineas y tipos de seleccion (Fig. 2) ha
aumentado significativamente la amplitud de la clase 2 quetas extra (no se
considera necesario realizar la transformacién en probits). La Figura 3 detalla
como varia con la seleccion el porcentaje de hembras de la clase 2; para cada tipo
de seleccién (SC, ADC, AP) se ha utilizado el valor medio de sus tres lineas
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Fig. 3.~Frecuencia de individuos con dos quetas extra en las sucesivas generaciones en cada uno de
los tipos de seleccibn estabilizadora.
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independientes. Esto permite afirmar que todas ellas dan respuesta positiva a la
seleccion estabilizadora para el nimero de quetas extra, fenotipo distinto del
normal en la especie (0 quetas extra). Hay que sefialar que las lineas ADC
tardaron unas 6 generaciones en iniciar una respuesta clara, hecho reflejado
también en la proporcién de individuos con alguna queta extra. La causa de este
retraso debe estar en alguna circunstancia de la variabilidad inicial de dichas
lineas que resulta dificil concretar. Pero, una vez iniciada la respuesta, la pen-
diente y el nivel final son similares a los de los otros tipos de seleccién.

La respuesta para el aspecto posicional del fenotipo seleccionado confirma,
en primer lugar, resultados anteriores indicadores de la independencia entre el
mesonoto y el escutelo (RuBio, 1978). En ninguna generacion de las lineas ADC y
AP aparecen quetas extra en la region escutelar; en todas las generaciones de las
lineas SC sélo aparecen 12 individuos con quetas extra dorsocentrales, todos,
menos uno, repartidos en las tres primeras generaciones de las tres lineas.

La respuesta a la seleccion desde el punto de vista de la localizaciéon de las
guetas extra dentro de su 4rea (mesonoto o escutelo) se analizard sélo en los
individuos con 2 quetas extra, por razones obvias.

En las tres lineas SC y en todas sus generaciones, todos los individuos con 2
quetas extra las tienen localizadas una en cada posicién anterior, exactamente
segin el fenotipo seleccionado (Fig. 4). Esta respuesta corrobora con resultados
incluso més exactos, la obtenida en anteriores experimentos (RuBio, 1978).

°/ﬂ
100 ;._/_\_..‘»--4..___...4___.,.___..,___A.;yﬂ(:._’_:\._\__.,._;.Ki_...
| gt \/ ~
7 e
//
804 / i
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P / ADC , ————~—~—
\
604 // \——_// AP-2
o/
/ AP i s —
APS
% 15 16 17 18

Generaciones

Fig. 4.-Frecuencia de los individuos con 2 quetas extra que las presentan en la posicion seleccionada,
en las sucesivas generaciones de cada tipo de seleccion.
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Las respuestas de las lineas ADC y AP se presentan (Tabla I) como porcenta-
jes de individuos clasificados por la localizacién de sus 2 quetas extra, reuniendo
los datos de machos y hembras porque el dimorfismo sexual observado para el
nimero de quetas extra no se encuentra para su localizacién. También se han
reunido los datos de las tres lineas ADC por su notable homogeneidad, en
contraste con unas tendencias dispares en las lineas AP. Ademads si éstas se
reunieran podria enmascararse otro dato importante: las bruscas oscilaciones de
frecuencias de todos los fenotipos posicionales en generaciones sucesivas (Tabla
I). Ya en la generacién 5 de las lineas ADC el 90 % de los 2 quetas extra las
tienen localizadas segin el fenotipo seleccionado (A) (Fig. 5); a partir de ahi se
van aproximando lentamente al 100 %. Otro dato notable es la ausencia, desde el
principio, de individuos con sus dos quetas extra en posicion posterior (P). Los
individuos (A + P), con una queta anterior y otra posterior, y los (I), con alguna
queta extra en posiciéon intermedia, que no eran raros en las primeras genera-
ciones, tienden ripidamente a desaparecer. :

En cambio, en ninguna de las tres lineas AP aumenta la frecuencia del
fenotipo (A + P), que sélo ocasionalmente pasa del 40 % en las primeras genera-
ciones; aunque tampoco se le puede senalar una tendencia clara y sistemdtica a
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Fig. 5.-Frecuencias iniciales (izquierda) y finales (derecha) de cada fenotipo posicional en los indivi-
duos con 2 quetas extra en las lineas AP. Graficas obtenidas reuniendo los datos de las dos
primeras generaciones y de las tres tdltimas.
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disminuir en ninguna de las lineas, por la caracteristica, comitin a las tres, de
grandes oscilaciones de frecuencia de (A + P) de una generacion a otra. Por otra
parte este fenotipo (A + P) incluye dos clases de individuos: los que presentan
ambas quetas extra (anterior y posterior) al mismo lado del eje de simetria
bilateral del organismo, y los que tienen una a cada lado de dicho eje. La primera
clase muestra clara asimetria bilateral y no puede por ello ser equivalente a la
segunda clase, que ademds es la inica conforme al fenotipo seleccionado. Las
proporciones relativas de cada una de estas dos clases varian, al parecer, aleato-
riamente a lo largo del experimento en las tres lineas AP: en unas generaciones
predomina una u otra clase para después, en siguientes generaciones, tener
frecuencias casi iguales, y viceversa. Por todo ello al comparar (Fig. 4) las
frecuencias que alcanza el correspondiente fenotipo seleccionado en cada uno de
los tres tipos de seleccién (SC, ADC, AP), para las lineas AP se representan sélo
los porcentajes de individuos con una queta extra en cada lado del eje de simetria
bilateral. .

Es muy llamativo en las lineas AP el alto porcentaje de individuos de fenotipo
(A), sobre todo en las lineas AP-3 y AP-5, donde llega a veces al 90 %. Es decir,
aumenta la frecuencia de un fenotipo no seleccionado, pero que responde a la
simetria bilateral en cualquier hipétesis sobre la equivalencia de las posiciones
anterior y posterior; y no aumenta (incluso parece disminuir) el fenotipo (A + P)
que seria simétrico bilateral sélo en la hipétesis de equivalencia y que ademds es
el seleccionado. La respuesta posicional en la linea AP-5 se asemeja ademés a la
de las lineas ADC en la muy escasa presencia de individuos con las dos quetas
extra en posicién posterior (P). La linea AP-3 en cambio presenta en algunas
generaciones una proporciéon apreciable de individuos (P), que luego se reduce
mucho. La linea AP-2 se destaca de las otras dos por ser la de menor incremento
de la frecuencia de fenotipo (A), por su frecuencia constante, aunque no alta, de
fenotipos (P), y por su mayor proporcion de individuos de fenotipo (A + P).
Finalmente, en las tres lineas AP tienden a desaparecer los fenotipos con quetas
extra intermedias (I), como en las lineas ADC. Como resumen de esta diversidad
de tendencias en cada linea AP la Figura 5 contrasta las distribuciones inicial y
final de sus fenotipos posicionales.

DISCUSION

Algunos datos de diferencias entre el mesonoto y el escutelo confirman la
conclusién obtenida en anteriores trabajos (Rusio, 1971, 1978) sobre la indepen-
dencia de ambas regiones del térax en el control genético del desarrollo en su
relaciéon con la formacién de quetas extra. Tal es la aparicién espontdnea, en la
mayoria de las lineas isomaternas, de fenotipos con quetas extra localizadas
exclusivamente en una u otra de esas regiones: sélo el 5,1 % de todas las lineas
las presentan en ambas regiones, proporciéon que no supera la probabilidad de
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ocurrencia simultdnea de dos sucesos independientes. Ademds la seleccién,
siendo para un ndmero de quetas superior al normal, en ninguna linea ha produ-
cido quetas extra en regién distinta de aquella donde se seleccionan. Es decir, en
distintas lineas isomaternas la endogamia pone de manifiesto diferente variabili-
dad fenotipica, y en las lineas seleccionadas a partir de aquéllas se explota, de
modo independiente y exclusivo para cada regién, la variabilidad genotipica
existente en cada linea isomaterna. Otros datos se refieren a la regularidad y
fijeza de localizacién en posiciones anteriores y posteriores de la quetas extra
(aparecidas espontdneamente en las lineas somaternas o como respuesta en las
lineas seleccionadas) que es mucho mayor en el escutelo que en el mesonoto.
Estos datos apareceran dentro de la discusién de las respuestas a la seleccion
estabilizadora aunque ya no se comente su significado para esta cuestién prelimi-
nar.

Al valorar las respuestas a la seleccion estabilizadora por el aspecto numé-
rico del fenotipo quetas extra, si se atiende sélo al incremento relativo de la clase
2, no parecen darse diferencias entre los tres tipos de seleccion (Fig. 3). Pero hay
diferencias claras en la evolucién de las clases con menos o mis de 2 quetas
extra. Y esto es importante, porque los tres criterios de seleccién aplicados aqui
pueden considerarse simultineamente direccionales y estabilizadores: tienden a
aumentar el nimero de quetas extra (0 en la poblacién normal) utilizando la
variabilidad oculta bajo el fenotipo canalizado, pero al mismo tiempo ponen un
corto limite a esa variabilidad y ese aumento al intentar estabilizar el fenotipo en
s6lo 2 quetas extra (debe aumentar sélo una queta extra en sélo dos de las varias
localizaciones posibles). La cuestién, pues, estd en si este efecto limitante (estabi-
lizador) es operativo en los tres criterios de seleccion empleados. En las lineas SC
la respuesta estabilizadora es mdxima desde el principio, no hay clases con mas
de 2 quetas extra, y en las lineas ADC va camino de serlo, ya que el efecto de
limite estd reduciendo las clases iniciales de mas de 2 quetas extra. Esta menor
exactitud y rapidez de la respuesta en las lineas ADC puede relacionarse con
otras observaciones de una mayor fijeza y regularidad de varios aspectos del
fenotipo quetas extra en el escutelo y con la mayor facilidad en lograr canaliza-
cién en él (Ruslo, 1971, 1978 y datos no publicados) tedo ello debido a distintas
caracteristicas de los procesos de desarrollo en el escutelo y el mesonoto.

En cambio en las lineas AP incluso aumentan los individuos con mis de 2
quetas extra. Hay ademds intensa reduccién de las clases 0 y 1 (mayor que en las
lineas ADC donde si es eficaz el efecto limitante), lo cual refleja que toda la
distribucién puede desplazarse hacia clases superiores. Todo ello se traduce en
que el numero medio de quetas extra pase de 2, y explica que estas lineas vayan
algo por delante de las demds en porcentaje de individuos con 2 quetas extra. En
suma la seleccion de tipo AP no posee efecto estabilizador suficiente para hacer
de la clase 2 un tope a su presién direccional. Esto se comprende mejor exami-

25



nando la respuesta en el fenotipo posicional, donde puede explicarse también que
haya aumento real de la clase 2 sin contradiccién con esa escasa eficacia del
efecto estabilizador.

Dadas las caracteristicas numérico-espaciales del fenotipo canalizado, al
evaluar la respuesta a la seleccién estabilizadora la localizacién de las quetas es
tan importante como su numero, lo mismo si se trata de restaurar el fenotipo
normal como de estabilizar en la poblacién un fenotipo distinto del normal.

Las respuestas de las lineas SC y ADC en el aspecto posicional del fenotipo
son coherentes con las encontradas para el efecto limitante en el fenotipo numé-
rico: respuesta maxima desde el principio en las lineas SC y aproximandose a ello
en las ADC. Es decir, el grado de estabilizacién de la respuesta numérica es
paralelo al grado de estabilizacién posicional. La seleccién para 2 quetas extra,
realizada con criterios que no mezclan posiciones anteriores y posteriores, clara-
mente es estabilizadora por igual para el nimero y para la localizacién de las
quetas.

Muy diferentes son las respuestas de las lineas AP, decisivas para discrimi-
nar entre las hipétesis de RENDEL y ROBERTSON. En ninguna de ellas aumenta la
frecuencia del fenotipo seleccionado y en dos de ellas incluso disminuye significa-
tivamente. Tampoco aumenta el fenotipo (A + P) con ambas quetas extra al
mismo lado del eje de simetria bilateral. En cambio aumenta en las tres lineas AP
la frecuencia del fenotipo (A), y en una también la de (P), fenotipos no seleccio-
nados pero que son los inicos que respetan la simetria bilateral en la hipétesis de
ROBERTSON.

Por tanto, la clase numérica 2 quetas extra, cuya frecuencia aumenta en los
tres tipos de seleccién, es muy heterogénea en fenotipos posicionales en las lineas
AP y homogénea en las otras. Para que nuestros resultados en las lineas AP no
discreparan de la hipétesis de RENDEL habria que considerar equivalentes todos
estos fenotipos posicionales. Resulta dificil equiparar los fenotipos (A) y (P) al
fenotipo (A + P) con ambas quetas extra al mismo lado del eje de simetria, que es
claramente asimétrico bilateral, incluso en la hipétesis de RENDEL, pues si el
conjunto del area dorsocentral es la unidad fenotipica debe serlo también de
simetria. Tampoco es ficil explicar la alta frecuencia de este fenotipo (A + P)
asimétrico en las lineas AP, similar a la del otro fenotipo (A + P) que si es
simétrico en esta hipétesis. En esta hipétesis de equivalencia de posiciones no se
explica por qué las tres lineas ADC son tan homogéneas y constantes en reducir
las dos clases de fenotipos (A + P) y no presentar nunca los (P), mientras las
lineas AP no son homogéneas y todas muestran oscilaciones sibitas en la evolu-
cién de las frecuencias de fenotipos posicionales. En una AP-5, casi nunca
aparece el fenotipo (P), en otra AP-3 tiende a desaparecer, y en una tercera,
AP-2, se mantiene. Las de baja frecuencia de (P) coinciden en mostrar el mayor
aumento del fenotipo (A), pero difieren en la evolucion del fenotipo seleccionado.
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La AP-2, iinica que mantiene la frecuencia del fenotipo (P), aumenta poco el (A) y
es la de mayor proporcién del (A + P). No se explican resultados tan dispares
para fenotipos equivalentes e igualmente simétricos en esta hipétesis. Final-
mente, en esta hipétesis también el fenotipo (I) es equivalente y simétrico bilate-
ral y sin embargo es el dnico que se elimina en todas las lineas ADC y AP.

La hipétesis de la no equivalencia de las posiciones anteriores y posteriores
(ROBERTSON) parece ofrecer una explicacién coherente de todos estos datos. Porque
en esta hipétesis las lineas ADC (y las SC) son de seleccién estabilizadora para
una posicién definida de tal manera que al seleccionar para sélo dos quetas extra
se selecciona a la vez para simetria bilateral; en las lineas AP se selecciona para
posiciones que pertenecen a unidades fenotipicas distintas, anterior y posterior, y
por tanto, al seleccionar para sélo 2 quetas extra, el fenotipo seleccionado es
asimétrico bilateral y debe encontrar la resistencia del control global de simetria
bilateral. En esta hipétesis los individuos (A + P) no se definen como «2 quetas»
sino como «(1 y 1) quetas». Esta seleccién simultdnea sobre las dos unidades
fenotipicas, més la accién del control general de la simetria bilateral, explica que
la linea AP tiendan a producir fenotipos (A) y (P), que son los tinicos simétricos en
esta hipotesis, pero lo hagan en diversa proporcién segiin su variabilidad inicial y
la desconocida relacién entre fenotipo y genotipo subyacente en cada individuo
seleccionado. Por esto mismo difieren estas lineas en sus frecuencias de fenotipo
(A + P), pero las tres presentan las dos clases de este fenotipo en similar propor-
cién pues ambas son igualmente asimétricas en esta hpétesis. El fenotipo (A + P)
no puede estabilizarse; el fenotipo estabilizable seria 2 quetas anteriores y 2
posteriores, pero su consecuciéon esta frenada, incluso en las lineas AP, por
seleccionar so6lo para 2 quetas extra. Es légico que sélo la linea AP-2 mantenga la
proporcién inicial del fenotipo (A + P) porque es la tnica linea en que aumentan
simultineamente ambos fenotipos (A) y (P), y por eso mismo ambos aumentan
poco. En las otras dos lineas AP disminuye el fenotipo (A + P) porque la selec-
cién se inclina sélo hacia el fenotipo (A) que aumenta considerablemente més que
en la AP-2, aunque hay algunos individuos (P) y (A + P) por la continuada
seleccién de quetas posteriores. El resultado en las tres lineas es un aumento real
de la clase numérica 2, pero esto ocurre reuniendo fenotipos que son heterogé-
neos en su significaciéon y en consecuencia aparecen en distintas proporciones
relativas en cada linea. La tendencia de una linea a producir fenotipos simétricos
dentro de una unidad fenotipica, sumandose a la continuada seleccién de quetas
extra en la otra unidad fenotipica, explica también el aumento de las clases con
méis de 2 quetas extra, incluso en la linea AP-5donde coinciden la mayor
tendencia a fijarse la respuesta en el fenotipo (A) y la mayor frecuencia en las
clases con mis de 2 quetas extra. Finalmente, la seleccién simultdnea en dos
unidades fenotipicas explica también las rapidas y amplias oscilaciones en las
frecuencias de los distintos fenotipos posicionales en inmediatas generaciones,
hecho que sélo aparece en las lineas AP como uno de sus rasgos més llamativos.
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En suma, la ajustada respuesta de las lineas SC, donde no aparece por
seleccién ningiin otro de los fenotipos, que serian equivalentes en la hip6tesis de
RENDEL, y el contraste de respuestas en las lineas ADC y AP, cuyos criterios de
seleccion sélo difieren en la relacién posicional anterior-posterior de las 2 quetas
extra, apoyan la hipétesis de la no equivalencia de las varias localizaciones de
quetas dentro del mesonoto y del escutelo.
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HUSOS MULTIPOLARES EN ANAFASE I DE HIBRIDOS DE
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RESUMEN

Se senala la formacién de husos multipolares en la anafase I de tres hibridos ABRR obtenidos en
el cruzamiento de triticale hexaploide por centeno diploide, con una frecuencia de 14 %, 10 % y 32 %
respectivamente. Este comportamiento dio lugar a que en segunda divisién aparecieran meiocitos que
presentaban tres células, triadas, separadas por tres tabiques radiales. Se ha detectado en las triadas
una relacién entre tamaio de la célula y cantidad de eromatina, siendo las células de menor tamaiio
las que contienen menor cantidad de cromatina. Las triadas se observaron dividiendo sincrénica o
asincronicamente. Se discute un posible origen de esta irregularidad.

SUMMARY

Multipolar spindles formation at anaphase [ in three ABRR hybrids obtained from the cross of
hexaploid triticale by diploid rye, their respective frequencies being 14 %, 10 % and 32 %, is
reported. This special behaviour led meiocytes to appear composed by three cells, triad, separated by
three radial walls at second division. A relation between cell size and chromatin account was detected
in triads, small cells having lesser chromatin account than large cells. Shynchronous and ashynchro-
nous triads both were observed. A possible origin of this irregularity is discussed.

INTRODUCCION

Los procesos normales de divisién celular, que ocurren tanto a nivel de
mitosis como de meiosis, requieren la formacién de un huso bipolar que arrastre a
ambos polos las dos mitades en que se divide el contenido cromosémico de la
célula. Sin embargo, ya en los primeros estudios efectuados sobre la divisién
celular se detectaron mitosis multipolares tanto en animales (MAYZEL, 1875) como

* Direccién actual: Departamento interfacultativo de Genética. Universidad de Oviedo. Oviedo,
Espafa.
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en plantas (STRASBURGER, 1880), que fueron calificadas por BovEeri (1888) como
anomalias patolégicas debido a que ocasionaban una distribucién cromosémica
anémala que originaba células con nimeros cromosémicos alterados.

Posteriormente las mitosis multipolares se han encontrado frecuentemente
en cultivos de tejidos y se ha observado que su frecuencia aumenta cuando se
someten a la accién de radiaciones ionizantes y de determinados agentes quimi-
cos (revisiones por PERA, 1970 y BAJER and MoLE-BAJER, 1972). También han sido
descritos en plantas numerosos casos de husos multipolares en meiosis, siendo
muy resaltable el hecho de que se observaran preferentemente en hibridos o
especies polipoides (revisién por Tal, 1970).

En el presente trabajo se analiza la ocurrencia de husos multipolares en la
anafase I de la meiosis de hibridos de Triticale por centeno diploide.

MATERIAL Y METODOS

El material utilizado en este trabajo ha sido siete hibridos de constitucién
genémica ABRR obtenidos en el cruzamiento de triticale hexaploide (AABBRR,
2n = 6x = 42) por Secale cereale diploide (RR, 2n = 14). Cinco de estos hibridos
tenian nimeros cromosémicos normales, 2n = 28, mientras que los otros dos eran
aneuploides, 2n = 26.

Las observaciones se efectuaron en anteras que habian sido fijadas en
alcohol-acético 3:1 y teiiidas con la técnica de Feulgen después de efectuar una
hidrélisis con CIH IN a 60°C durante 10 minutos. Las preparaciones se hicieron
permanentes con Sandeural después de separar porta y cubre con nieve carbé-
nica.

RESULTADOS Y DISCUSION

De las siete plantas analizadas cuatro presentaban husos bipolares normales
en anafase I y después de la subsiguiente divisién celular aparecian las clasicas
diadas que posteriormente entrarian en segunda divisién.

Sin embargo en dos plantas de 28 cromosomas 1341-2 y 1338-4 y en otra de
26 1606-1 aparecieron anafases I con al menos tres polos (Fig. la) que dieron
lugar a telofases trinucleadas (Fig. 1b). Como consecuencia de este comporta-
miento, durante la segunda divisién ppdian observarse grupos de tres células,
triadas, dentro del receptaculo de la célula madre de polen inicial, que estaban
separadas por tres tabiques radiales (Figs. lc, d y €). Teniendo en cuenta que en
las plantas la formacién del tabique se produce en un plano perpendicular al eje
del huso, esta disposiciéon radiada de los tabiques sugiere que durante la anafase |
de la célula originaria habrian existido tres direcciones de separacion cromoso-
mica, correspondiendo cada una de ellas a los lados del tridngulo formado por los
tres polos. A su vez este hecho, también descarta la posibilidad de que el nicleo
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extra que aparecia en las telofases I trinucleadas se hubiera formado por acumu-
lacién de cromosomas desconectados de un huso bipolar hipotético, siendo por
tanto tnicamente originadas por husos multipolares. Durante la segunda divisiéon
las tres células de la triada podian avanzar en el proceso de divisién sincrénica-
mente o podian encontrarse en diferente fase. Después de telofase Il se producia
de nuevo la divisién celular que originaba una hexada (Fig. 1f).

Fig. 1.-Se representan las distintas etapas transcurridas desde la formaciéon de un huso tripolar en
anafase I hasta el final de la meiosis. a) anafase tripolar, b) célula trinucleada en telufase I, ¢)
triada mostrando la relacién entre tamano celular y contenido en cromatina, d) triada asincré-
nica con dos células en metafase Il y una en anafase I, e) triada sincrénica en anafase II, f)
hexada.

La frecuencia de meiocitos multipolares la obtuvimos a partir de la frecuen-
cia de triadas en segunda divisién. Esto fue motivado por el hecho de que
contdbamos con pocas CMP en anafase I, y ademés por efecto del squash podian
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considerarse como bipolares anafases I que eran multipolares si dos polos se
superponian. Los porcentajes de células multipolares para cada planta fueron:
1341-2 14 %, 1338-4 10 % y 1606-1, 32 %.

Se pudo observar que los tres tabiques formados no delimitaban siempre la
misma cantidad de citoplasma, puesto que el tamafno de la célula parecia guardar
una cierta relacién con el contenido de cromatina que almacenaba en su interior
(Figs. 1lc, d y e), siendo mas pequenas aquellas células de la triada que aparente-
mente contenian menos cromatina.

Las meiosis multipolares han sido observadas en varias especies de plantas €
hibridos (Ta1, 1970) pero no se sabe cual es la causa que las produce. Tar (1970)
supone que a cada genomio le corresponde un organizador del huso. Estos
organizadores serian unidades simples que se comportarian igual que los centrio-
los en animales. En hibridos y poliploides en que se producen con bastante
frecuencia las meiosis multipolares, los organizadores del huso de genomios
distintos podrian estar fusionados o separados. En el primer caso originarian
meiosis bipolares, mientras que en el segundo producirian meiosis multipolares.
Esta hipétesis puede considerarse apoyada por el hecho de que las mitosis
multipolares observadas en tejidos animales en cultivo se producen preferente-
mente en células poliploides en las que probablemente, junto con los cromoso-
mas, también se ha multiplicado el nimero de centriolos (PERA and RAINER, 1973).

En nuestro caso, si tal hipétesis fuera cierta, se podrian explicar perfecta-
mente los resultados obtenidos, puesto que los hibridos en cuestiéon llevan junto
con los genomios A y B del trigo el genomio R del centeno. A estos tres genomios
podian corresponder tres organizadores del huso.

No obstante, esta hipétesis no explicaria los casos de meiosis multipolares
observados en los diploides. Para explicar este comportamiento TAl argumenta
que el organizador del huso correspondiente a un genomio podria fragmentarse
espontdneamente en subunidades cada una de las cuales podria originar un huso
proporcional a sus dimensiones.
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RESUMEN

Se analizan los valores de apareamiento cromosémico y la distribucién de cromosomas en un
triploide de centeno. Se puede deducir que todos los cromosomas del complemento del centeno tienen
la misma probabilidad, 0.7, de formar un trivalente en metafase [. La probabilidad en paquitena
resulté ser f = 0,71, lo cual sugiere que el apareamiento puede empezar en mds de dos puntos o que
existe preferencia para que dos cromosomas apareen en un punto y otros dos en otro. El mimero de
quiasmas en el triploide era mayor que en los diploides. Los cromosomas del grupo extra seguian una
distribucién al azar en anafase I, teniendolos univalentes observados en metafase 1 una probabilidad
e = 0,64 de dividir ecuacionalmente.

SUMMARY

Chromosome pairing values and chromosome distribution were analyzed in one triploid plant of
rye. It was deduced that all seven chromosomes of the rye complement showed the same probability,
0.7, to form a trivalent at metaphase 1. The trivalent pairing frequency at pachytene resulted in
f = 0.71, which suggested that a number of pairing initiation points larger than two or a preference for
pairing between two specific chromosomes at one end and the other two al the other end could take
place. The number of chiasmata in the triploid was greater than in diploids. The chromosome of the
extra set showed a random distribution at anaphase I, univalents observed at metaphase 1 having
probability e = 0.64 of dividing equationally.

INTRODUCCION

Fl comportamiento meiético viene determinado por tres fenémenos funda-
mentales: apareamiento cromosémico, formacién de quiasmas y distribucién
cromosémica. Cualquier variacién o irregularidad que afecte a estos procesos
puede tener consecuencias genéticas importantes al repercutir de forma directa
en las diferentes clases y frecuencias gaméticas.

En general, la poliploidia puede considerarse como causante de variaciones
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en el comportamiento meiético, si bien nos restringiremos a continuacién a los
efectos de la triploidia. Puesto que se admite como regla general que en un punto
s6lo pueden aparear dos cromosomas homdlogos, en los triploides se establece
una competencia para formar la pareja dentro de cada trio de cromosomas
homoélogos (SYBENGA, 1975). Aunque este hecho es comiin a todos los triploides,
las frecuencias con las que aparecen los dos tipos basicos de asociaciones cromo-
sémicas en metafase I, trivalentes y bivalentes méds univalentes, no son las
mismas en todos los casos (DawsoN, 1962; JounN y Lewis, 1965). Esta variacion
sugiere la existencia de otros factores, ademas de la competencia, que pueden
afectar al apareamiento en los triploides.

En cuanto a la distribucién de los cromosomas en anafase I, los resultados
obtenidos en Datura stramonium (SATINA y BLAKESLEE, 1937 a y b) indican que
existe una tendencia a que el grupo de cromosomas extra emigre conjuntamente
a un polo, no existiendo por tanto segregacién al azar. No obstante ésta no es la
regla general para todos los triploides (Joun y LEwis, 1965).

En el presente trabajo se estudia el apareamiento y la distribucién cromosé-
mica en anafase | en un triploide de centeno.

MATERIAL Y METODOS

El material utilizado ha sido una planta triploide de centeno, Secale cereale,
(3n = 21, Fig. 1) obtenida en el cruzamiento de centeno tetraploide cultivar
«Gigantéon» (2n = 4x = 28) (Tji0, SANCHEZ-MONGE y ALVAREZ-PERNA, 1953) por
centeno diploide cultivar «Ailés» (2n = 14).

Para el control del nimero cromosémico se emplearon meristemos de raiz
que fueron pretratados con frio, 4°C durante 48 h, para contraer los cromosomas.
Seguidamente, las raices se fijaron en alcohol-acético 3:1. La tincién se realizé
con la técnica de Feulgen tras haber efectuado una hidrélisis ¢con CIH IN a 60°C
durante 12 minutos. Para la observacién de la meiosis se utilizaron anteras fijadas
en alcohol acético 3:1 que fueron tefiidas también con la técnica de Feulgen. Las
preparaciones se hicieron permanentes con sandeural después de separar porta y
cubre con nieve carboénica.

RESULTADOS

Apareamiento en metafase 1

Cada trio de cromosomas homélogos presentaba tinicamente dos alternativas
en metafase I: podia formar un trivalente o bien, un bivalente mas un univalente.
En ningin caso se observaron tres univalentes homélogos, puesto que no apare-
cieron células madres de polen con menos de siete asociaciones de cromosomas
apareados.
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La distribucién de trivalentes por célula en las 200 CMP analizadas se
expresa en la Tabla I. Esta distribucién se ajusta a la binomial (0,7 + 0,3)7, donde
0,7 es la probabilidad de que tres cromosomas homdélogos estén formando un
trivalente en metafase I y 0,3 la probabilidad de que formen un bivalente mas un
univalente (ver NARANJO et al. 1979).

Ahora bien, tres cromosomas homoélogos apareados en trivalente durante
paquitena, pueden no dar lugar a un trivalente en metafase I si no se han formado
los quiasmas apropiados. En consecuencia, la probabilidad de formacién de
trivalentes estimada anteriormente con un valor de 0,7, puede resultar por debajo
de su valor real. SYBENGA (1965) desarrolla un método aplicable a trisémicos
primarios que estima con mayor exactitud la probabilidad de que los tres cromo-
somas homologos estén apareados en paquitena. Este método se basa en las
frecuencias que presentan los distintos tipos de trivalente (cadena, sartén o Y),
bivalentes (abiertos o cerrados) y trio de univalentes. Dicha probabilidad (f) de
formacién de un trivalente en paquitena viene dada por la expresién siguiente:

triv. cadena + triv. sartén

biv. cerrados + triv. cadena + triv. sartén

Este método puede ser perfectamente aplicable a los triploides que se consi-
deran como trisémicos primarios miltiples. En 100 CMP de las 200 analizadas fue
posible distinguir con claridad los distintos tipos de trivalentes siendo sus fre-
cuencias respectivas: trivalentes en cadena 291, trivalentes en sartén 191 y
trivalentes en forma de Y 9. Ademds aparecieron 195 bivalentes cerrados, 14
bivalentes abiertos y los correspondientes 209 univalentes. Para estos valores
corresponde una f = 0,71 y I-f = 0,29. Ademis, considerando que entre dos
brazos unidos ha ocurrido como minimo un quiasma, fue posible establecer en
estas 100 CMP la distribucién del nimero minimo de quiasmas por célula (Tabla
D). Dicha distribucién presenta una media de 15,77 * 0,28.

Distribucién cromosémica en anafase 1

En anafase I se observaron dos tipos de comportamiento cromosémico:
cromosomas que dividian reduccionalmente, las dos cromaétidas dirigidas al
mismo polo, y cromosomas que aparecian como retardatarios y dividian ecuacio-
nalmente, una cromitida a cada polo. Mientras que el primer tipo de comporta-
miento lo pueden presentar cromosomas que en metafase | estdn apareados o
como univalentes, el segundo es exclusivo de los univalentes.

Para establecer como tiene lugar la distribucién cromosémica en anafase I
hay que tener en cuenta las siguientes observaciones:

1) En todas las CMP se van a repartir siete cromosomas a cada polo puesto
que de cada trio de homdélogos, al menos dos estaban apareados en metafase I.
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TABLA I
Distribucién de frecuencias para trivalentes y nimero minimo de quiasmas por
célula en un triploide de centeno

Configuracién meidtica Nimero (1)
- — - Niimero minimo de Niimero de
Trivalentes Bivalentes Univalentes células quiasmas células
0 7 7 0 20 1
1 6 6 0 19 4
2 5 5 6 18 5
3 4 4 18 17 15
4 3 3 48 16 33
5 2 2 64 15 24
6 1 1 43 14 14
7 0 0 21 13 4
Total 200 100

Media 4.91 £ 0,17 15,77 + 0,28

(I) EI nimero minimo de quiasmas se ha establecido en base a que un trivalente en cadena forma como
minimo dos quiasmas, un trivalente en sartén tres, un trivalente en Y dos. un bivalente cerrado dos y un bivalente
abierto 1. Los tres tipos de trivalentes fueron claramente distinguidos en las 100 CMP analizadas.

2) Los siete cromosomas restantes pueden dividir ecuacionalmente o re-
duccionalmente.

2.1) El nimero de cromosomas que dividen ecuacionalmente por CMP va a
venir determinado por dos factores: el nimero de univalentes existentes en esa
célula en metafase I y la probabilidad de que dividan ecuacionalmente. En el
supuesto de que los univalentes fueran independientes con respecto a su orienta-
cién, y que todos tuvieran la misma probabilidad e de dividir ecuacionalmente (y
por tanto reduccionalmente, r = l-e), la distribucién de univalentes por célula
dividiendo ecuacionalmente vendria dada por la siguientes expresion (GIRALDEZ
and LACADENA, 1976).

donde:

i = niimero de univalentes por célula en metafase I.

Ex = probabilidad de obtener una CMP en anafase I con x univalentes dividiendo
ecuacionalmente.
Pi = probabilidad de que dicha CMP presentara en metafase I i univalentes.

Siguiendo a GIRALDEZ y LACADENA (1976) el valor de e lo podemos estimar de
la siguiente manera:
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siendo:

M = nimero de CMP examinadas en metafase .
A = ntmerv de CMP examinadas en anafase I.
E = nimero de univalentes dividiendo ecuacionalmente en las A células.

U = nimero de univalentes en las M células.

De acuerdo con esta expresién el valor de e resulté ser ¢ = 0,64 y por tanto
r = 0,36.

2.2) Si lus eromosomas que dividen reduccionalmente, procedan de triva-
lentes o de univalentes. son independientes y tienen 1/2 de probabilidad para
emigrar a un polo determinado, la probabilidad de las distintas clases de distribu-

cion vendria dada por la expresion (SFicas, 1963):

Ez=2 (7-x) (1*)7—)( para z < &1
e 1
= ()03
z | \2

Ez = probabilidad de que en una CMP con 7-x cromosomas dividiendo reduccio-

nalmente, z vayan a un polo y 7-x-z vayan al polo opuesto ( X = univalentes
dividiendo ecuacionalmente en esa CMP).

siendo:

2.3) La probabilidad compuesta de obtener una CMP con x cromosomas
dividiendo ecuacionalmente y 7-x dividiendo reduccionalmente de los cuales: z
van a un polo y el resto 7-x-z al polo opuesto, vendrd dada por la expresion:

a1y - N ’
EzEx=2( 'x) (—) e Pi (l) €I parz < L
4 2 i =im > )
- 1 c 1=5 1 , 7
Ez Ex = ((x) (‘) s by Pi (l) e r para z = ==
VA 2 l: X 2

3) Considerando el total de 21 cromosomas, las distintas clases de células
que apareceran en anafase I tendrian x cromosomas dividiendo ecuacionalmente,
14-x-z en un polo y 7 + z en el polo opuesto. En la Tabla Il se expresan los
valores observados para cada uno de estos tipos de células y los esperados segiin
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las expresiones indicadas en el punto 2.3. La prueba de X 2 efectuada indica que
estas distribuciones no difieren significativamente y por lo tanto, 14 de los 21
cromosomas se distribuyen en dos grupos de 7 cada uno a un polo y de los 7

Fig. 1-Centeno triploide, 2n = 3x = 21 cromosomas. a) Metafase somatica. b) Metafase I mostrando
5 III en cadena, 1 III en sartén, 1 II cerrado y 1 I. ¢) Anafase I con 11 cromosomas en un polo

y 10 en el otro. d) Anafase I con dos cromosomas dividiendo ecuacionalmente, 11 cromosomas
en un polo y 8 en el otro.
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cromosomas extras, los derivados de univalentes dividen ecuacionalmente con
una probabilidad e = 0,64 y los restantes se distribuyen al azar entre los dos polos
anafésicos.

TABLA II
Comparacién entre los resultados observados para la distribucién de cromosomas
en la anafase | de un triploide de centeno y los esperados segin una distribucién
al azar de los 7 cromosomas extra, tanto si los univalentes dividen ecuacional-
mente como reduccionalmente

Distribucion

Ecuacional Polo 1 Polo 2 Valores Valores
14-X-Z T+Z esperados observad os

0 14 7 0,74 3

0 13 8 5,17 4

0 12 9 15,53 16

0 11 10 25,88 31

1 13 7 2,23 3

1 12 8 13,39 11

1 11 9 33,47 22

1 10 10 22,32 26

2 12 7 3,40 2

2 11 8 16,98 21

2 10 9 33,97 32

3 11 7 2,68 4

3 10 8 10,72 8

3 9 9 8,4 9

4 10 7 1,21 2

4 9 8 3,63

5 - = 0,64 0
Total 200,00 200
X2=1743 gl. =8 0,30 < p < 0,50

DISCUSION

Apareamiento

Segin Dawson (1962), la frecuencia media de trivalentes por célula en los
triploides puede ser influida por tres factores: a) La longitud de los cromosomas:
a mayor longitud corresponde una mayor probabilidad de que se asocien los tres
homélogos. b) El nimero haploide de cromosomas, la elevacion del nimero
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haploide disminuiria la frecuencia de trivalentes. ¢) La frecuencia de quiasmas,
ésta guarda una relacion directa con la probabilidad de que una asociacion
trivalente se mantenga como tal en metafase [.

El primer punto queda reflejado al comparar las frecuencias medias de
trivalentes por célula observadas en Lycopersicum esculentum, 4,9 11l por célula
(2n = 3x = 24, cromosomas relativamente cortos) (Upcort, 1935) y Lilium tigri-
num, 9,7 Il por célula (2n = 3x = 24, cromosomas relativamente largos) (CHAN-
DLER et al., 1937). El efecto de la longitud se puede observar también en el
comportamiento de un tripoide de maiz en el que los cromosomas mas largos
forman més trivalentes que los mas cortos (McCLINTOCK, 1929). Por el contrario,
en el centeno, que tiene cromosomas de longitud muy similar (GIRALDEZ et al.,
1979), todos los cromosomas presentan la misma probabilidad de formar triva-
lente en metafase [ en el triploide analizado.

El efecto de la frecuencia de quiasmas puede ser responsable, al menos en
parte, de que en un trisémico primario de centeno con 13,01 quiasmas por célula
apareciera un trivalente en metafase I con una probabilidad de 0,39 (SYBENGA,
1965), mientras que en el triploide aqui estudiado con una media de 15,77
quiasmas por célula (Tabla I) se obtenga una probabilidad de formacién de un
trivalente de 0,7. Es decir, que la mayor frecuencia de quiasmas del triploide
podria haber determinado el aumento de la probabilidad. de aparicién de trivalen-
tes en metafase I con respecto al trisdmico.

Por otro lado, el nimero (minimo) de quiasmas estimado en el triploide es
mayor que el que se observa en los diploides normales (NARANJO and LACADENA,
1980). Este resultado est4 en consonancia con los obtenidos por MATHER (1939) en
maiz y que sugieren que el aumento en el nimero de genomios produce una
elevacién en la capacidad bioquimica de la célula que afecta a la formacién de
quiasmas. Esta interpretacién podria explicar también las diferencias en el nu-
mero de quiasmas entre el triploide y el trisémico sefialado anteriormente.

Las diferentes configuraciones aparecidas en metafase | son consecuencia de
los diferentes tipos de asociaciones que se producen entre los tres cromosomas
que compiten en el apareamiento. A su vez, las posibilidades de apareamiento
entre los cromosomas homologos estdn condicionadas por el nimero de puntos de
iniciacién de dicho apareamiento. Con sélo dos puntos de iniciacién se pueden
obtener asociaciones de dos cromosomas o de tres cromosomas homdlogos, con
una frecuencia de 1/3 y 2/3 respectivamente, si no existen preferencias en el
apareamiento (SYBENGA, 1975). Esto daria lugar a que en el triploide los trivalentes se
distribuyeran segiin la binomial {(2/3 + 1/3)7. Sin embargo, los valores encontrados
no siguen esta distribucién ( 22 = 11,06, g.1. = 5, p = 0,05) sino la distribucion
(0,7 + 0,3)7, en la que 0,7 que es la probabilidad de que aparezca un trivalente en
metafase I, es mayor de 2/3. Pero mayor aiin es la probabilidad de que se forme
un trivalente en paquitena f = 0,71, y por lo tanto se puede concluir que en
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algunos o en todos los cromosomas del triploide hay més de dos puntos de
iniciacion del apareamiento, o que dos cromosomas tienen proferencia para inciar
el apareamiento en un punto y otros dos en el otro.

Distribucién cromosomica

Los resultados observados en la distribucién cromosémica en anafase I
ponen de manifiesto los siguientes hechos:

1) Los univalentes de centeno dividen ecuacionalmente con la misma pro-
babilidad, e = 0,64, e independientemente los unos de los otros. Este hecho habia
sido observado también por GIRALDEZ y LACADENA (1976) en ciertos pares de
univalentes producidos en centeno consanguineo desinaptico. Encontraban dos
tipos de pares de univalentes: unos que dividian siempre reduccionalmente emi-
grando un cromosoma a cada polo y otros en que cada miembro del par dividia
ecuacional o reduccionalmente e independientemente del otro miembro. Sugieren
que la diferencia entre ambos tipos pueda ser achacada a que se originan en
distinto momento durante la metafase I. En nuestro caso los univalentes deriva-
rian practicamente en su totalidad de cromosomas no apareados, como parecen
indicar las probabilidades obtenidas para asociaciones trivalentes en paquitena
(0,71) y en metafase I (0,70). Por tanto no cabe esperar ningiin comportamiento
diferencial. X

2) Los univalentes de centeno que dividen reduccionalmente (r = 0,36) se
distribuyen al azar entre los dos polos anafésicos.

3) Los cromosomas integrados en un trivalente se separan dos a un polo y el
tercero al opuesto. Las diferentes asociaciones son independientes entre si en su
orientacién en el huso y esto determina una distribucién al azar de los cromoso-
mas.

Estos resultados son contradictorios con los encontrados en Datura stramo-
nium (SATINA and BLACKESLEE, 1937 a y b) donde aparece una fuerte tendencia a
que los cromosomas del grupo extra emigren juntos & mismo polo. Del mismo
modo, dos triploides de Endymion nonscriptus y E. hispanicus (WiLsoN, 1959),
con el mismo ndmero cromosémico (2n = 3x = 24) y frecuencias de apareamiento
similares, presentan sin embargo, una diferente distribucién cromosémica: al azar
E. nonscriptus, no al azar E. hispanicus. Estos resultados contrapuestos no
permiten generalizar sobre los mecanismos que regulan la distribucién cromosé-
mica en los triploides.
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RESUMEN

Se estudia la naturaleza de la resistencia a nueve antibidticos aminoglicésidos que expresa un
aislado clinico de Serratia marcescens. Esta cepa alberga dos plismidos de resistencia de masa
molecular 50 y 85 megadaltons respectivamente, que pueden cotransferirse por conjugacioén a Echeri-
chia coli. La expresion fenotipica de las resistencias ha sido correlacionada con las actividades
adeniltransferasa y acetiltransferasa tanto en células transconjugantes de £. coli, albergando uno o
ambos pldsmidos, como en segregantes plasmidicos obtenidos por tratamiento con bromuro de etidio,
que habian perdido algunas marcas de resistencia a aminoglicésidos. Se encontré que el plasmido de
50 Mdal. codifica una adeniltransferasa cuyo perfil de sustratos incluye estreptomicina y espectinomi-
cina. El plasmido de 85 Mdal. codifica tres enzimas diferentes: una adeniltransferasa similar a la
anterior pero con menor afinidad por los sustratos; una acetiltransferasa con fuerte afinidad por
gentamicina, tobramicina y sisomicina y menor por kanamicina y deoxikanamicina B; y una fosfo-
transferasa cuyo perfil incluye al menos kanamicina, neomicina, aminosidina y ribostamicina.

SUMMARY

The nature of resistance to nine aminoglycoside antibiotics shown in a clinical isolate of Serratia
marcescens is studied. This strain carries two resistance plasmids of 50 and 85 megadaltons in size
that were cotransferred by conjugation to Escherichia coli. The phenotypic resistance has been
correlated with the adenylyliranferase and acetyltransferase activities of the E. coli transconjugants
harboring one or both plasmids, and in plasmidic segregants obtained by ethidium bromide treatment
which showed loss of some resistance markers to aminoglycosides. It was found that the plasmid of 50
Mdal. codifies an adenylyltransferase with a profile of sustrates which includes streptomycin and
spectinomycin, whereas the 85 Mdal. plasmid codifies three different enzymes: an adenylyltransferase
similar to the preceding, but with less affinity for the sustrates; an acetyliransferase with strong
affinity for gentamicin, sisomicin and tobramycin, but weak for kanamycin and deoxykanamycin B;
and a phosphotransferase whose profile includes at least kanamycin, neomyecin, aminosidin and
ribostamicine. The experimental data obtained indicate that in the resistance to nine aminoglycosides
in the nosocomial strain of S. marcescens three different enzymes are implicated.
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INTRODUCCION

Los aminoglic6sidos constituyen un grupo de antibiéticos cuya utilizaciéon es
basica en la quimioterapia actual. Su espectro de accién incluye fundamental-
mente bacterias Gram-negativas, micobacterias y Staphylococcus aureus. En
cuanto a su modo de accion tienen un efecto bactericida, sobre las cepas suscep-
tibles, relacionado con la interferencia en la sintesis protéica a nivel de la
subunidad ribosémica 30 S. Este hecho determina la utilizacion en terapia de
estos antibidticos, debido a la existencia de grandes diferencias entre el sistema
ribosémico de las bacterias y el de las células eucariotas.

La resistencia a los aminoglicésidos, en situaciones clinicas, se ha planteado
desde poco tiempo después de su introduccién en terapia, estando determinada
predominantemente por la existencia de pldsmidos de resistencia (plasmidos R)
que codifican la sintesis de enzimas periplasmicos especificos que modifican
quimicamente al aminoglicdsido provocando un bloqueo en su sistema de trans-
porte5. Los mecanismos de modificacion descritos comprenden: acetilacién de
grupos amino, adenilacién y fosforilacion de grupos hidréxilo?. Para que la medifi-
cacién tenga lugar, ademads del enzima y del aminoglicésido sustrato, se requiere
la presencia de un catién divalente y de un cofactor (acetil-coenzima A para la
N-acetilacién y un nucleétido para la 0-adenilacion y O-fosforilacion).

Actualmente el método de eleccion para la valoraciéon de las distintas activi-
dades enzimaticas es el radioenzimatico, descrito inicialmente por OzANNE!! y
ampliando y modificajo por BENVENISTE y DavVIES', que se basa en la valoracién de
la transferencia al aminoglicésido de los cofactores, que intervienen en la reac-
cién, marcados radioactivamente.

El objeto del presente trabajo ha sido poner de manifiesto si la resistencia a
nueve aminoglicésidos, habitualmente utilizados en clinica, que presentaba la
cepa de origen hospitalario de Serratia marcescens CSC 29381 era debida a la
presencia de enzimas modificadores de aminoglic6sidos de origen plasmidico.
Para ello hemos desarrollado los siguientes puntos:

1.-Eleccién de un sistema de células apropiado.

2.~Caracterizacion de los elementos genéticos extracromosémicos portadores
de las resistencias.

3.—Valoracion de las distintas actividades enzimaticas implicadas en la resis-
tencia a aminoglicésidos.

MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas

Serratia marcescens CSC 29381, aislada de una muestra de tejido pulmonar
en el Servicio de Microbiologia de la Ciudad Sanitaria «Ntra. Sra. de Covadonga»
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de Oviedo, no pigmentada y resistente a ampicilina, carbenicilina, cefalosporina,
sulfadiazina, trimetoprim-sulfametoxazol, tetraciclina, fosfomicina, a ocho ami-
noglicosidos (estreptomicina, gentamicina, sisomicina, tobramicina, kanamicina,
neomicina, aminosidina, ribostamicina) y al aminociclitol espectinomicina.

Serratia marcescens CECT 159, cepa neotipo, sensible a todos los antibiéti-
cos anteriormente descritos.

Escherichia coli K12 W3110, resistente a la rifampicina. Dos transconjugantes
de E. coli W3110 que en experimentos previos de conjugacién habian recibido
alguno de los siguientes bloques de resistencia, Tc 1: ampicilina, carbenicilina,
fosfomicina, estreptomicina y espectinomicina. Te 2: todos los del Te 1 y ademas
sulfadiazina, trimetoprim-sulfametoxazol, cefalosporina, tetraciclina y los amino-
glicésidos gentamicina, sisomicina, kanamicina, neomicina, aminosidina y ribos-
tamicina.

Pruebas de sensibilidad a antibiéticos

La resistencia a los antibidticos fue determinada por técnicas de difusién en
agar recomendadas por la O.M.S. (antibiograma, replica en placas conteniendo
antibiéticos y C.I.M.) con las modificaciones descritas en trabajos previos’,8.

Obtencién de segregantes

El método utilizado se basé en las téenicas descritas por SALISBURY, HEDGES y
Darta’ y TomoEDA et al.'® utilizando bromuro de etidio en concentraciones

subinhibitorias (150-200 pg/ml).

Aislamiento del ADN plasmidico

El dcido desoxirribonucleico plasmidico fue extraido de las células por el
método del lisado claro de CrewerL y HELINSKI® parcialmente modificado®.

Electroforesis en geles de agarosa y estimacién
del peso molecular

Las bandas de ADN plasmidico fueron visualizadas por electroforesis de
geles de agarosa en placas horizontales aplicando el método de MEYERS et al.®.
Para la estimacion de la masa molecular de los plasmidos problema se incluyeron
en los geles pldsmidos patrones de masa molecular conocida. La electroforesis
fue realizada durante 5 horas a 100 m.A. Después de haber sido tenidas con
bromuro de etidio, las placas fueron visualizadas en un transiluminador de luz
ultravioleta, y posteriormente fotografiadas.

Las movilidades relativas de los plasmidos problema fueron correlacionadas
frente al logaritmo de las masas moleculares de los plismidos standards.

45



Ensayo radioenzimdtico

Para el ensayo radioenzimatico nos basamos en el método descrito por
BENVENISTE y DAVIES® segiin el siguiente protocolo:

1.-Obtencién de extractos enzimaticos crudos.

Para la preparacién de los extractos enzimaticos crudos las células fueron
crecidas a 37°C en un medio LB (Luria Broth) hasta la fase logaritmica de
crecimiento, sometidas a centrifugacién y lavado con tampén (tris-clorato 10 mM,
cloruro magnésico 10 mM y B-mercaptoetanol 3 mM, pH 7,8). Las células resus-
pendidas en el mismo tampé6n fueron sometidas a un proceso de sonicado durante 3
intervalos de 45 segundos. Los extractos enzimiticos resultantes fueron centrifu-
gados a 45.000 rpm durante 60 minutos, y el sobrenadante, que es el extracto
enzimdtico crudo, fue mantenido en hielo hasta proceder al ensayo radicenzima-
tico.

2a.—Componentes integrantes de la mezcla reactiva para la valoracién de la
actividad adeniltransferasa:

10 pl. de ATP ('*C) con una actividad de 10 pCi/pmol/mi.

10 pl. de una solucién de 1 mg/ml del antibiético sustrato (estreptomicina,

espectinomicina, kanamicina, gentamicina, neomicina).

10 pl. de extracto enzimdtico crudo.

10 pl. de tampén (Tris 1 M, cloruro magnésico 1 M, cloruro aménico 2 M y
DTT 0,5 M) pH 7,8.

2b.—Componentes de la mezcla reactiva para la valoracién de la actividad
acetiltransferasa:

10 pl. de Acetil-coenzima A ('*C) con una actividad de 25 pCi/ml.

10 pl. de una solucién de 1 mg/ml de antibiético sustrato (gentamicina,
sisomicina, tobramicina, kanamicina, neomicina, aminosidina, amika-
cina).

10 pl. de extracto enzimdtico crudo.

10 pl. de tampén pH 5,8 (dcido citrico 0,6 M, citrato sodico 0,6 M, acetato
magnésico 1 M, DTT 0,5 M), o bien tampén pH 7,6 (Tris base 1 M,
cloruro magnésico 1 M, cloruro aménico 1 M, DTT 0,5 M).

3.~Desarrollo y valoracién de la reaccién.

Después de incubada la mezcla 30 minutos a 30°C; alicuotas de 20 pl. fueron
pipeteadas en filtros de fosfocelulosa Whatman P-81, de 1 em?2. Estos filtros, al
estar cargados negativamente, permiten la unién electrostatica de los aminoglicé-
sidos, que tienen naturaleza catiénica. Los filtros fueron introducidos en 200 ml.
de agua destilada a 80°C durante 2 6 3 minutos y lavados tres veces en agua
destilada fria. Una vez secos se procedié a la lectura de la radioactividad fijada en
un contador de centelleo que registra cuentas por minuto. Puesto que la reaccién
de modificacién es estequiométrica, la suma de radioactividad fijada es directa-
mente proporcional a la cantidad de enzima presente en el extracto. Para hallar el
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perfil de sustrato del enzima, los valores, obtenidos en cuentas por minuto, para
los distintos sustratos se expresan en forma de porcentajes relativos a uno de ellos
al que se le da el valor de 100.

RESULTADOS

[. ELECCION DEL SISTEMA DE CELULAS

En la literatura se cita que un determinado enzima puede modificar diferen-
tes antibiéticos aminoglicésidos y que un determinado aminoglicésido puede ser
modificado por mas de un tipo de enzimasS5,'®. Para poder aplicar el método
radioenzimético necesitibamos un sistema de células apropiado en el que no se
solapasen los efectos de los diferentes tipos de posibles enzimas responsables de
la resistencia multiple a aminoglicésidos que expresaba el aislado clinico de S.
marcescens CSC 29381. Con este fin intentamos obtener y seleccionar distintos
tipos de segregantes plasmidicos en la cepa de S. marcescens y en los dos tipos de
células transconjugantes de E. coli que habian recibido distintas marcas de
resistencia de S. marcescens en experimentos previos de conjugacién. Para ello
los tres tipos de células fueron crecidas en presencia de 150-200 pg/ml de
bromuro de etidio. El bromuro de etidio es un agente intercalante que, a concen-
traciones subinhibitorias, actiia impidiendo la replicacién del ADN plasmidico sin
afectar a la replicacién del ADN cromosémico.

En células de S. marcescens no se obtuvieron segregantes en los que se
hubiesen eliminado todas o parte de las marcas de resistencia, mientras que en
células transconjugantes de £. coli se obtuvieron distintos tipos de segregantes vy,
ante los resultados obtenidos, fue seleccionado el sistema de células que se
incluye en la Tabla I.

II. ANALIsIS DEL ADN PLASMIDICO

Con objeto de caracterizar el plasmido o plismidos de resistencia presentes
en los distintos tipos de células seleccionadas, cultivos independientes de toda
ellas fueron crecidos, lisados y analizado el ADN plasmidico, presente en los
lisados, por electroforesis en geles de agarosa. En la Figura 1 se muestran los
resultados obtenidos, puede observarse que en los lisados de S. marcescens CSC
29381 aparecen dos bandas que corresponden a dos pldsmidos de 85 y 50 mega-
daltons de masa molecular, a los que hemos designado como pUO 320 y pUO 321
respectivamente. Dos bandas de la misma masa aparecen en E. coli Tc 2,
mientras que en E. coli Tc 1 solamente aparece la banda de 50 Mdal. y en E. coli
Te 2 segregante 1 la de 85 Mdal. En los otros dos tipos de segregantes obtenidos a
partir de células de E. coli Tc 2 se observa la banda de 50 Mdal. y una banda con
movilidad ligeramente superior a la del plasmido de 85 Mdal. (pUO 320) por lo
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Fig. 1.-Electroforesis en geles de agarosa de plasmidos de resistencia a aminoglicésidos en S.
marcescens (figura la), y en derivados de E. coli W3110 (figura 1b). Masa molecular de los
plasmidos patrén: R124 (77 Mdal.); R1 (62 Mdal.); R1-dRd19K (47 Mdal.); RP4 (34 Mdal.);
R388 (21 Mdal.).

que suponemos que este plismido, en ambos casos, ha sufrido una delecién de
aproximadamente 2-3 Mdal. Los segregantes que han perdido la expresién fenoti-
pica de todas las resistencias no presentan ninguna banda de ADN extracromo-
sémico. En la Tabla I se correlaciona el tipo y niveles de resistencia que expresan
diferentes tipos de células con la masa molecular de los plismidos que albergan.

III. VALORACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA ADENILTRANSFERASA

Para valorar la posible actividad adeniltransferasa de las cepas selecciona-
das, las células fueron crecidas y lisadas y los extractos enzimiticos crudos
fueron ensayados en presencia de ATP (**C). En la Tabla II se relacionan los
porcentajes de actividad de los extractos de los diferentes tipos de células frente a
cinco moléculas de aminoglicésidos y se puede observar que, mientras los proce-
dentes de la cepa neotipo, S. marcescens 159, no muestran actividad, los del
aislado clinico S. marcescens CSC 29381 muestran actividad y con un perfil de
sustratos éspecifico para estreptomicina y espectinomicina. Esta actividad tam-
bién la muestran los dos tipos de células transconjugantes y los distintos tipos de
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TABLA II
Porcentaje de actividad adeniltransferasa y perfil de sustratos del sistema de
células ensayado (1)

Actividad adeniltransferasa (%)

Antibidtico S. marcescens  S. marcescens E. coli Te2 [ Ta2

sustrato CSC 29381 CECT 159 K12 w3110 Tel Te2 segr.l segr.2
Estreptomicina 100 0 13 100 37 25 37
Espectinomicina 145 0 4 140 49 28 72
Kanamicina 0 0 4 3 0 1 0
Gentamicina 0 0 0 0 0 0 0
Neomicina 0 0 1 0 1 0 0

(1) Los porcentajes de actividad estin calculados en relacion a la estreptomicina, e independientemente para
S. marcescens y E. coli.

segregantes. Hemos de resaltar que los porcentajes de adenilacién mostrados por
el Tc-1, que sélo presenta resistencia a aminoglicésidos estreptidinicos (estrepto-
micina) y al aminociclitol espectinomicina, son superiores a los valorados en las
células Te 2, que ademds presentaban resistencia a por lo menos 6 aminoglicési-
dos deoxi-estreptaminicos (Tabla II).

Cuando se correlaciona la expresién fenotipica de la resistencia (CIM) (Tabla
I) con el porcentaje de actividad adeniltransferasa (Tabla II) se observa que todas
las cepas resistentes a estreptomicina y espectinomicina presentan actividad
adeniltransferasa con un perfil de sustratos que incluye solamente estas dos
moléculas.

IV. VALORACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA ACETILTRANSFERASA

Para valorar la actividad acetiltransferasa de las cepas seleccionadas, los
extractos enzimaticos crudos del sistema de cepas elegido fueron ensayados en
presencia de Acetil-CoA. Solamente se ha ensayado dicha actividad frente a los
aminoglicésidos deoxi-estreptaminicos ya que, en la literatura, nunca se ha des-
crito una acetiltransferasa con afinidad por los aminoglicésidos estreptidinicos.
En la Tabla III se relacionan los porcentajes de actividad de los extractos
enzimdticos del sistema de células seleccionado frente a ocho aminoglicésidos
deoxi-esjreptaminicos, observindose que mientras que en el caso de la cepa
neotipo, S. marcescens CECT 159, no se presenta actividad, los extractos proce-
dentes del aislado clinico de S. marcescens CSC 29381 muestran actividad aceti-
lante con gran especificidad de sustrato por gentamicina, tobramicina y sisomi-
cina y en menor grado por kanamicina y DKB. Dicha actividad también la
presentan las células Te 2 y su segregante de tipo 2. Sin embargo, como era de
esperar, las células sensibles fenotipicamente a los antibiéticos deoxi-estreptami-
nicos ensayados no presentan actividad enzimatica acetilante.
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TABLA III
Porcentaje de actividad acetiltransferasa y perfil de sustratos del sistema de
células ensayado (1)

Actividad acetiltransferasa (%)

Antibidtico S. marcescens S. marcescens E. coli Tec2 Te?2

sustrato CSC 29381 CECT 159 K12 W3110 Tel To?2 segr.2 segr.d
Gentamicina 100 1 2 2 100 80 0
Tobramicina 108 0 0 0 27 22 0
Sisomicina 106 3 1 1 20 12 0
Kanamicina 63 0 0 0 5 2 0
DKB 61 0 0 0 2 S 0
Neomicina 6 3 3 2 0 2 1
Aminosidina 1 0 1 1 0 4 0
Amikacina 3 4 1 1 2 2 0

(I) Los porcentajes de actividad estdn calculados en relacién a la gentamicina, e independientemente para S.
marcescens y E. coli.

TABLA 1V
Enzimas plasmidicos modificadores de aminoglicésidos del aislado clinico
S. marcescens CSC 29381

ENZIMA PLASMIDO
Nombre Actividad Rango Masa
sistemdtico enzimdtica sustratos Punto de modificacién molecular Denominacién

AAD (3™ Nucleotidil- Sm 3”- hidroxilo de la amino-

transferasa Sp hexosa III de la Sm, 85 Mdal. pUO 320

9’- hidroxilo de la actinamina
de la Sp

AAD (3™ Nucleotidil-  Sm 37- hidroxilo de la amino-

transferasa Sp hexosa II1 de la Sm, 50 Mdal. pUO 321

9’- hidroxilo de la actinamina
de la Sp

AAC (3)-11 Acetiltrans- Gm, Si, 3- amino del anillo de

ferasa Tmy deoxi-estreptamina 85 Mdal. pUO 320
*Km, DKB)

APH (3" Fosfotrans- Km, Nm, 3= hidroxilo de la amino-
ferasa Am, Rib hexosa I de la molécula 85 Mdal. pUO 320

* Con baja afinidad.

Al correlacionar la expresién fenotipica de la resistencia (Tabla I) con el
porcentaje de actividad acetiltransferasa (Tabla III) se observa que todas las
cepas resistentes fenotipicamente a gentamicina y sisomicina muestran actividad
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acetilante con especificidad por gentamicina, sisomicina, tobramicina y en menor
grado por kanamicina y DKB.

V. VALORACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA FOSFOTRANSFERASA

La presencia de una actividad fosfotransferasa ha sido deducida atendiendo
al estudio comparado de los fenotipos de resistencia (CIM) y el analisis de bandas
de ADN plasmidico de las células del sistema elegido. Tanto las células de S.
marcescens CSC 29381 como las derivadas de E. coli W3110, Tc 2 y los segregan-
tes de tipo 1 y 3, presentan niveles de resistencia elevados a los aminoglicésidos
kanamicina, neomicina, aminosidina y ribostamicina, mientras que frente a nin-
guno de estos sustratos existe una fuerte actividad acetiltransferasa o adeniltrans-
ferasa. Por otro lado, cuando se correlacionan dichas resistencias con la presen-
cia de bandas de ADN plasmidico en las células segregantes, obtenidas por
tratamiento con bromure de etidio de E. coli TC 2, se observa que estas cuatro
resistencias se transfieren y eliminan conjuntamente y estan en una misma banda

de ADN.

DISCUSION

Ante los resultados obtenidos podemos deducir que son tres los mecanismos
implicados en la resistencia a aminoglicésidos que presenta el aislado clinico de
S. marcescens CSC 29381. El primero corresponde a un enzima adenilante de
grupos hidréxilo de la espectinomicina y de los:aminoglicosidos estreptidinicos
como la estreptomicina. Este perfil de sustratos corresponde al enzima estrepto-
micin adeniltransferasa caracterizado por BENVENISTE y DAVIES en 1971" y cuyo
nombre sistematico actual es AAD (3”): nucleotidiltransferasa'®. El segundo
corresponde a un enzima acetilante de grupos amino, con afinidad fuerte por los
aminoglicosidos deoxi-estreptaminicos: gentamicina, sisomicina y tobramicina vy
débil por kanamicina y DKB; este perfil de sustratos corresponde al del enzima
descrito en 1974 por Lt Gorric (citado en 6) en Kiebsiella denominado en princi-
pio gentamicin-acetiltransferasa y cuyo nombre sistematico actual es AAC (3)-II;
acetiltransferasa'®. La resistencia a los otros cuatro aminoglicésidos deoxi-estrep-
taminicos: kanamicina, neomicina, aminosidina y ribostamicina se transferia en
bloque a células de E. coli y en este huésped era eliminada también en bloque por
tratamiento con bromuro de etidio. Pero ni en la cepa parental de S. marcescens
ni en células transconjugantes de E. coli resistentes a estos cuatro antibidticos se
encontrd actividad adeniltransferasa ni acetiltransferasa significativa frente a
ninguno de ellos, lo que nos lleva a deducir que el tercer mecanismo de resisten-
cia es debido a una fosfotransferasa de tipo APH (3°) cuya caracterizacién mas
completa requeriria la valoracién radioenzimaiica de dicha actividad frente a

estos y\a otros dos sustratos: butirosina y lividomicina®.
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Los determinantes genéticos responsables de los tres mecanismos de resis-
tencia parecen estar localizados en moléculas de ADN extracromosémico de tipo
plasmidico (factores R, o plasmidos de resistencia). En el aislado clinico de S.
marcescens CSC 29381 coexisten dos de estos plismidos, de masa molecular 85 y
50 Mdal. a los que hemos designado pUO 320 y pUO 321. Ambos plasmidos
pueden cotransferirse mediante conjugacién a E. coli y en este huésped son
albergados de forma estable y expresan el mismo espectro de resistencia a
aminoglicésidos que en el aislado clinico de S. marcescens aunque a distintos
niveles. Cada uno de estos plismidos también puede ser portado por E. coli de
forma independiente y estable; cuando el plasmido albergado es el de 50 Mdal.
(pUO 321) las células de E. coli (Tc 1) sélo presentan el enzima AAD (37):
nucleotidiltransferasa, mientras que cuando albergan el plismido de 85 Mdal. (Tc
2) presentan los tres tipos de enzimas descritos.

En la TABLA IV se resumen las caracteristicas de los enzimas presentes en
el aislado clinico de S. marcescens CSC 29381 y se correlacionan con los plasmi-
dos que los codifican.
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ESTUDIO COMPARATIVO DE LA RESPIRACION DE
ESPORAS DURMIENTES E HINCHADAS DE

Streptomyces antibioticus

Por
JOSE ANTONIO SALAS

X
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Universidad de Oviedo. Espana

RESUMEN

Las esporas durmientes de S. antibioticus presentan valores QO, para la respiracién endégena y
exdgena de 10,69 y 32,71 pl O,/h/mg peso seco, respectivamente. Diversas especies estudiadas de este
género presentaron valores superiores e inferiores a los obténidos con S. antibioticus. La respiraciéon
exdgena, tanto en esporas durmientes come en esporas hinchadas, fue sensible al cianuro potasico,
atabrina, EDTA y 2,4-dinitrofenol e insensible a rotenona, antimicina A y dicumarol. La azida sédica
ejercio un doble efecto: inhibidor y estimulante de la respiracién exdégena, dependiendo el efecto
observado de la concentracién de inhibidor y del estado morfolégico de las esporas. Para conseguir el
mismo efecto en esporas hinchadas que en esporas durmientes fueron necesarias concentraciones 10
veces superiores de azida sodica. Se demuestra asimismo la presencia en las esporas durmientes de
dos actividades enzimdticas relacionadas con el metabolismo respiratorio: catalasa y citoecromo oxi-
dasa. Ambas actividades especiticas fueron muy superiores en esporas hinchadas con respecto a las
esporas durmientes. Estos resultados sugieren la participacion de flavoproteinas y citocromos en la
cadena respiratoria de las esporas, ausencia de quinonas y la presencia de actividad citocromo oxidasa
y catalasa. Asimismo, muestran que no parecen existir diferencias significativas importantes en la
composicion de la cadena respiratoria en ambos estados morfolégicos de la germinacion.

SUMMARY

Dormant spores of S. antibioticus showed QO, values for endogenous and exogenous respiration
of about 10.69 and 32.71 pl O,/h/mg dry weight. There was important differences in the QO, values
obtained with different Streptomyces species. No significative differences in sensitivity to several
metabolic inhibitors in dormant and swollen spores were detected. Exogenous respiration was sensi-
tive to potassium cyanide, atabrin, EDTA and 2,4-dinitrophenol and insensitive to rotenone, antimycin
A and dicoumarol. Sodium azide produced inhibition and stimulation of the respiration depending on
the inhibitor concentration and of the morphological stage of the spores, being neccesary 10 times
superior concentrations to get the same effect in swollen spores than in dormant spores. Other two
enzymatic activities related with the respiratory metabolism were also detected in dormant and
swollen spores. These enzymatic specific activities were 3-4 times higher in swollen spores than in
dormant spores. Qur results suggest the presence of flavoproteins, cytochromes b and ¢, cytochrome
oxidase and catalase in the respiratory chain of the spores.
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INTRODUCCION

El estudio del género Streptomyces presenta un gran interés tanto en el
aspecto industrial como en el aspecto cientifico. La mayor parte de los antibi6ti-
cos conocidos asi como distintos metabolitos de interés industrial son producidos
por especies de este género. Por otro lado, este microorganismo presenta un ciclo
de vida complejo que comprende distintos procesos de gran importancia en
estudios de diferenciacién celular: diferenciacién de micelio sustrato en aéreo,
esporulacién y germinacion. Distintos aspectos de la germinacion de las esporas
han sido estudiados por varios autores (ATTWELL y CRross, 1973; CROSS y ATTWELL,
1975; HirscH y ENsicN, 1976 a y b; HARDISSON, MANZANAL, SALAS y SuAREz, 1978;
HaRDISSON, SALAS, GUJARRO y SUAREZ, 1980), pero a pesar de ser Streptomyces un
microorganismo aerobio estricto, se conoce muy poco sobre los procesos de
obtencién de energia, su metabolismo respiratorio, la composicién de su cadena
respiratoria, actividades enzimaticas relacionadas con ella, etc., y los pocos datos
existentes en la bibliografia han sido obtenidos empleando micelio vegetativo.
Asi, se ha estudiado la composicion de la cadena respiratoria del micelio de varias
especies de Streptomyces (INOUE, 1958; NIEDERPRUEM y HACKETT, 1961; REHACEK,
RaMANKUTTY vy Kozova, 1968; INouE, 1973) y solamente en un trabajo se ha
senalado la presencia de citocromos en las esporas de Streptomyces (TAPTIKOVA,
KALAKOUTSKII y AGRE, 1969).

Durante la germinacién de las esporas de Streptomyces antibioticus se suce-
den distintos estados morfolégicos que han sido descritos y caracterizados pre-
viamente (HARDISSON, MANZANAL, SALAS y SUAREZ, 1978): espora durmiente, espora
oscura, espora hinchada y espora con tubo germinativo. El presente trabajo
presenta un estudio comparativo de la respiracion de las esporas durmientes e
hinchadas de Streptomyces antibioticus, asi como un estudio de la accién de
distintos inhibidores respiratorios y desacoplantes de la fosforilacion oxidativa y la
deteccién en las esporas de dos actividades enzimaticas, catalasa y citocromo
oxidasa, relacionadas con el metabolismo respiratorio.

MATERIAL Y METODOS

Microorganismo, medios de cultivo y obtencién de esporas

El microorganismo empleado en este trabajo fue Streptomyces antibioticus
ATCC* 11891. En algunos experimentos se emplearon también otras especies del
mismo género que se citan a continuacién: Streptomyces viridochromogenes
ATCC 14290, Streptomyces fradiae ATCC 10745, Streptomyces aureofaciens
ATCC 13304 y Streptomyces scabies ATCC 99049. El medio de cultivo empleado

&

ATCC American Type Culture Collection.
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para el crecimiento y esporulacién del microorganismo fue el medio sélido GAE,
cuya composicién es la siguiente (g/l): glucosa, 10; asparragina, 1; extracto de
levadura, 0,5; K,PO,H, 0,5; MgSO, -7 H,0, 0,5; FeSO, -7 H,0, 0,01; agar, 20.
Este medio, una vez esterilizado, se distribuyé en matraces de 250 ml estériles
conteniendo aproximadamente 75 ml de medio y una vez inoculados con una
suspension de esporas, se incubaron a 28°C durante 7-9 dias; transcurridos estos,
se obtuvieron suspensiones de esporas libres de fragmentos de micelio empleando
el método ya descrito anteriormente (HARDISSON, MANZANAL, SALAS y SUAREZ,
1978).

Preparacién de las esporas para las medidas de consumo de oxigeno

Las esporas recién obtenidas se lavaron varias veces mediante centrifugacion
a 10.000 rpm durante 5 minutos en una centrifuga refrigerada empleando tampén
fosfato 5 mM pH 7,0, y finalmente se suspendieron en el mismo tampén en una
concentracion de 5 108 esporas/ml. Esta suspensién se empleé como muestra de
esporas durmientes. Paralelamente se incubaron esporas en medio GAE liquido a
35°C y en agitacion durante unas 2 horas (tiempo necesario para que un elevado
porcentaje de la poblacién alcanzase la fase de espora hinchada). A continuacién,
las esporas se centrifugaron y se lavaron varias veces con tampén fosfato 5 mM
pH 7,0 siendo suspendidas finalmente en este tampén en una concentracién de
5 -108 esporas/ml. Esta muestra se denominé esporas hinchadas. En ambos casos,
esporas durmientes e hinchadas, las esporas fueron usadas inmediatamente para
las medidas de consumo de oxigeno.

Preparacién de extractos libres de células

Para la obtencién de extractos libres de células, las esporas durmientes o
hinchadas obtenidas como se describié en el apartado anterior, se trataron en un
homogeneizador Braun modelo MSK durante 3 minutos a 4.000 rpm en presencia
de bolas de vidrio de 0,11 mm de didmetro y refrigeraciéon mediante nieve
carbénica. Tras este tratamiento se comprobé mediante observacién al microsco-
pio de contraste de fases que mds de un 95 % de las esporas habian sido
desintegradas.

Determinaciones respiratorias

El consumo de oxigeno por las esporas se determin6 a 35°C empleando un
electrodo de oxigeno polarografico tipo Clark, tanto en ausencia de sustrato
exégeno (respiracion endégena) como tras la adicién de glucosa 20 mM (respira-
cién exégena). Cuando se ensayé el efecto de inhibidores sobre la respiracion, se
prepararon soluciones frescas de cada uno de ellos inmediatamente antes de ser
usados. Azida sédica, cianuro potdsico, EDTA, atabrina y 2,4-dinitrofenol, se
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disolvieron en tampé6n fosfato 5 mM pH 7,0. Rotenona y antimicina A se disolvie-
ron en etanol absoluto; dicumarol se disolvié en KOH 0,03 M. En el caso de estos
tres tltimos inhibidores, todos ellos insolubles en agua, se realizaron controles sin
adicion de inhibidor pero con la adicién del solvente, con el fin de comprobar que
la cantidad de solvente anadido a la cubeta del electrodo de oxigeno no afectaba
al consumo de oxigeno de las esporas. 1

La determinacién de las actividades catalasa y citocromo oxidasa se realizé
asimismo en un electrodo de oxigeno por los métodos descritos por RORTH y
JENSEN (1967) y JurTsHUK, Marcucct y Mc Quitty (1975) respectivamente, em-
pleando como sustratos H,O, 1 mM para catalasa y ascorbato sédico 10 mM y
NNN’N’-tetrametil-p-fenilendiamina (TMPD) 2,5 mM para la citocromo oxidasa.

Determinacion de peso seco

Para la determinacién del peso seco de las muestras de esporas durmientes e
hinchadas, se centrifugaron alicuotas de 6 ml de la suspensién de esporas en
tampén fosfato 5 mM pH 7,0 (concentracion total 3 X 10° esporas) y se lavaron
varias veces con agua destilada. Finalmente las esporas se suspendieron en un
pequefio volumen de agua destilada y la suspensién se colocé en placas de vidrio
de 3-4 cms de didmetro, que habian sido previamente pesadas. Las placas se
colocaron en un horno a 100°C y tras 24 horas en estas condiciones se determind
su peso, realizindose distintas pesadas hasta obtener un peso constante.

RESULTADOS

Respiracién de esporas durmientes e hinchadas

Empleando un electrodo de oxigeno detectamos consumo de oxigeno por las
esporas durmientes de S. antibioticus (Tabla 1), incluso en ausencia de una fuente
de carbono exégena metabolizable. Esta respiracién endégena presenté valores
QO, de 7,71 pl O,/h/mg peso seco en agua destilada. La adiciéon de fosfato
inorganico (respiracién en tampén fosfato 5 mM pH 7,0) produjo un incremento en
el valor QO, (de 7,71 a 10,69 pl O,/h/mg peso seco). La respiracién exégena de las
esporas durmientes, tras la adicién de glucosa 20 mM, fue unas 2,5 veces
superior a la respiracion endégena en agua destilada. Sin embargo, ni la adicién
de galactosa ni de fructosa produjo ningin efecto sobre el valor QO, obtenido
para la respiracién endégena.

Las esporas hinchadas, obtenidas tras 2 horas de incubacién en medio
liquido GAE, presentaron valores QO, para la respiracién endégena 34 veces
superiores a los obtenidos con las esporas durmientes: 29,29 y 32,71 pl O,/h/mg
peso seco en agua destilada y en tampén fosfato respectivamente (Tabla I). La
adiciéon de un sustrato exdégeno, glucosa 20 mM, produjo un fuerte incremento en
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TABLA I

Respiracién endégena y exégena de esporas durmientes e hinchadas de Strepto-
myces antibioticus.

Las esporas, en su fase durmiente o hinchada, fueron obtenidas como se descri-

bi6 en Material y Métodos, determinandose el consumo de oxigeno a 35°C em-

pleando un electrodo de oxigeno. Paralelamente se determiné el peso seco de las

muestras, calculandose finalmente los valores QO, (1l O,/h/mg peso seco) que son

los que se presentan en esta Tabla

Fase morfolégica (QO,)

Condiciones Durmientes Hinchadas
Agua destilada 7,71 £ 0,25 29,29 + 1,02
Tampén fosfato 5 mM pH 7,0 10,69 = 0,62 32,71 £ 0,98
Idem + Glucosa 20 mM 18,50 + 0,67 77,10 + 0,44

el valor QO, con respecto al de las esporas durmientes (de 18,50 a 77,10 pl
O,/h/mg peso seco).

Con el fin de estudiar la importancia de la integridad fisica y estructural de
las esporas para el proceso respiratorio, se estudié la respiraciéon de las esporas
durmientes e hinchadas empleando extractos libres de células. La respiracion
exogena de las esporas durmientes e hinchadas disminuyé en un 15-25 % cuando
el valor QO, se determiné con un extracto crudo procedente de la rotura meca-
nica de las esporas con bolas de vidrio (Tabla II). Esta disminucién fue mucho
mayor cuando estos extractos se centrifugaron y se determiné el consumo de

TABLA 11
Respiracion exégena de extratos libres de células de esporas de Streptomyces
‘ antibioticus.
Las esporas durmientes e hinchadas fueron rotas mecanicamente con bolas de
vidrio de 0,11 mm de didmetro como se describié en Material y Métodos, deter-
minéndose el valor QO, en varias fracciones del extracto asi obtenido, en presen-
cia de glucosa 20 mM

Esporas Condiciones QO, (1 O,/h/mg peso seco)
Durmientes Intactas 17,25 + 0,32
Extracto crudo 14,20 + 0,40
Sobrenadante extracto crudo 7,40 £ 0,15
Hinchadas Intactas 77,40 + 0,32
Extracto crudo 54,25 + 0,44
Sobrenadante extracto crudo 27,36 + 0,37
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bxigeno con el sobrenadante de esta centrifugaciéon a 10.000 rpm durante 5
minutos.

Respiracién de esporas durmientes de varias especies de Streptomyces

Los resultados obtenidos para la respiracién endégena y exégena de esporas
durmientes de S. antibioticus, se compararon con los mismos obtenidos con
esporas de otras especies del mismo género. En la Tabla IlI, se puede observar
que existieron grandes diferencias en los valores QO, para la respiracién de las
esporas de las distintas especies estudiadas. Asi, algunas especies presentaron
valores QO, elevados como S. viridochromogenes y S. aureofaciens, otros valores
QO, muy bajos como S. fradiae y algunas presentaron valores intermedios como
S. antibioticus y S. scabies.

TABLA III
Respiracion endégena y exdgena de esporas durmientes de varias especies del
género Streptomyces.
Las esporas durmientes de las distintas especies fueron obtenidas como se
describié en Material y Métodos, determindndose el consumo de oxigeno en
ausencia de sustrato exbégeno (respiraciéon endogena) y tras la adicion de glucosa
20 mM (respiracién exégena) de modo andlogo al descrito en la Tabla I

QO, (pl O,/h/mg peso seco)

Resp. endégena Resp. exbgena
S. fradiae 1,11 = 0,01 1,22 = 0,02
S. scabies 8,81 = 0,16 14,31 £ 0,84
S. antibioticus 10,79 + 0,32 18,50 + 0,82
S. aureofaciens 19,57 + 0,44 34,30 £ 0,62
S. viridochromogenes 31,19 = 0,72 43,54 = 0,94

Accidn de inhibidores metabélicos sobre la respiracién
de las esporas durmientes e hinchadas

Se estudié la accién de varios inhibidores respiratorios y desacoplantes de la
fosforilacién oxidativa sobre la respiracién exégena de las esporas durmientes e
hinchadas de S. antibioticus. El propésito de estos experimentos fue por un lado
la caracterizacién de los componentes de la cadena respiratoria de las esporas vy,
por otro lado, estudiar las diferencias en sensibilidad a estos inhibidores en
ambas fases morfolégicas de la germinacién. Los resultados obtenidos se mues-
tran en la Tabla IV. Cianuro potédsico y atabrina, inhibidores de la citocromo
oxidasa y de flavoproteinas respectivamente, inhibieron fuertemente la respira-
cién en ambos estados morfologicos (80-90 % inhibicién con 1 mM de ambos
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TABLA IV
Accién de inhibidores respiratorios y desacoplantes de la fosforilacion oxidativa

sobre la respiracion exégena de esporas durmientes e hinchadas de Streptomyces

antibioticus.
QO, (pl O,/h/mg peso seco) Inhibicién (%)
Inhibidor (mM) Durmientes Hinchadas Durmientes Hinchadas
Control 20,15 = 0,88 78,10 + 0,23 - =
Atabrina 1 4,03 = 0,38 11,71 = 0,62 80 85
Atabrina 0.1 8,06 = 0,64 23,43 = 0,63 60 70
Atabrina 0,01 11,08 = 0,53 53,10 £ 1,25 45 32
Dicumarol 0,1 19,92 = 0,15 78,04 £ 1,08 0 0
Rotenona 0,1 20,64 + 0,32 78,72 £ 0,45 0 0
Antimicina A 0.1 19,86 = 0,64 77,94 = 0,32 0 0
Cianure potdsico 1 2,61 = 0,52 7,02 = 0,10 86 91
Cianuro potasico 0,1 5,64 £ 0,76 32,02 £ 0,34 72 59
Cianuro potasico 0,01 13,30 + 0,82 42,17 £ 0,25 34 46
Azida sadica 1.25 12,58 = 0,43 92,15 = 0,45 38 + 18
2.4-dinitrofenol 0,25 24,18 + 0,83 89,03 = 0,32 + 20 + 14
EDTA 1,25 12,29 + 0,72 62,48 + 0,15 39 20
El signo + indica estimulacién del consumo de oxigeno.

agentes). Sin embargo, ni dicumarol (andlogo de quinonas) ni antimicina A y
rotenona (inhibidores de la cadena respiratoria a nivel de citocromos) tuvieron
ningtin efecto sobre la respiracion. Pudiera ocurrir que existiera una barrera de
permeabilidad en las cubiertas esporales que dificultase la penetracién de estos
inhibidores; sin embargo, esta posibilidad fue descartada, ya que tampoco ejer-
cieron ningiin efecto sobre la respiracién empleando extractos libres de células.
El dcido etilendiaminotetraacético (EDTA) inhibié parcialmente la respiracién:
39% vy 20 % en esporas durmientes e hinchadas respectivamente. El agente
desacoplante de la fosforilacién oxidativa, 2,4-dinitrofenol (2,4-DNP) estimulé el
consumo de oxigeno en un 20 % y 14 % en esporas durmientes e hinchadas
respectivamente. La accién de la azida sodica sobre la respiracién fue sorpren-
dente, ya que una misma concentracion del inhibidor (1,25 mM) inhibié la respi-
racion de las esporas durmientes y estimulé la respiracion de las esporas hincha-
das (Tabla IV). Por ello, ensayamos varias concentraciones de este inhibidor
sobre la respiracion en ambas fases morfologicas, con el fin de ensayar si ambos
efectos tenian lugar dependiendo de la concentracién del agente. En esporas
durmientes (Figura la), hasta una concentracién de 0,25 mM, la azida produjo
efecto estimulante y por encima de esta concentracién la respiracion fue inhibida;
la maxima estimulacién se obtuvo con una concentracién de azida de 0,05 mM.
En esporas hinchadas (Figura 1b), la estimulacién de la respiraciéon se observé
hasta 2,5 mM, alcanzidndose un maximo con 1 mM y por encima de 2,5 mM la
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Fig. 1.—Accién de la azida sddica sobre la respiracién exdégena de esporas durmientes (A) y esporas
hinchadas (B) de Streptomyces antibioticus.

respiracién fue inhibida. Se puede observar que el mismo modelo de inhibicién y
estimulacién se dio en ambas fases morfolégicas de la germinacién, pero la
concentracion de inhibidor necesaria para obtener el mismo resultado fue unas 10
veces superior en esporas hinchadas que en esporas durmientes.

Actividad catalasa y citocromo oxidasa en las esporas
durmientes e hinchadas

Las esporas durmientes presentaron niveles detectables de dos actividades
enziméticas, catalasa y citocromo oxidasa, intimamente relacionadas con el me-
tabolismo respiratorio. Ambas actividades presentaron valores de 1,5 UE/mg
proteina para la actividad catalasa y 712 pl O,/h/mg peso seco para la actividad
citocromo oxidasa. El cianuro potéasico fue un potente inhibidor de las dos activi-
dades enzimaticas, bloqueando casi totalmente su actividad en concentracion 1
mM. Con el hinchamiento de las esporas, las actividades especificas de estos dos
enzimas aumentaron considerablemente: 3,25 UE/mg proteina y 1.050 pl O,/h/mg
peso seco para catalasa y citocromo oxidasa respectivamente.

DISCUSION

Las esporas durmientes de S. antibioticus presentan una tasa de respiracién
endégena detectable, en ausencia de una fuente de carbono exégena. Esta respi-
racién endogena fue estimulada por la adicién de fosfato inorganico, resultado

62



que ya habia sido descrito en micelio de S. griseus (HOCKENHULL, FANTES, HERBERT
y WHITEHEAD, 1954). Sin embargo, existen grandes diferencias entre la respiraciéon
endégena de esporas durmientes de distintas especies de este género. Estas
diferencias pueden estar relacionadas con una distinta concentracién de reservas
endégenas ylo con diferencias en concentracién o actividad de los distintos
componentes de la cadena respiratoria de las esporas. En cualquier caso, las
esporas durmientes de Streptomyces presentan una respiraciéon endégena, a dife-
rencia de las endosporas bacterianas en las cuales no se detecta ningiin consumo
de oxigeno. Otra caracteristica importante a destacar es la existencia en las
esporas durmientes de la maquinaria enzimatica necesaria para la oxidacién de la
glucosa, ya que la adicién de este aziicar produjo un notable incremento del QO,.
Otros azicares como galactosa y fructosa, no incrementaron el valor QO, por
encima del obtenido para la respiracion endégena, probablemente debido a la
ausencia en la espora durmiente de los sistemas de transporte para estos dos
aziicares (SaLAS y HARDISSON, 1981).

Con el hinchamiento de las esporas, los valores QO, tanto para la respiracién
endogena como para la exégena aumentaron unas 2-4 veces con respecto a los
obtenidos con las esporas durmientes, lo cual indica que como habia sido descrito
anteriormente (HARDISSON, MANZANAL, SALAS y SuARrEz, 1978; HARDISSON, SALAS,
GUUARRO y SUREZ, 1980) esta fase de la germinacién se caracteriza por una gran
actividad metabdlica y biosintética.

El estudio de la accién de inhibidores respiratorios y desacoplantes de la
fosforilacién oxidativa sobre la respiracién exégena mostré que no existen dife-
rencias significativas entre la sensibilidad a estos agentes en las esporas durmien-
tes e hinchadas, a excepcién del caso de la azida sédica. Este inhibidor produjo
inhibicién y estimulacién de la respiracion en ambos estados morfolégicos, siendo
necesaria una concentracién 10 veces superior de inhibidor en esporas hinchadas
para conseguir el mismo efecto que en esporas durmientes. Este doble efecto de
la azida ya habia sido descrito en Bacillus cereus (DRING y GouLb, 1975). Pensa-
mos que la diferénte sensibilidad de las esporas en funcién de su estado morfol6-
gico pudiera deberse a la existencia de una mayor concentracion de citocromos en
las esporas hinchadas. El inhibidor produciria simultineamente ambos efectos:
con altas concentraciones del agente, el efecto inhibidor seria superior y enmas-
cararia el efecto desacoplante; por debajo de una determinada concentracién de
inhibidor, solamente se observaria el efecto desacoplante de la fosforilacién
oxidativa.

La respiracion fue sensible al cianuro potasico lo cual indica la presencia de
citocromos en la cadena respiratoria de las esporas, a diferencia de las esporas de
S. streptomycini las cuales fueron insensibles al cianuro (KALAKOUTSKI, MUKHIN,
LaprTEVA, TAPTIKOVA y DouzHA, 1970). Asimismo, la participacién de flavoproteinas
parece confirmada por la inhibicién debida a la atabrina. La presencia de cito-
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cromos y flavoproteinas en la cadena respiratoria de las esporas concuerda con
los resultados obtenidos por varios autores en micelio de Streptomyces (NIEDER-
PRUEM y HACKETT, 1961; REHACEK, RaMANKUTTY y Kozova, 1968; INOUE, 1973) y en
esporas (TAPTIKOVA, KALAKOUTSKII y AGRE, 1969). La no inhibicién con rotenona y
antimicina A puede explicarse por la ausencia en las esporas del sitio de accién
de estos agentes. Puede descartarse la participacion de quinonas interpuestas
entre flavoproteinas y citocromos, ya que la respiracion fue insensible al analogo
de quinonas dicumarol. La respiracion fue sensible al EDTA, el cual probable-
mente actie entre flavoproteinas y citocromo b. Asimismo, parece existir un
acoplamiento entre la cadena respiratoria y la fosforilacién oxidativa sensible al
2.,4-dinitrofenol.

En conclusién, las esporas de Streptomyces presentan una respiracién endo-
gena, transcurriendo probablemente el flujo de electrones a través de una serie de
intermediarios respiratorios como son flavoproteinas, citocromos b y ¢ y citocromo
oxidasa. Nuestros resultados son coincidentes con los obtenidos por otros autores
en micelio de S. antibioticus (REHACEK, RamMankuTTY v KOozZOova, 1968).
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RESUMEN

Se estudia en este trabajo la ultraestructura de las branquias de Diopatra neapolitana a nivel de
la cuticula, prestando especial atencion a la compleja organizacion del sistema fibrilar localizada en la
denominada «capa fibrosa».

SUMMARY

This paper reports results obtained from the study of the ultrastructural organization of the
cuticle in the gills of Diopatra neapolitana, with special consideration to the complexity of the fibrillar
system located in the so-called «fibrous layer».

INTRODUCCION

Iniciamos con este estudio una serie de trabajos encaminados al conoci-
miento ultraestructural de las branquias de Diopatra neapolitana.

La ultraestructura de la cuticula de los anélidos poliquetos ha sido tratada
por numerosos autores, tanto en diversas familias como en distintas partes del
cuerpo de este grupo de invertebrados. Asi, WESTHEIDE y RIEGER (1978) y STORCH y
WEeLscH (1970) estudian la cuticula en varias especies de la familia Hesionidae.
PiLato (1964), BROKELMANN y FISHER (1966), MANAVALARAMANUJAN vy RajuLu (1974)
dedican su atencion a los Neridae. BOILLY (1967) lo hace en Syllidae. BRANDERBURG
(1970) y RiEcER y RiEGER (1976) en Archianelidae. Misuraca y Nacy (1970) en
Eunicidae y BuBeL (1973) en Serpulidae. Por otro lado, se ha estudiado la
morfogénesis de la cuticula larvaria de algunos poliquetos (ECKELBARGER y CHIA,
1978).

Pricticamente no existe bibliografia sobre la ultraestructura de las branquias
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de poliquetos; solamente tenemos referencia de un trabajo sobre esta parte del
cuerpo (STORCH y ALBERTI, 1978), aunque se refiere al aspecto ultraestructural de
las células epidérmicas sin dedicar especial atencién a la cuticula.

El propésito de este trabajo es describir la estructura fina de la cuticula de
las branquias de Diopatra neapolitana, haciendo hincapié en el complejo sistema
de ordenacion del estrato fibroso cuticular.

MATERIAL Y METODOS

Los ejemplares sobre los que se realizé este estudio fueron recolectados en
El Puntal (Villaviciosa). Una vez trasladados al laboratorio se procedié a la
amputacién de las branquias que se sumergieron inmediatamente en el fijador
previamente enfriado.

Tras una serie de ensayos encaminados a lograr una correcta fijacién se
lograron resultados bastante satisfactorios mediante el tratamiento de las piezas
por glutaraldehido al 2,5 % en tampén fosfatos 0,1 M (pH = 7,4) adicionado de un
1,5 % de Cl Na.

Las branquias se mantuvieron en este fijador durante dos horas a 4°C y tras
varios lavados en tampoén se realizé la postfijacion en OsO, al 1 % tamponado, a
la misma temperatura y durante dos horas.

La deshidratacién se realizé mediante acetona de concentracién creciente,
con un 2 % de Acetato de Uranilo en la acetona de 70 %.

La inclusion de las piezas se llevé a cabo en resinas Epon y Spurr, segiin el
método descrito por KusHipa (1967). Tras la obtencién de secciones en un ultra-
microtomo LKB se procedié al contraste de las mismas mediante el citrato de
plomo (REYNOLDS, 1963) y a su observacion en un microscopio electronico Phillips

EM-300 y en un Zeiss EM-109.

RESULTADOS

La cuticula de las branquias de Diopatra neapolitana parece presentar, tanto
en cortes semilinos como en microscopia electrénica, una estructura uniforme y
solamente en dos ocasiones hemos podido observar la presencia de algunos cilios
(4-5) muy localizados presentiandose el resto de la cuticula carente de ciliatura.

La cuticula muestra un grosor uniforme, de aproximadamente 1,6 micras, y
se encuentra atravesada por prolongaciones de las células epidérmicas subyacen-
tes. En un corte perpendicular a la superficie se puede reconocer una clara
estratificacion, observandose con claridad las siguientes capas desde el exterior
hacia el interior: (Figs. 1y 8). ;

1.°) Epicuticula (e.p.).

2.9 Zona cuticular media (c.m.).

3.9) Zona cuticular fibrosa (c.f.).
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A estas capas cuticulares se afiade por fuera una cubierta de textura granu-
lo-filamentosa (c.e.).

Epicuticula

Es la mas fina de las tres capas (600-800 A). Aparece al M.E. como una
banda continua bastante uniforme y con un cierto grado de ondulacién que es
atravesada por prolongaciones digitiformes de las células epidérmicas. En la
epicuticula cabe reconocer dos zonas: la mds externa, de densidad media y
textura granular homogénea y la mas interna, de mayor densidad, con un grosor
tres o cuatro veces menor y textura también homogénea (Fig. 1).

Fig. 1
Seccion transversal de la cuti-
cula en la que se observan la
cubierta externa (ce), la epicuti-
cula (ep) con sus dos zonas, la
capa media (cm), la capa fibrosa
(cf) y la zona esponjosa (ze).
También se aprecia cémo los
microvilli (mv) atraviesan la cu-
ticula hasta el exterior

(X 58.500)
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Zona cuticular intermedia

Se sitia inmediatamente por debajo de la anterior; presenta una matriz
finamente granulosa en la que se pueden apreciar ademds fibrillas muy tenues de
trayecto aparentemente irregular. El grosor de esta segunda capa es aproxima-
damente de 0,6 micras y presenta una densidad media a los electrones.

Las prolongaciones celulares al atravesar esta capa se ven rodeadas de un
estrecho halo practicamente transparente a los electrones (Fig. 2). En el limite de
este halo con la matriz se observa en muchas ocasiones, tanto en secciones
transversales como longitudinales, la presencia de una fina linea electrondensa
(Fig. 2).

Zona cuticular fibrosa

La zona més interna de la cuticula presenta un grosor aproximado de 0,75
micras y, tanto en corte transversal como longitudinal de la branquia, puede
observarse que posee una densa trama de fibras de grosor y densidad variables
cuyo trayecto parece discurrir preferentemente segtin planos paralelos a la super-
ficie (Fig. 1), pero siguiendo un curso sinuoso entre las digitaciones celulares que
atraviesan esta capa.

Fig. 2.-Seccioén tangencial de la capa media cuticular en donde se aprecian varios dobletes de
microvilli (mv) rodeados de halo y la linea electrondensa que limita a estos (X 74.000).
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En secciones paralelas a la superficie o ligeramente oblicuas se puede apre-
ciar con facilidad que las fibras presentan un alto grado de ordenacién, de tal
forma que el estrato mas profundo de esta zona fibrosa posee un grupo de fibras
paralelas entre si y limitando entre cada dos una fila de digitaciones citoplasmi-
cas. En niveles mas superficiales el sistema adquiere mayor complejidad, apare-
ciendo un segundo grupo de fibras, también paralelas entre si pero en direccién
cruzada con el primer grupo, dando origen a la formacién de dreas rémbicas

interfibrilares en cada una de las cuales se localiza una digitacién (Fig. 3).

Fig. 3.-Seccién oblicua de la cuticula en la que se puede ver la compleja y ordenada disposicién de
las fibras, asi como de los microvilli que discurren entre ellas, observandose en los situados
mads al interior las formaciones granulares electrondensas (X 10.200).

El grado de complejidad todavia se ve aumentado en zonas mds externas al
aparecer un tercer grupo de fibras, nuevamente paralelas entre si y que al
cruzarse con los dos grupos anteriores ocasionan la descomposicién de los rombos
antes citados en un doble conjunto de tridngulos y hexdgonos, situindose las
digitaciones en el interior de estos dltimos.

En las zonas mds externas de esta capa, limitantes con la capa cuticular
media, se aprecia una progresiva pérdida de ordenacién en el sistema fibrilar, de
tal forma que llega a presentarse como distribuido al azar.

En diversas ocasiones hemos observado que los extremos terminales de las
fibras parecen escindirse en dos o més fibrillas més delgadas, las cuales divergen
y discurren segin trayectorias variadas (Fig. 4), pareciendo relacionarse directa-
mente con la malla fibrilar descrita en la zona cuticular media.
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Fig. 4.—Seccién oblicua de la capa fibrosa en donde se observa la presencia de dobletes de microvilli
(mv) en las dreas rémbicas de la trama fibrilar. También se aprecia en varios puntos la
bifurcacién de fibras (flechas) (X 29.000).

Prolongaciones digitiformes

Las células epidérmicas de las branquias presentan en su zona apical un
complejo sistema de largas microvellosidades que penetran en las capas cuticula-
res atravesandolas en su totalidad, segin trayectorias preferentemente perpendi-
culares a la superficie (Fig. 1).

En su zona basal presentan un grosor de 0,1 micra y dejan entre si espacios
de contorno irregular aparentemente vacios, que en unién con las microvellosida-
des, forman una capa de textura esponjosa de unas 0,18 micras en la que es
frecuente observar la presencia de imagenes que sugieren procesos de pinocitosis
Fig. 1).

En muchas ocasiones se aprecia en el interior de las microvellosidades, en su
zona basal, la presencia de estructuras densas, a modo de varillas longitudinales,
que se contindan un cierto trecho en el citoplasma apical de la célula epidérmica
(Fig. 5). También es frecuente ver, en secciones transversales de las prolongacio-
nes digitiformes, formaciones electrondensas a modo de granulos, situados inme-
diatamente por debajo de la membrana y en nimero de uno, dos o tres por cada
microvellosidad (Fig. 6) y que presumiblemente se corresponden con las anterio-
res.

Al penetrar en la capa fibrosa las microvellosidades quedan englobadas en la
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Fig. 5.-Seccion transversal de la cuticula en la que se puede apreciar la presencia de formaciones
clectrondensas longitudinales (flechas), en el interior de los microvilli (X 33.750).

Fig. 6.—Seccitn tangencial al nivel del tercio interno de la capa fibrosa. Obsérvese la disposicion de
los microvilli segiin un patron hexagonal y las formaciones electrondensas (flechas) (X 91.000).
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malla de la misma. En los niveles més profundos de esta zona se siguen obser-
vando en las prolongaciones celulares las formaciones electrondensas con el
mismo aspecto y situacién descritos, desapareciendo a partir del tercio inferior de
la capa fibrosa. A este nivel el grosor de las prolongaciones de las células
epidérmicas es de 0,1 micras. Por otro lade, ya desde el tercio medio de esta
capa, se aprecia que muchas microvellosidades se dividen en dos o tres ramas
secundarias de menor didmetro. Las ramas originadas por una microvellosidad
discurren juntas, siguiendo la misma direcciéon que la principal y ocupando una
de las dreas rombicas de la red fibrilar (Fig. 4) mientras ésta mantiene su
ordenacién, ya que en la zona mdas superficial de la capa fibrosa las ramas
secundarias de las prolongaciones celulares se distribuyen de modo irregular, si
bien en muchos casos se sigue manteniendo la contigitidad entre las parejas o
trios de ramificaciones, situacién que permanece en la capa cuticular media (Fig.
2).

Las prolongaciones de las células, al atravesar la cuticula, se localizan de
una forma ordenada, que es particularmente aparente en el tercio inferior de esta
cubierta, en donde se observa con claridad su disposicién segiin un patron
hexagonal de 0,18 micras de lado (Fig. 6).

Tras atravesar la capa media las microvellosidades llegan hasta la epicuti-

cula, que también perforan, formando unas proyecciones citopldsmicas extracuti-
culares de una longitud de 0,13 micras, las cuales presentan en su dpice un

Fig. 7.—Seccitn transversal de la cuticula en la que se ve ¢émo algunos microvilli presentan proyec-
ciones dilatadas (X 20.000).

72



refuerzo de material electrondenso situado bajo la membrana celular (Fig. 1).
Tales proyecciones aparecen en ocasiones prolongadas en una expansion globosa
de forma y tamafio variables (Fig. 7).

Revistiendo la epicuticula y rellenando los espacios situados entre las pro-
yecciones citoplismicas extracuticulares se dispone un material de aspecto laxo y
textura granulo-filamentosa que recuerda a un glicocalix (Fig. 1).

De lo anteriormente expuesto puede concluirse que las células epidérmicas
de las branquias de Diopatra neapolitana aparecen revestidas, excepto a nivel de
sus microvellosidades, por las siguientes capas (Fig. 8): 1.°) cubierta externa
{c.e.); 2.”) epicuticula (e.p.); 3.°) capa cuticular media (c.m.); 4.°) capa cuticular

fibrosa (c.f.); 5.°) capa esponjosa basal (z.e.).
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Fig. 8.-Esquema de la organizacién de la cuticula branquial de Diopatra neapolitana y de la disposi-
cién del sistema fibrillar en varios niveles.

DISCUSION

La organizacién de la cuticula segin el modelo de capas superpuestas de
fibras paralelas entre si en cada capa y de direccién cruzada con la de las fibras
de capas inmediatas, embebidas en una matriz granulo-flamentosa es muy co-
min en anélidos. .

Primeramente fue citada en oligoquetos por REED y RupaLL (1948) y confir-
mada posteriormente por diversos autores, como RicHARDS (1974).

Una estructura semejante del tegumento se da en los poliquetos (PiLATO,
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1964; BoiLLy, 1967; BROKELMANN y FISHER, 1966; MICHEL, 1969; MisurAacA y NAGY,
1970; StorcH y WELSCH, 1970; BANTZ y MicHEL, 1971; CHIEN y col., 1972; WELSCH
y STORCH, 1973).

Sin embargo el dnico trabajo de que tenemos referencia sobre branquias de
poliquetos (STORCH y ALBERTI, 1978) no aporta ningiin dato sobre la organizacién
ultraestructural de la cuticula. Por otra parte, los estudios llevados a cabo sobre
esta cubierta no se refieren a las branquias, por lo que las particularidades
observadas por nosotros podrian deberse a diferencias regionales de la organiza-
ciéon cuticular. La existencia de una capa subepicuticular equivalente a la que
nosotros designamos como «zona media» (c. m.) ha sido indicada solamente por
Misuraca y NAGY (1970) en la cuticula corporal de Diopatra neapolitana y Eunice
mediterranea.

En las descripciones hechas por otros autores no se contempla la existencia
de dicha capa, a pesar de la claridad con que se observa, por ejemplo en las
imigenes presentadas por STORCH y ALBERTI (1978) correspondientes a las bran-
quias de Pherusa plumosa, si bien esta omisién se debe sin duda a que dicho
trabajo estd orientado de modo practicamente exclusivo a la ultraestructura de las
células epidérmicas.

De modo semejante, la disposiciéon del sistema fibrilar siguiendo un patrén
tan altamente ordenado y ficilmente observable en nuestro material, no es des-
crito por muchos autores y aquellos que lo hacen exponen una descripciéon muy
somera.

Es preciso indicar que en algunos de los experimentos dedicados a la puesta
a punto de la fijacién del material nos hemos podido dar cuenta de que las
condiciones de fijacion (pH, osmolaridad, concentracién salina, etc.) tienen una
estrecha relacién con las imdgenes ultraestructurales de la capa fibrosa, hasta tal
punto de que puede ser totalmente inobservable el sistema fibrilar sin que esto
signifique una mala fijacién de los demas elementos. Coincidimos en este punto
con las observaciones de GOFFINET y col. (1978) en sipunciilidos, ya que estos
autores indican que con los métodos habituales de fijacién y contraste seguidos
por ellos y otros investigadores las fibras no son evidentes.

La inexistencia de estriacion transversal en las fibras cuticulares de nuestro
material coincide con los datos obtenidos por otros autores como BanTZ y MICHEL
(1971) y StorcH y WELSCH (1970).

Por otro lado, la presencia de subfibrillas muy tenues es también citada por
WEeSTHEIDE y RiEGER (1978), si bien este autor observa que tales subfibrillas
aparecen entrelazadas entre si formando fasciculos relativamente laxos, mientras
que en nuestro caso la agregacién es més intensa y solamente se aprecia la
descomposicién en fibrillas en las zonas terminales.

El contacto directo de las prolongaciones celulares con el medio externo
parece ser una disposicién comin en la cuticula de los oligoquetos (KRALL, 1968;
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PostwaLD, 1971; GoobMaN y PARRISH, 1971; BURKE, 1974) y en la mayoria de los
poliquetos (WESTHEIDE y RIEGER, 1978; STORCH y ALBERTI, 1978; ECKELBARGER y
CHia, 1978), salvo casos muy particulares en los que los microvilli aparecen
aislados del medio externo, situacién que, por otra parte, es la que se encuentra
en sipuncilidos (GOFFINET y col., 1978).

La presencia en oligoquetos de corpusculos superficiales ha sido citada por
Reep y RupaLr (1948) y Ruska y Ruska (1961) y su naturaleza, consistente en
hinchamientos distales de los microvilli epidérmicos fue demostrada por HESs y
HeNzEL (1967), lo cual coincide con nuestras observaciones.

Los datos morfol6gicos ultraestructurales obtenidos nos indican que la cuti-
cula es una formacién que reune en si una rigidez mecdnica y una cierta plastici-
dad. La presencia de la cuticula no representa, por otra parte, una barrera entre
el medio externo y las células epidérmicas branquiales, dado que existe una
amplia superficie de intercambio gracias a los extremos de los microvilli que
contactan con el exterior.

Por otra parte, la cuticula branquial se presenta mucho mas delgada que la
del resto del cuerpo y con una organizacién bastante menos compacta, lo cual
apunta también en el sentido de que la posible barrera que la cuticula representa
para el intercambio de substancias esta simplificada en la branquia.
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RESUMEN

En el presente trabhajo se describen las células de tipo glial presentes en el niicleo dorsal de Salmo
irideus. Se reconocen varios tipos celulares que se agrupan en: células ependimarias, células asocia-
das a los vasos y células intersticiales.

SUMMARY

The glial cells in the nucleus dorsal of Salmo irideus are described. We have identified several
tipes: ependimal cells, blood vessels asociated cells and intersticial cells.

INTRODUCCION

La imagen a microscopio 6ptico de la neuroglia tal como ha sido descrita por
los investigadores de principio de siglo, en base a impregnaciones argénticas
(CAJAL, 1911; ACHUCARRO, 1915; Rio ORTEGA, 1921 a, b, 1924), no se correlaciona
con las imigenes ultraestructurales.

Existen considerables discrepancias en la clasificacion de la neuroglia desde
el punto de vista ultraestructural, fundamentalmente en lo que refiere a la
descripcién de la microglia y al reconocimiento de su existencia. Algunos autores
(MaxweLL y KRUGER, 1965; EAGER y EAGER, 1966; King, 1968; KRUGER y MAXWELL,
1966, 1967; SCHONBACH, 1969) no admiten su existencia. Los autores que la
reconocen no coinciden en su descripcion (Morl y LEBLOND, 1969; BARON y
GALLEGO, 1972; ScHULZT y al. 1957; MUGNAINI y WALBERG, 1964; VAUGHN y PETERS,
1971; LEwis, 1968, etc.).

El problema es también muy complejo en vertebrados inferiores. Con el
presente trabajo pretendemos aportar nuevos datos ultraestructurales para un
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mejor conocimiento de los elementos gliales del sistema nervioso central de
Teledsteos.

MATERIAL Y METODOS

Para el presente trabajo se han utilizado ejemplares de la especie Salmo
irideus (GiBB, 1885) de un afo de edad aproximadamente. Fueron anestesiados
con MS 222 de Sandoz al 0,025 % por inmersién. La fijacién se realizé por
perfusién a través de la aorta utilizindose dos fijadores. El fijador I formado por
una solucién de formaldehido al 1 % y glutaraldehido al 1,2 % en tampén fosfato
0,2 M y pH 6,9. El fijador II consiste en una mezcla de formaldehido al 4 % y
glutaraldehido al 5 % tamponado de idéntica forma que el anterior. A ambos
fijadores se les anadieron 2 cc de cloruro caleico al 0,5 % por cada 500 cc de
fijador. Se dej6 pasar fijador I durante 5 min aprox y a continuacién el fijador II
durante 3 min. A continuacién se extrajo el encéfalo introduciéndolo en fijador II
durante 1 hora a 4°C después de lo cual se aislaron zonas anterior media y
posterior del drea a estudiar de 1 mm de espesor. Previo lavado en tampén, se
procedié a una postfijacién con tetréxido de osmio al 2 % en el tampén citado. A
continuacién se deshidraté en acetonas de concentracion creciente y se contrastd
con acetato de uranilo al 2 % en acetona de 70.

La inclusién se hizo en resina EPON vy las secciones se obtuvieron con un
ultramicrotomo LBK-III. Las observaciones se hicieron en un microscopio Philips

EM-300.

RESULTADOS

En el nicleo dorsal del area vestibulo-lateral de Salmo irideus hemos obser-
vado ademds de las células neuronales y endoteliales, células que agrupamos de
la siguiente forma: 1) Células ependimarias que se disponen formando una o dos
capas limitando con el ventriculo, 2) Células que se disponen asociadas a vasos y
3) Células intersticiales.

Células ependimarias

Presentan un soma alargado, préximo al ventriculo que emite una prolonga-
cién que se interna en el nicleo dorsal. Su niicleo es redondeado, alargado y en
ocasiones lobulado, en el que la cromatina se presenta dispersa en pequefios
grumos por todo el carioplasma y asociada a la carioteca formando una fina
banda.

El citoplasma es abundante en general, con cisternas cortas de R. E. rugoso
y numerosos ribosomas libres que destacan sobre una matriz clara. Las mitocon-
drias tienen una cdmara interna muy densa y crestas claras. Su forma es redon-
deada o alargada, en general son pequehas y en ocasiones presentan una zona
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central filiforme. El R. E. liso es escaso. Se pueden observar paquetes de
microfilamentos en las prolongaciones y en algunas ocasiones en las proximidades
del nicleo (Fig. 1).

Las células ependimarias que estin en contacto con el ventriculo poseen
cilios y evaginaciones digitiformes hacia éste, pudiendo apreciarse ademas en la
porcién apical del citoplasma numerosas mitocondrias, raices ciliares y cuerpos
basales ademds de complejos de unién entre ellas (Fig. 2).

Células asociadas a vasos

Entre las células perivasculares se pueden reconocer dos tipos morfolégicos.
Uno de ellos esta formado por células pequenas, de nicleo muy denso, redon-
deado, con una banda de cromatina muy patente adosada a la carioteca. Apare-
cen también algunos grumos densos muy grandes en el interior.

El citoplasma es escaso y bastante denso, con un R. E. rugoso muy
dilatado, algunas mitocondrias cuya matriz presenta una densidad similar al
citoplasma y cdmara externa mas clara y abundantes ribosomas libres. Este tipo
aparece dentro del espacio perivascular (Fig. 3).

El otro tipo celular asociado a los vasos es muy escaso, presenta un nicleo

alargado o muy lobulado y un citoplasma abundante. Las cisternas de R. E.

Fig. 1.~Célula ependimaria en la que se observan cilios y evaginaciones digitiformes hacia la luz
ventricular (X 10.000).
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Fig. 2.—Citoplasma de célula ependimaria en el que se observan paquetes de filamentos. La célula se
prolonga hacia la zona interna del nicleo dorsal (X 12.000).

Fig. 3.-Célula asociada a un vaso localizada en el espacio perivascular (% 12.000).
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rugoso se encuentran bastante dilatadas y aparecen también abundantes riboso-
mas libres. Las mitocondrias son muy escasas. El nicleo presenta una densidad
homogénea (Fig. 4). Este tipo celular no lo hemos encontrado nunca en el espacio
perivascular.

Células intersticiales

Entre las células intersticiales se pueden reconocer dos tipos celulares. Uno
de ellos estd formado por células en general alargadas que presentan un nicleo
muy lobulado, muy denso, con cromatina formando una gruesa banda perinuclear

Fig. 4.-Célula asociada a un vaso situada fuera del espacio perivascular (X 12.000).

y algunos grumos ‘en su interior. El citoplasma presenta una matriz de densidad
alta en la que destacan numerosos cuerpos densos de aspecto lisosémico. El R. E.
rugoso se encuentra bien desarrollado. Las mitocondrias son escasas, pequefias y
su matriz es de densidad similar al citoplasma. Células de este tipo aparecen en
alguna ocasién entre las células ependimarias (Fig. 5), y presentan prolongaciones
cortas y delgadas.

El otro tipo de célula intersticial se presenta fundamentalmente entre las
fiebres mielinicas. Tienen su nicleo mucho mds claro que las anteriormente
citadas. En el mismo no hemos observado lobulacién. El citoplasma presenta una
densidad media o alta con un R. E. rugoso desarrollado en cisternas que en
ocasiones aparecen paralelas. Las mitocondrias son abundantes con una matriz
ligeramente més densa que la del citoplasma y crestas més claras (Fig. 6).
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Fig. 5.-Célula intersticial. Obsérvese el nicleo lobulado y denso asi como los numerosos cuer
aspecto lisosémico en su citoplasma (X 15.000).

Fig. 6.—Célula intersticial situada entre las fibras mielinicas cuyo niicleo presenta la croma
condensada (X 10.000).




DISCUSION

Los estudios con microscopia electréonica de los elementos gliales en verte-
brados, presentan enormes problemas a la hora de identificarlos con los tipos
descritos con microscopia 6ptica en mamiferos, exceptuando la astroglia.

Hemos de destacar que no hemos observado en ningiin caso células que
presenten caracteristicas que permiten definirlas como astrocitos como han hecho .
KRUGER y MAXWELL (1967), MYSLIVECKOVA (1978) y ScHoNBACH (1969) en peces,
anfibios y reptiles. Tales caracteristicas son fundamentalmente la presencia de
glucégeno y sobre todo paquetes de microfilamentos. Estos caracteres se emplean
también en mamiferos por MUGNAINI y WALBERG (1964). En nuestros resultados
sefialamos que las tnicas células que presentan microfilamentos son las ependi-
marias y pueden aparecer en el cuerpo celular y en las prolongaciones, las cuales
cruzan el drea ocupada por el nicleo dorsal. Por tanto, consideramos que las
prolongaciones con microfilamentos en este nicleo deben identificarse como
prolongaciones de las células ependimarias y no pueden reconocerse astrocitos en
el drea que ocupa. Los estudios de MysLIVECKovA (1978) y KRUGER y MAXWELL
(1967) no indican en qué regiones han reconocido astrocitos, por lo que cabe
esperar que estas células puedan encontrarse en otras zonas del S. N. C. de
Salmo irideus.

La existencia de microglia estd puesta en duda no sélo en vertebrados
inferiores (KRUGER y MAXWELL, 1966, 1967; ScHONBACH, 1969) sino también en
mamiferos (MAXWELL y KRUGER, 1965; EAGER, 1966 y King, 1968). Otros autores
que admiten su existencia discrepan en cuanto a su origen, asi, en mamiferos
VaucHN y PETERS (1971) y LEwis (1968) indican que los tres tipos gliales provienen
del ependimo primitive. MyYSLIVECKOVA (1978) en su trabajo sobre la glia de peces,
anfibios, y reptiles, sefiala que no ha encontrado microglia al microscopio electré-
nico. CAMMERMEYER (1966), sefiala en mamiferos que existe dificultad en diferen-
ciar la microglia de la oligodendroglia a microscopia electrénica, ya que sus
caracteristicas morfolégicas son muy similares.

La presencia de células en el espacio perivascular que hemos observado,
indicaria un posible origen extraependimario de algunos tipos celulares del
S. N. C. Las caracteristicas ultraestructurales de algunas células intersticiales
parecen coincidir con las de estas células situadas en el espacio perivascular, por
lo que es posible que exista un trdnsito a través de la membrana basal, introdu-
ciéndose en el tejido nervioso. Ademas, debemos apuntar que la presencia de
cuerpos de aspecto lisosémico en el citoplasma de estas células parece indicar
una posible funcién macrofiagica. No podemos sefialar si se han originado en el
momento de la formacién del sistema nervioso, a partir de células mesenquimati-
cas que ingresaron con los vasos, o bien a partir de células sanguineas posterior-
mente.
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BARON y GaLLEGO (1972) y Mori y LEBLOND (1969) indican que existe paso de
células hacia el sistema nervioso a través de la membrana basal; ademas senalan
el cardeter macrofdagico de estas células y las denominan microglia. Dado que el
concepto de microglia fue establecido con microscopia éptica y se relacionaron
estas células con elementos fagociticos, creemos que con microscopia electrénica
en Teledsteos no es posible identificar la microglia tal como se describié en
mamiferos por R1o HORTEGA.

Dentro de las células intersticiales de nuestra descripeién interpretamos que
existen dos tipos celulares, uno de cardcter posiblemente macrofdgico y tal vez de
origen extraependimario y otro que siempre hemos encontrado entre fibras mieli-
nicas, sin lisosomas en su citoplasma y que podriamos considerarlo como oligo-
dendroglia. Sin embargo no hemos tenido la fortuna de observar a este tipo
celular formando vainas de mielina, por lo que la asignacién a oligodendrocito se
hace con reservas.

En cuanto a las células asociadas a los vasos, pero situadas fuera de la
membrana basal debemos indicar la dificultad de caracterizarlas ya que no
presentan estructuras que nos permitan asignarlas a un tipo celular determinado.
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RESUMEN

En el presente trabajo se ha realizado un estudio de la periferia somdtica neuronal, describiendo
las relaciones ultraestructurales existentes entre dicho soma y las células gliales. los elementos
fibrilares y el tejido conjuntivo circundante.

SUMMARY

An ultrastructural study of body neurones periphery has heen carried out. The authors described
the relationships of the cell body with glial cells. fibrillary elements and conective tissue.

INTRODUCCION

La ultraestructura de los elementos neuronales que integran el plexo mienté-
rico gastrico, ha sido objeto de estudios recientes en orden a tipificar los distintos
tipos neuronales: en relaciéon, tanto con su soma celular, como con las prolonga-
ciones axénicas (GABELLA, 1971-1976; Cook, 1976; Hoves, 1980).

Existen, sin embargo, pocos trabajos que aborden el tema intentando siste-
matizar a nivel ultraestructural las relaciones de dichas neuronas con las estruc-
turas fibrilares, gliales y conectivas circundantes (Cook, 1976).

En el presente trabajo describiremos la ultraestructura de la periferia neuro-
nal, destacando las particularidades estructurales mds significativas, en orden a
la organizacién arquitectural del plexo.

MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se ha realizado utilizando como animal de experimenta-
cién la rata blanca, cepa Wistar. Se estudiaron cinco ratas de peso comprendido
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entre 200 y 250 gr que fueron anestesiadas con cloroformo/éter 1:1. La fijacién se
llevé a cabo mediante perfusion, utilizando como fijador una solucién de glutaral-
dehido al 1 % — paraformadehido al 1 % en tamp6n fosfato 0,12 M (pH 7,2-7,3),
realizdndose la postfijacién con tetréxido de osmio al 2 % tamponado. La inclu-
sion se realiza en EPON. Las dreas que contenian ganglios, fueron seleccionadas
realizando previamente cortes semifinos de una micra de espesor, que se tiieron
con azul de toluidina o se observaron directamente por coniraste de fases.
Posteriormente se obtuvieron los cortes ultrafinos en un ultramicrotomo LKB-III,
realizindose a continuacién una segunda tincién de contraste con citrato de
plomo y observiandose finalmente las muestras en un microscopio PHILIPS-300.

RESULTADOS

La membrana celular de los elementos neuronales delimita a nivel del soma
un contorno polimorfo. Dicho contorno se configura como consecuencia de las
distintas relaciones que se establecen entre las estructuras del plexo mientérico
—glia, fibras y tejido conjuntivo—y el pirenéforo neuronal.

La membrana neuronal rodeada por células gliales satélite ofrece, general-

mente, un contorno liso cuando dicho contacto neuro-glial se lleva a cabo a nivel
del soma de la célula glial. Cuando las prolongaciones gliales circundan la
periferia neuronal es posible visualizar pequefias depresiones e invaginaciones en
este altimo elemento celular (Figs. 1y 2).

Fig. 1.-Célula glial periférica al soma neuronal. Existen elementos fibrilares interpuestos (X 17.500).
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En algunos casos se observan dreas densas en las membranas celulares de la
neurona y de la glia. El citoplasma subyacente a dichos niveles no ofrece particu-

laridades estructurales de ningtin género (Fig. 2).

Fig. 2-Expansi6n glial periférica al soma neuronal (X 51.000).

Los elementos fibrilares ~dentritas y axones— originan en la superficie neuro-
nal depresiones mas o menos profundas configurando a ese nivel un cortorno
generalmente irregular. En algunos casos existen prolongaciones delgadas de
citoplasma neuronal que se introducen y ocasionalmente circundan a las forma-
ciones fibrilares (Figs. 1y 3). No se han observado diferencias estructurales entre
la membrana neuronal que, a nivel del soma delimita las prolongaciones axénicas
o las prolongaciones dendriticas. Existe tan sélo un engrosamiento membranoso
ocasional en torno a estas ultimas.

El citoplasma subyacente a las depresiones superficiales antes expuestas
posee una menor concentracién de organelos en relacion con otras dreas cito-
plasmicas (Fig. 3). Algunas prolongaciones fibrilares constituyen sobre la superfi-
cie de la neurona terminales sindpticos cuya naturaleza ya hemos descrito en
trabajos previos (RopricUEZ CoLUNGA, 1980; BRAREZ y col., 1981).

Expansiones citoplasmicas de los elementos neuronales y en numerosas
ocasiones los mismos somas neuronales establecen contactos con el tejido conjun-
tivo circundante al plexo mientérico. A dicho nivel la membrana basal que
delimita las estructuras nerviosas del plexo se adelgaza notablemente. El con-
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Fig. 3. Plolongacmnes axdnicas y dendriticas periféricas al LLLEI‘])() neurnnal E\uten algunas expan-
siones circundantes del soma que contornean dic

Fig. 4.—Soma neuronal en contacto con el tejido conjuntivo (X 28.000).
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torno de la membrana neuronal en este contacto con el tejido conjuntivo es muy
variable, oscilando desde un caracter estrictamente liso hasta otro marcadamente
tortuoso. No se observa en el citoplasma subyacente ninguna particularidad
estructural de cardcter significativo (Fig. 4).

DISCUSION

Los somas neuronales son ultraestructuralmente, como sefialan BAUMGARTEM
(1970) y GaBeLLA (1971), facilmente identificables por sus caracteres nucleares y
citoplasmicos. Cook y BurNnsTOCK (1976) tipifican a nivel ultraestructural en el
estémago del cobaya, nueve tipos diferentes de somas neuronales. Dichos tipos
tienen por base el tamafio celular y la distribucién de los organelos. Solamente
uno de los parimetros de dicha clasificacién tipol6gica esta relacionada con la
periferia neuronal, concretamente con las relaciones neuro-gliales.

En cualquier caso, los pardmetros utilizados constituyen mas un conjunto de
variedades descriptivas que una auténtica tipificacién neuronal. Es obvio que la
valoracién ultraestructural de los tamafos exige ademds, un estudio seriado muy
riguroso de las muestras.

El estudio que realizamos en el presente trabajo, pone de relieve que la
morfologia del soma neuronal y en conjunto el contorno celular, estin estrecha-
mente relacionados con el volumen y la morfologia de las diferentes estructuras
nerviosas. No hemos observado uniones intercelulares que permitan justificar
sistemas de anclaje entre los elementos gliales y fibrilares periféricos al soma
neuronal, si bien hemos comprobado reiteradamente el amplio contacto existente
entre el soma neuronal o sus expansiones y el tejido conjuntivo circundante. Esta
circunstancia no descrita por otros autores a nivel gdstrico ni a nivel intestinal
(GABELLA, 1972-1976; Cook, 1976; Oxi, 1977; HoyEes, 1980), parece sugerir que a
nivel del plexo mientérico las necesidades tréficas de los elementos neuronales y
quizas la disposicion arquitectural del ganglio requieran un més estrecho contacto
con la periferia conjuntiva. Es importante sefalar, ademis, que a este nivel la
membrana basal se encuentra sumamente adelgazada, hecho éste que ha sido
descrito previamente por ASTUDILLO y BRANEZ (1976) en la membrana basal que
rodea la periferia glial en el plexo mientérico del intestino.
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RESUMEN

Se cita la Viola persicifolia Schreberi, de Rodiezmo (provincia de Leén), indicando sus sinoni-
mias, la descripeion, el ndmero cromosémico (2n = 20), las caracteristicas de los granos de polen y su
distribucién; se realiza una clave con los caracteres principales que separan esta especie de las mds
proéximas.

SUMMARY

The Viola persicifolia Schreberi is appointed from the Rodiezmo (Leon province), showing your
synonymies, the descriptio, the chromosoma number (2n = 20), the characteristics of the pollen grains
and your distribution; we have realized a key with the main characters wich separate, this species
from the nearest.

En una de las numerosas herborizaciones llevadas a cabo con objeto de
recoger material para tratar de realizar la Revision de las especies del Género
Viola en la Peninsula Ibérica, nos hemos encontrado en la Provincia de Leén, con
una planta que hemos determinado como V. persicifolia Schreberi, Spicilegium
Florae Lipsicae. 163 (1771).

Debido a que existe cierta confusién en cuanto a designar este taxon, pensa-
mos que el nombre vilido es Viola persicifolia Schreberi, de todas formas
queremos acompaiar las distintas sinonimias a las que se han hecho referencia.

V. persicifolia Roth. Tent FIl. Germ. 11, 1. 271 (1789).

V. persicifolia Baumgart FI. Lips. 490 (1790).

V. stagnina Roem. & Schult. Syst. V. 370 (1819-20).

V. stricta Hornem. Fi. Dan. non Hort. hafn. Lange (1812).
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. stagnina Kit. in Schult Oestr. Fl. ed. 11, 1. 426 (1814).
. persicifolia Hartm. Handb. Stand. Fl. (1820).
. lactea Rehb. PL. crit. 1, 86 p.p. (part. V. pumila) (1823).
. persicifolia Fries Nov. Fl. Suec. ed. 11. 274 (1828).
. lactea Rchb. Fl. Germ. Excurs. 707 (1832).
. lactea Rehb. Dtschl. Fl. 1I1. 38 (1837-70), excl. var. 4.507 b.
. persicifolia B Ruppiana Walh. Sched. 101 (1840).
. Billoti F. Schultz in Flora XXI11. 120 (1840).
. persicaefolia Kirschl. in Mém. Strasb. 111, n. I1. 13 (1840).
. stagnina Led. Fl. Ross. I. 252 (1842), excl. Syn. Sm.
. persicifolia Fries Mant 111. 124 (1842).
. persicifolia Fries var. humilis Fries, Mant. 11l. 124 (1842).
lactea Kittel Tschb. I1. 940 (1844), excl. var. b).
marginata Ptern. Anal Pflschl. (1846).
. montana Plan non L. Ens. Fl. Gallega. 206 (1852).
recta Garke Fl. Deutschl. ed. 111. 47 (1854).
. persicifolia Wimmer Fl. Schles. 541 (1857). ‘
stagnina Koch. Syn. ed. Ill, 1. 74 (1857).
canina 1) stagnina Dol FL. Bad. 11T (1862).
. persicifolia stagnina Kirschl. Not. 14 (1870).
flexuosa Moretti ex Roem. & Schult. Bruenn. XV, II. 119 (1877).
. persicifolia Grcke Fl. Dischl. XVIII, Aufl. 78 (1887).
stagnina Limonk. Enum. (1887).
stagnina Pacher. Fl. Kdrnth. Nr. 1690 (1887).
. persicifolia Borb. in Koch.-Wohlf. Syn. I. 208 (1892).
. persicifolia Buchenau Fl. Nord-westdtsch. Tiefeb. 352 (1894).
stagnina Rouy et Fouc. FI. Fr. III. 9 (1896) excl. f. V. kutzingiana.
. persicifolia b) pumila Abrom. Fl. Ost. und West Preunen, 20 (1898).
. persicifolia Aschers y Graebn. Fl. nord-ostdtsch. Flchld. 498 (1899).
stagnina Neum Sver. FI. 276 (1901).
. stagnina Beckr. FI. N.-Ost. 523 (1902).
. stagnina Kupffer. Tent. Viol. Ross. 7 (1903).
. stagnina Schinz y Kell. Fl. Schw. ed. II, 1. 336 (1905).
WiLH. BECKER, en el trabajo Violenstudien 1, publicado in Beih. Bot. Centr.
26 (2): 1-44 (1909), incluye la V. persicifolia Schreberi en XV. V. stagnina Kit. in
Schultes Ost. Fl. ed. 2, 1:426 (1814), dentro de la Seccién I, NommmiuM, Ging.
Mém. Violac. (1823), A.-Rostellatae Boiss. in FL. or. 1:451 (1879).
2) Axilliflorae W. Bckr. in Beih. Bot. Centr. 26 (2): 2 (1905).
c) Arosulatae Borb. in Koch.-Wohl. Syn. 1:196 (1892).
7) Caninae W. Bckr. in Beihn. Bot. Centr. 26 (2): 2 (1909).
J. LANGE, in Prodromus Florae Hispanicae Vol. III 695 (1880), incluye esta
especie como V. stagnina Kit. de 1a Secciéon I. Nommium Gingins.
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b) Caulescentes, herbaceos, sépalos agudos.

*)  Sin roseta central.

B. LAZARO e IBIzA, en Revision critica de las especies Peninsulares del Género
Viola: 7 (1919), la designa como V. stagnina Kit. (l.c.) y la incluye en el apartado.

B) Especies caulescentes y herbaceas; flores sobre pedinculos axilares.
Seccién V - CORNUTA. Estipulas con los bordes dentados o hendidos. (Cuyas
consideraciones no nos ofrecen muchas garantias).

D. H. VaLenTINE, H. MERXMULLER & A. ScHMIDT, in Flora Europaea. Vol. 2:
275 (1968), la designan como V. persicifolia Schreberi, Spicil Fl. Lips.: 163
(1771), v la incluye en la Seccién VIOLA (= Seccion NOMIMIUM Ging.). Subsec-
cion ROSTRATAE Kupffer.

(A) B)
Fig. 1.-Mitosis: V. persicifolia Screberi 2n = 20). A-Fotografia; B-Esquema.

DESCRIPCION

Destacamos solamente aquellos caracteres que pueden servir para su diagno-
sis. Teniendo en cuenta que hemos realizado mediciones de varias poblaciones,
indicamos ademés de la longitud de cada érgano, la media aritmética obtenida en
los muestreos.

Plantas perennes que pueden tener una altura comprendida entre 5,5-25 cm
(pero la media por lo general es de 15 ¢cm), sin estolones, provistas de un rizoma
corto y delgado de color obscuro, y con un ligero indumento.

Los tallos aéreos caulescentes, siendo algunos estériles, son de consistencia
herbécea, su longitud oscila entre 2,5 y 20 cm (la media es de 8 cm).

Las hojas se disponen de forma alterna a lo largo del tallo. Los peciolos de
las hojas miden entre 0,5y 3 cm (con una longitud media de 2 cm). El limbo es de
forma triangular lanceolada, con el dpice obtuso y la base truncada, con el
margen ligeramente crenado, mide entre 2 y 4 em de largo (la media es de 2,6
cm), y la anchura varia entre 1 y 2 cm (la media es de 1,7 cm).
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HERBARIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS DE OVIEDO
DEPARTAMENTO D& BOTANICA

Viola persicilolia Schrebers

Ruodivzmo (Lebn)
En calizas, despues de pasar el pinar.,
Altitud 1 250 m.s.n.m.

6-vi-1.979

l.eg, et Det. M. A. Ferndndez Casado

Fig. 2.-Ejemplares de V. persicifolia Schreberi.

Las estipulas son de forma lanceolada, con el borde casi entero o provisto de
cilios y dientes cortos, poco abundantes en su base; la longitud varia entre 0,55 y
1 em (la media es de 0,75 cm), la anchura oscila entre 0,4 y 2 mm (la media es 1,3
mm).

El pedicelo mide entre 2 y 8 cm (la media es de 5 cm) esta provisto de un par
de braceolas situadas ligeramente por debajo de la flor, en el quinto superior de
su longitud.

Los sépalos, son de forma lanceolada y con el dpice agudo, su longitud varia
entre 0,35 y 0,65 c¢m (la media es de 0,45 ¢m) estdn provistos en su base de unos
apéndices que miden entre 1 y 2 mm (la media es de 1,4 mm), con el margen
entero hialino.

Los pétalos son de color azul-violaceo claro, casi blancos, con venas muy
marcadas de color violeta obscuro; su longitud oscila entre 0,8-1,1 em (la media
es de 1 cm), siendo aproximadamente 2 veces méas largos que los sépalos. Los dos
laterales se disponen horizontalmente, los dos superiores dirigidos hacia arriba y
el inferior se prolonga en un espolén de 2-3 mm de longitud (con una media de 2,5
mm), con forma de un grueso saco, con el extremo obtuso y ligeramente curvado
hacia arriba, excediendo muy ligeramente a los apéndices calicinos. En cuanto a
la forma de los pétalos, los laterales y los superiores son oval-redondeados, con el
ipice obtuso.

El estigma mide unos 2 mm de longitud y presenta forma de gancho subob-
tuso.
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Las anteras miden 0,45 cm, las de los estambres inferiores se prolongan en
unos apéndices de 0,36 cm y tienen forma de saco obtuso.

La cdpsula se dispone sobre un pedicelo que se curva hacia abajo, tiene
forma ovoide, con el dpice agudo, la seccién es trigona y sin indumento en su
superficie; su longitud varia entre 0,7-0,9 cm (la media es de 0,8 ¢cm), la anchura
es de 0,4 cm.

Las semillas estdn provistas de eleosoma, son piriformes, de color blanco y
con la superficie lisa-reticulada, miden unos 2 mm de longitud.

El ntimero cromosémico observado en las mitosis de los dpices de las raices
es de:

2n = 20

coincidente con el recuento hecho por otros autores.

Los granos de polen son de tamafio MEDIANO, 44,8 micras de longitud por
32,40 micras de anchura. La forma es PROLADA, con una medidade P = 1,12 y
de E = 0,81, por tanto Q = 1,38, correspondiendo un nimerc de 138 que estd
incluido dentro de la forma prolada.

Fig. 3.-Grano de polen: visién ecuatorial. Fig. 4.-Grano de polen: visién polar.

Las citas bibliograficas segiin los trabajos consultados para la Peninsula
Ibérica son las siguientes:

ESPANA: CORUNA, LA: Santiago de Compostela pr. a San Lorenzo (PLA-
NELL), Sobrado de Furelos, Mellid, Arzia (MERiNO), Vite (PLANELL). LUGO: Palas
de Rey, Carteira (E. SEuas VAzZQUEz), Begonte, Rabade, Valdemar, etc. (LANGE,
MEeriNo). NAVARRA: Valle de Vertizarana (LacoizQueTa). ORENSE: Carballino y
San Cosme (MERrINO). PONTEVEDRA: Campozancos, Bouzas, Marin, La Toja,
etc. (MERINO), Arosa (Rivas MaTE0S). VIZCAYA: Bilbao (LANGE), Guecho (LAZARO).
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- ’V. - Referencias Bibliograficas

A -Citas de pliegos de herbario

|- Citas propias

V. persicifolia Schreberi

El material observado procede de: I

ESPANA: CORUNA, LA: Molino de Furelos (F. BELLOT y B. Casaskca), dada
como V. persicifolia Roth., recogida el 14 de mayo de 1958, se encuentra en el
herbario de MA, con el n.? 178813; GALICIA: sin especificar localidad (MERINO),
como V. persicifolia Roth (= V. stagnina Kit var. montana), en el herbario MA
82229. LEON: Rodiezmo, recogida por nosotros el dia 6-VI-1979 y que se encuen-
tra en varios pliegos en nuestro herbario. MADRID: Pefialara, sin nombre de
colector, como V. stagnina Kit., recogida el dia 21-VII-1892, que se encuentra en
el herbario MA 82234.

En cuanto a las citas de MERINO, no parecen corresponder a la V. persicifolia
Schreberi, pues en «Aportaciones al conocimiento de la Flora Gallega V» (M.
LAINZ, S. J.), in Anales I.F. de Invest. y Experiencias Tm. XII: 12 (1967), las
atribuye a V. lactea Sm., pues dice: «175. V. lactea Sm.-Plantas mucho mds
difundidas en la regién de lo que supuso MERINO, puesto que a ella deben
adscribirse las citas del nimero 176 - contra lo admitido por Losa en Bol. Soc.
Esp. H. N. 41: 281-283. Ya PAU conoceria el asunto gallego cuando negaba la
existencia en Espafa de V. stagnina Kit. (Bol. Soc. Arag. C. N. 14: 207)».
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A pesar de esta afirmacién, existe una cita en La Corufia, recogida por F.
BeLLoT y B. CaSASECA, por tanto aunque los ejemplares de MERINO que hemos
visto no pertenecen a esta especie, si debe admitirse la existencia de dicha
especie en Galicia.

Lo que sorprende es la cita de Pefialara (Madrid), pues marcaria una fuerte
disyuncién, los datos de herbario no ofrecen mucha credibilidad, no en cuanto a
la identificacién de la especie, que nos parece la V. persicifolia Schreberi, sino en
lo que hace referencia a la localidad geografica, ya que ni siquiera figura el
nombre de su recolector.

Por otra parte los trabajos de investigacién sobre la flora del Sistema Central:
Guadarrama, Gredos y Ayllén, no la han recogido.

En cuanto a la Ecologia, se han tomado una serie de inventarios y de ellos se
deduce que es una planta de pastizales mesotrofos afines a la Alianza Bromion.

CLAVE PARA SEPARAR V. persicifolia Schreb. DE LAS ESPECIES PROXIMAS.

La Seccion VIOLA (= Secciéon NOMIMIUM Ging), incluye plantas herbaceas,
con el estilo en forma de pico en el dpice y las estipulas no semejantes a las hojas,
y se puede dividir en varias Subsecciones:

1) Plantas caulescentes .............. Subsecciéon ROSTRATAE
1) Plantas HCanlesGRIMES - cstors -t il iwrk 15a s aa it She saer g g o <ot S o2 1 4

2) Capsula globosa, no explosiva, dispuesta sobre pedinculos decum-

BB el B e ik b VA ot Subseccién VIOLA
2 R D DT N 2 Ly a2 o S LSt - e Popicpaticr BN b e 2 e et e 1 g s S = 3
) AU & ATIEES < o M puater aerns « - o0 somrerm s e s st DGR LR bt f osrm 4
3) Estipulas semiadnadas al peciolo ......cccoveeiiiimmiiiiiiiiiiiiiiiiees 5
4) Con rizoma débil ................... Subseccién PLAGIOSTIGCMA
4) Con rizoma corto y grueso ...... Subseccion BORFEALIAMERICANAE
5) Con rizoma largo ....cc.ccoeeneen... Subseccion REPENTES
5) Sin rizoma, ni estolones ......... Subseccién ADNATAE

En este caso se trata de una especie caulescente, por tanto pertenece a la
Subseccién ROSTRATAE, dentro de la cual se pueden separar dos grupos segiin
que presenten o no una roseta de hojas en la base.

— Plantas con una roseta de hojas enla base .........ccooveiiiiiiinini, A

— Plantas sin presentar una roseta de hojas en la base .........cc.coeeuneene.. B

Habria que incluirla en el grupo B, ya que enla base del tallo nunca aparece
una roseta de hojas. En este grupo podemos separar las siguientes especies:

1) Hojas de forma oval u oblonga, con la base cordada o subcordada. 2
1) Hojas lanceoladas, con la base no cordada ......ccccovvviniiiiiiiiinnnnnnn. 3
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2) Estipulas de las hojas medias de igual o mayor longitud que el
DERIOI0 gk bt s bn vrrsrann o v ot V. jordanii

2) Estipulas de las hojas medias sin sobrepasar la mitad de la lon-
gitud del peciolo ...cccooeeeeennnn. V. canina

3) Espolén mucho mas largo que los apéndices calicinos

3) Espolén excediendo sélo ligeramente a los apéndices calicinos. 4

4) Planta glabra ...........ccoeoiennn. V. pumila

4) Planta o al menos las hojas, cortamente pubescentes .................... S

5) Tallos alcanzando 50 cm, estipulas de las hojas situadas hacia la mi-
tad del tallo, de igual o mayor longitud que el peciolo
.......................................... V. elatior

5) Tallos alcanzando como méaximo 25 cm, estipulas no excediendo al
peciolo, generalmente alcanzando sélo 1a mitad de su longitud
.......................................... V. persicifolia
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Rev. Fac. Cienc. Univ. Oviedo (Ser. Biologia), 20-21 (1979-80): 103-107.

Empetrum nigrum L. ssp. nigrum EN LA CORDILLERA
CANTABRICA

Por
M. L. VERA DE LA PUENTE

Departamento de Botdnica.
Universidad de Oviedo

RESUMEN

~ Se cita el Empetrum nigrum L. ssp. nigrum en el Puerto de San Isidro (Asturias-Ledn), en
altitudes alrededor de 2.000 m.s.n.m., sobre cuarcitas. Siendo preferentemente su estado, en peque-
fias comunidades pulvinulares, donde la especie predominante con que se asocia es la Cladonia
ciliata Stirton var. tenuis (Florke) Ahti.

SUMMARY

Empetrum nigrum L. ssp. nigrum is quoted in the San Isidro Pass (Asturias-Leon), about 2.000 m
of altitude, on quartzites. Your stage is preferably in little cushioned community, where the predomi-
nant species with which it is associated is the Cladonia ciliata Stirton var. tenuis (Florke) Ahti.

En septiembre de 1979 recolectamos por primera vez el Empetrum nigrum
L., en la Cordillera Cantabrica, en el pico Toneo, situado en el Puerto de San
Isidro.

Dado que en esa época el E. nigrum L. se encontraba en fruto, nos hacia
dudar un poco en cuanto a su rango subespecifico; mas tarde confirmado como
Empetrum nigrum L. ssp. nigrum, al colectar de nuevo al afio siguiente, en el mes
de julio, ejemplares con flor, pudiendo comprobar que era una planta dioica.
Ademias de la caracterizacién sistemdtica de la subespecie E. nigrum L. ssp.
nigrum por ser las flores unisexuales, se hicieron medidas de las hojas, cuya
longitud comprendida normalmente entre 4,5-5 mm y anchura 1-1,5 mm, nos
confirmé este taxon, segiin HEss, LANDOLT & HIRZEL, en la «Flora de Schweiz».

Este taxon se distribuye en Europa, por Escandinavia como limite Norte y
hacia el Sur llega al Jura y Selva Negra, no teniendo referencias muy confirmadas

103



de que alcance latitudes menores’; a diferencia del Empetrum nigrum L. ssp.
hermaphroditum (Hagerup) Bocher que penetra hasta los Alpes y Pirineos.

Existen unas condiciones ecolégicas muy determinadas en los lugares que
hemos encontrado el E. nigrum L. ssp. nigrum; instalandose asi en laderas Norte,
en altitudes alrededor de los 2.000 metros y generalmente sobre repisas de
cuarcita, con suelos cuyo pH oscila entre 3,2 y 3,9.

Su distribucién en la Cordillera Cantabrica es muy limitada, pues después de
haber visitado varios de sus picos que reuniesen mas o menos estas caracteristi-
cas, so6lo lo localizamos, en Asturias; en-el pico Toneo y pico Nogales; y en Leén:
en el pico Agujas, todos pertenecientes a un mismo cordal entre el Puerto de San
Isidro y Puerto de Vegarada (véase mapa).

® Citas propias del Empetrum nigrum L. ssp. nigrum

En cuanto a la cita de BucH de los Picos de Europa, copiamos textualmente
lo que dice M. Lainz». Su mencién para los aledanos de Pena Vieja (cf. Soc.
Scient. Fenn., Comment. Bio. 10,17) no viene respaldada en Helsinki por materia-
les ninguno (T. Ahti ad F. Molina in litt., 24-11-1968) y, segiin toda evidencia,
seria un lapsus descriptivo de BucH.

Por otra parte hemos visitado la zona y no lo hemos hallado. Lo que confirma
la duda sobre su presencia y ademés los medios ecolégicos aludidos donde lo
hemos encontrado, no se reproducen en esa zona del macizo de los Picos de
Europa.

1 Rivas GoDAY y MAYOR (1965), lo comentan como visto en la excursién X.2 de la I.P.E. del afio
1953, en la'zona de la Laguna de las Yeguas (Sierra Nevada).
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Hemos hecho un esquema en el que tratamos dé reflejar de una forma
grafica, la disposicién de las comunidades en que estd presente el E. nigrum L.
ssp. nigrum, en funcién del grado de pendiente y de la profundidad del suelo.

Como se observa en el esquema adjunto, los pulvinulos que corresponden al
n.? 2, estan esencialmente formados por dos especies dominantes: E. nigrum L.
ssp. nigrum y Cladonia ciliata Stirton var. tenuis (Florke) Ahti y otras especies
acompanantes, con menor grado de dominancia como son el Vaccinium uligino-
sum L., Vaccinium myrtillus L., Deschampsia flexuosa (L.) Trin, Agrostis vinealis
Schreber, Juncus trifidus L., Calluna vulgaris (L.) Hull. y Huperzia selago (L.)
Schrank & Martius.

Esta formacién pulvinular muy compacta, facilita que el suelo mantenga un
grado de cierta humedad que contrasta con una mayor sequedad de las comuni-
dades vecinas. De todas las formas la situacién de la Calluna vulgaris (L.) Hull.
es sélo en la periferia de los pulvinulos donde se acusa una mayor sequedad (la
concentracién de mayor humedad estd en el centro del pulvinulo que coincide
exclusivamente con las dos especies dominantes que hemos indicado).

Respecto a la naturaleza del suelo que tiene como roca madre cuarcitas
ordovicicas, es muy poco profundo, en €l que el unico horizonte existente es el
hidmico.

Entre los pulvinulos se suele intercalar Juncus trifidus L., en las cuarcitas
desnudas.

Cuando la pendiente se hace mds suave y el suelo mas profundo, aparece las
landas donde la Calluna vulgaris (L.) Hull. comienza a desplazar al E. nigrum L.
ssp. nigrum. Estas landas estan integradas fundamentalmente por las siguientes
especies: Calluna vulgaris (L.) Hull., Vaccinium myrtillus L. y a veces Vaccinium
uliginosum L., Deschampsia flexuosa (L.) Trin. y Cetraria islandica (L.) Acha-
rius. Aqui, el E. nigrum L. ssp. nigrum deja de ser dominante.

En el trabajo de Braun-Blanquet sobre los Pirineos Orientales, se cita el E.
nigrum L. ssp. hermaphroditum (Hagerup) Bocher. Al comparar las comunidades
cantabricas y pirendicas de E. nigrum L., se observa en ambas la existencia de
especies comunes tales como: Vaccinium myrtillus L., Vaccinium uligonosum L.,
Juncus trifidus L., Huperzia selago (L.) Schrank & Martius, Calluna vulgaris (L.)
Hull. y Deschampsia flexuosa (L.) Trinn., pero sin embargo en nuestra zona, no
estdn presentes el Rhododendron ferrugineum L. y Loiseleuria procumbens (L.)
Desv., muy caracteristicas de estas formaciones pirendicas.

Aunque disponemos de varias tablas fitosociolégicas de la zona estudiada,
preferimos de momento no pronunciarnos a que unidad fitosociolégica pertenece-
ria este tipo de comunidad.

Como conclusién, estimamos que el Empetrum nigrum L. ssp. nigrum consti-
tuye una reliquia en vias de extincién, y que pudiera ser desplazada por Calluna
vulgaris (L.) Hull., especies de Vaccinium o Juniperus communis L. ssp. nana
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ESQUEMA DE LA DISPOSICION DEL Empetrum nigrum L. ssp. nigrum
EN EL PICO TONEO (PUERTO SAN ISIDRO) 2060 m.s.n.m.

1. - Juniperus communis ssp. nana

2. - Pulvinulos de Empetrum nigrum ssp.nigrum y Cladonia ciliata var. tenuis

3. - Juncus trifidus

4. - Landa en la que predomina Calluna vulgaris
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Syme, cuando desaparece el estrato liquénico, que debido a su gran higroscopici-
dad actia de elemento de retencién de la humedad.
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DATOS SOBRE LA FLORA CENTRO-ORIENTAL ASTURIANA

Por
H. S. NAVA

Departamento de Botdnica.
Universidad de Oviedo

RESUMEN

Se indican nuevas localidades geograficas para algunos endemismos fbero-atlanticos. Asi como se
citan algunas novedades para Asturias.

SUMMARY

New geographical localities are show for some ibero-atlantic. Endemis so as some newnesses for
Asturias are appointed.

INTRODUCCION

Los estudios sobre la flora de Asturias, si bien datan de épocas lejanas
(LAacasca, 1803; Durieu, 1835; LERESCHE y LEVIER, 1878...) han sido continuados
por botdnicos posteriores, con importantes aportaciones en las dltimas décadas,
que han permitido un conocimiento actual bastante completo.

Hoy interesa no sélo conocer la presencia de un determinado taxon, sino
también el grado de distribucién geogrifica y su comportamiento ecolégico. Este
es el objetivo de nuestro trabajo.

Spergularia nicaeensis Sarato ex Burnat

Elemento mediterrineo que, sorprendentemente, hemos encontrado en nues-
tra regi6n; en actimulos nitrofilos dentro de Oviedo (ciudad).
Por la bibliografia consultada no conocemos otra cita en el Norte de Espana.
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Capsella rubella Reuter

Ampliamente distribuida por Galicia (MERINO, 1909, M. Lainz, 1967). Romero
la cita en Leén (Puerto Pirenaico «Bermejo»), M. LAINZ en Soto (Oseja de
‘Sajambre). En Santander, GANDOGER, del Cordel (Campéo).

Se ha herborizado en Oviedo, en los alrededores de la Facultad de Ciencias.

Trifolium micranthum Viv. (T. filiforme L., nomen ambiguum)

Esta especie, frecuentemente confundida con 7. dubium, tiene por ello un
area de distribucién poco precisa en la Peninsula.

En Asturias, Losa y MONTSERRAT (1951), citan en el inventario del robledal de
la Barcena T. filiforme.

La hemos encontrado en la ria de Villaviciosa, en el camino que la bordea,
sobre sustrato arenoso.

Euphorbia platyphyllos L.

Guinea (G. B. de Santander) y M. Losa (1947) en su monografia, recogen para
la Provincia tinicamente la cita de CHERMEZON (1920) en Avilés. Omitiendo la cita
de L. P. MINGUEZ en las inmediaciones de Oviedo, recogida en COLMEIRO, LASTRA,
1978; la cita de Grado.

"La hemos encontrado en una escombrera de Carrocera (San Martin del Rey
Aurelio).

Euphorbia segetalis L.

Especie poco frecuente en el Norte de Espana, conocemos citas gallegas de
LANGE y MERINO. Para Asturias se recogen en COLMEIRO citas de L. P. MINGUEZ y
PASTOR; que L.0sA y GUINEA igualmente omiten.

Hemos podido herborizarla en El Entrego, en bordes de camino ruderalizado.

Angelica laevis Gay ex Ave-Lall

Endemismo ibero-atlintico, distribuido desde el Norte de Portugal al Oriente
de Asturias, pues hemos podido encontrarle en la Comba (Siero). Preferente-
mente en cunetas desecadas y, con menor frecuencia, en prados de siega y
matorrales himedos.

Anacyclus clavatus Bers.

Especie poco conocida en el Norte de Espafia. Hay citas para Galicia de V.
LOPEZ SEOANE (recogida en COLMEIRO). Pese a que MERINO la considera rara en la
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region, LaINZ, 1955), y cita su presencia en el herbario de PLANELLAS, recogiendo
ademds la sefializacion de BACORELL para La Toja.

PEREDA la sefiala de Reinosa (Santander).

Se ha herborizado en Carbainos (Gijén), al borde de la carretera. También la
vimos en cultivos y ruderales de zonas préximas.

Anacyclus radiatus Loiseleur

De origen mediterrineo, aparece ocasionalmente en el Norte de Espafia, tal y
como citan para Galicia MERINO y LAINZ.

La hemos encontrado en los ruderales del borde de la carretera, en Barros
(Langreo).

Centaurea diluta Ait.

Especie del Sur de Espafia, Canarias y Africa del Norte; aparecié en una
escombrera de Carrocera (San Martin del Rey Aurelio), junto con: Euphorbia
platyphylos; QOenothera erythrosepala; Reseda luteola; Delphynium ajacis; Tri-
pleurospermum inodorum; Verbascum virgatum, etc.

Desconocemos cualquier otra cita para el Norte de Espaiia.

Hordeum secalinum Screb.

Citado por J. R. OBEso en Ceares (Gijén); la hemos recogido en las afueras de
Villaviciosa; siendo frecuente en los prados de siega de la zona costera entre
ambas localidades. Rara en las zonas més interiores de la provincia, de donde
conocemos la sorprendente mencién de TUXEN.

Muscari comosum Mill.

Especie mediterrdnea frecuente en Cantabria y Galicia, pero practicamente
desconocida en Asturias (COLMEIRO recoge una cita de L. P. MINGUEZ para
Oviedo). La hemos herborizado en los pedregales calizos de «Entrepenas», Tu-
dela de Veguin.

AGRADECIMIENTOS
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NOTA FLORISTICA SOBRE GRADO Y SUS CONTORNOS (II)

Por
J. J. LASTRA MENENDEZ

Y
M. MAYOR LOPEZ

Departamento de Botdnica.
Universidad de Oviedo

RESUMEN

Se analizan diversos aspectos de algunas plantas de Grado (Asturias) y sus alrededores.

SUMMARY

Several aspects of some plants from Grado (Asturias) and environs are analised.

INTRODUCCION

La presente nota floristica, es una continuaciéon de los estudios que estamos
llevando a cabo en Grado y sus alrededores.

Siguiendo la pauta de la anterior nota, hacemos un breve comentario de
aquellas especies, que consideradas de interés, bien porque no se conocia que
estuviesen representadas en Asturias, bien por su escasa representacién o por

tener algiin singular cardcter ecolégico.

Reynoutria japonica Houtt,

Escombrera préxima a la gasolinera y al puente que une Pravia con Pefiau-
llan; 35 m s.n.m. Pliego 750 (I). Setiembre-78. Observada también en bordes de
la via férrea en Avilés, cerca de la rula. Herborizada en 1972 por J. 1zco en
Frieres, cerca de La Felguera-Sama de Langreo, como nitréfila viaria. En el
herbario de la Facultad de Farmacia de Madrid se encuentra un pliego santande-
rino recogido por PEREZ BUSTAMANTE en 1958 y determinado por S. Rivas Gopay.

(1) EI nimero de pliego se refiere al niimero del herbario de la Tesis Doctoral en preparacién de
J. J. LASTRA MENENDEZ.
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Sedum caespitosum (Cav.) DC.

Arcillas sobre caliza formando un microcésped terofitico. En la cantera
abandonada de la desviacién a Somines de la carretera general entre Trubia y
Grado. 130 m s.n.m. Pliego 781. Abril-79. Cerca se encuentra Asterolinum
linum-stellatum (L.) Duby y Erophila verna (L.) Chevall. subsp. spathulata (A. F.
Lang) Walters, pero en ecologia algo diferente. Existe cita en territorio de Lugo.
Filipendula vulgaris Moench

Depésitos que se acumulan en las fisuras y oquedades de las rocas calizas.
Proximidades de Grullos, Candamo. 130 m s.n.m. Pliego 776. Junio-78.

Daucus carota L. subsp. major (Vis.) Arcangeli

Llevamos aqui este taxon recogido en cultivos abandonados situados en la
desembocadura del rio Narcea, Pronga, Pravia, 25 m s.n.m. Pliego 748. Agosto-
78. Proseguiremos el esclarecimiento de su rango taxonémico.

Mentha x maximilianeae F. W. Schutz.

Mirgenes arenoso-nitréfilos del rio Nalén. Entre Valduno y la desemboca-
dura del rio Andallén (Las Regueras). 60 m s.n.m. Pliego 729. Agosto-78. Aumen-
tamos aqui la dispersién de su areal en Asturias. .

Plantago lanceolata L. var. dubia (L.) Wahl.

Fisuras de roquedos calizos con orientacién sur, en las cumbres de Forcadas
(proximidades de Cueva Llagar) Proaza. 1.230 m s.n.m. Pliego 752. Agosto-78.
Euphrasia eduardii Sen.

Solamente hemos podido encontrada en pastizales encharcados sobre sus-
trato acido y con orientacién norte en San Martin de Gurullés, Grado. 200 m
s.n.m. Pliego 761. Junio-78.

Koeleria macrantha (Ledebn) Schultes in Schultes & Schultes fil.

Roquedos calizos, Cueva Llagar, Proaza. 1.100 m s.n.m. Pliego 786.
Agosto-78. Hay en el H.F.C.O. un pliego de G. MARTINEZ 4-7-1969 de Villargusdn
(Ledn) bajo la denominacién de K. pyramidata (Lam) Beauv. que es idéntica.
Polypogon monspeliensis (L.) Desf.

Mala hierba hortense, cercanias del rio Nalon. Entre Portalada y Penaflor

(Candamo). 50 m s.n.m. Pliego 741. Julio-78.
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Alopecurus myosuroides Hudson

Mala hierba hortense, cultivos préximos al rio Nalén. Entre Portalada y
Penaflor (Candamo). 60 m s.n.m. Pliego 742. Julio-78.

Dichanthium ischaemum (L.) Roberty

En los densos pastizales que se instalan sobre los eutrofos suelos aluviales
del rio Nalén. Pravia. 30 m s.n.m. Pliego 780. Setiembre-78.

Sorgum halepense (L.) Pers.

Tenemos un pliego procedente de las riberas del rio Lena a la altura de
Campomanes, Lena. Pliego 784. Agosto-78.
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CHANGES IN PHENOLIC COMPOUNDS DURING THE
GERMINATION OF SEEDS OF Cicer arietinum L.

Por
M. I. BATALLAN

y
R. SANCHEZ TAMES
Catedra de Fisiologia Vegetal, Facultad de Ciencias.
Universidad de Oviedo. Spain

RESUMEN

Se estudia el contenido de diferentes tipos de derivados fenélicos a lo largo de la germinacién de
semillas de Cicer arietinum L. La presencia del embrién influye en el contenido de fenoles libres, que
al final del experimento alcanza valores mds altos en semillas enteras que en semillas desprovistas de
embrién. Se aislaron varios compuestos fendlicos de los cuales se dan datos cromatogrificos y
reacciones coloreadas y se identificaron: dcido p-hidroxi benzobico, dcido vanillico, dcido siringico,
dcido p-cumérico, dcido ferilico, dcido gentisico, p-hidroxi acetofenona y garbanzol.

ABSTRACT

The content of differently linked phenol compounds during germination of seeds of Cicer arieti-
num L. has been studied. The presence of the embryo influences the content of free phenols which at
the end is greater than in seeds without embryo. Several compounds have been isolated and
p-hydroxybenzoic acid, vanillic acid, syringic acid, p-coumaric acid, ferulic acid, gentisic acid,
p-hydroxy acetophenone and garbanzol identified. For the unidentified compounds chromatographic
data and colour reactions are given.

INTRODUCTION

Under the heading phenols, several structurally different compounds are
included; these compounds are widely distributed in the seed components (VAN
OVERBEEK, 1966). Although they were considered as germination inhibitors they
can promete germination at different concentrations (COME, 1970), sometimes
both effects can be shown in the same solution (EVENARI, 1949). It is clear that
phenols play an important role in barley seed germination and it is suggested that
amino acid and protein synthesis may be affected by phenols (VAN SUMERE et al,
1972). As part of a study on the germination of seeds of Cicer arietinum L.
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changes in concentration of phenol compounds and the isolation and identification
of several of such compounds is reported.

MATERIALS AND METHODS

Plant material

Intact seeds of Cicer arietinum L. or only c¢otyledons and testa were sterijlized
by immersion for 1 min in 0.1 % HgCl, and afterwards washed for 3 h in sterile
distilled water. Germination was carried out in Petri dishes lined with wet towel
paper, in a dark room with 80 % relative humidity and 25 = 1°C from 0 h to 72 h.
The seeds used for quantitative evaluation of phenols were dried at 80°C to
constant weight and milled to a fine powder.

Extraction and purification

All solvents were redistilled before use and the ethyl ether freed of peroxi-
des. Weighted quantities of seeds were suspended in 80 % methanol for 24 h at
room temperature. After filtration the residue was reextracted three times with
80 % methanol for 12 h at room temperature. The filtrates were combined, the
methanol was removed under vacuum at 34°C, then the aqueous residue was
acidified to pH 3,0 with 2N HCI, the free phenols were extracted by partition four
times against equal volumes of ethyl ether. The combined ether layers were
evaporated to dryness, this was called direct fraction and contained free phenols
and those forming salt type combinations. The aqueous residue was hydrolyzed
with 2N HCI and heated in reflux for 30 min. The hydrolysate was extracted with
ethyl ether as before. This was called the acid fraction and contains phenolic
compounds extracted as glycosides.

The aqueous residue left after hydrolysis was adjusted to pH 8 with Ba(OH),
and refluxed for 2 h, followed by adjustment to pH 3 by 2N HCI and partitioned
four times against ethyl ether. The combined ether layers were evaporated to
dryness. This was called the alkaline fraction, and contained compounds extrac-
ted as esters.

The plant material left after methanol ‘extraction was refluxed with 2N OHNa
for 4 h, acidifed to pH 3 and partitioned four times with ether. The ether
fractions were combined and evaporated as before. This was the residual fraction.

Each dry extract was redissolved in 10 ml 80 % MeOH.

Analytical methods: Total phenols were measured by Folin-Denis as descri-
bed by Swan & HiLLs (1959) using extract aliquots of 7 ml. Absorbance at 725 nm
was compared with a gentisic acid calibration curve, and expresed as pg of this
compound.

The isolation and identification of the phenol compounds was made by paper
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chromatography on Whatman N.° 1 & 3 MM and TLC on cellulose and silica gel.
The solvents used for developing the chromatograms were: S,, isopropanol
ammonia-water (10:1:1 vlv); S,, benzene-acetic acid-water (6:7:3 viv); S,,
chloroform-methanol — 4 % formic acid (10:1:1 v/v); S,, 2 % acetic acid.

It was necessary to run several chromatograms in order to achieve a good
separation of the compounds. The elution of the isolated products on paper or
TLC was done with methanol (EsHDAT and MIRELMAN, 1972).

To identify compounds the following methods were used. The chromatograms
were examined in UV —-366 and 254 nm— before and after application of ammonia
vapour. They were also developed by spraying with one of the following solutions:
diazotized p-nitroanyline (C,), 2,6 -dibromoquinonechlorimide (C,), diazotized sul-
phanilic acid (C;) or phosphomolibdic acid (C,).

The absorption spectra were run from 250 to 340 nm in methanol, in 5 %
KOH in methanol or 5 % AICl, in methanol. The distribution of phenols during
germination was determined by bidimensional chromatography of equivalent ex-
tracts of seeds from the different periods assayed and the solvents used were S,
for the first run and S, for the second run.

RESULTS AND DISCUSSION

In a previous work (RODRIGUEZ-BUJAN et al., 1974) we have evaluated some
types of differently linked phenol compounds during germination. Now we com-
pare the phenol content —different fractions— during germination between intact
seeds (Fig. 1) and seeds without embryo (Fig. 2).

From these data, it is shown that the content of free phenols changes along
germination, increasing in the whole seed while in embryoless seed there is a
continuous decrease in phenol content.

The alkaline fraction-containing the ester forming phenols—, keeps a fairly
constant level during the 72 h period. There is no significant difference between
intact and embryoless seeds.

The acid fraction, that is glycoside forming phenols, keeps fairly constant
levels during germination in the intact seeds, while in embryoless seeds there is a
greater variation. After 72 h the content has decreased to half that at 6 h.

In conclusion it can be said that, at 72 h there are twice as many physiologi-
cally important phenols — free + glycosides + esters — in intact compared to
embryoless seeds.

Residual phenols, those liberated after alkaline hydrolysis, and probably less
related to the germination process, increase their content in both cases.

It is interesting to notice, that around 18-24 h of germination has been found
to be a very important point (RODRIGUEZ-BUJAN et al., 1975, DE LA FUENTE y
NicoLAs, 1974) probably related with the change from anaerobic to aerobic respi-
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ration, due to root protrusion through the envolope and we can see that this is a
turning point also for the free phenols, which seem to be mostly related to
germination of the seed, probably in the trapping of oxygen (COME, 1970). Once the
radicle has protruded the phenols are not required to the same extent and the
content of free phenols increases as a result.

The identified compounds were: three benzoic acid derivatives (p-
hydroxybenzoic acid, vanillic acid and syringic acid), two cinnamic acid derivati-
ves (p-coumaric acid and ferulic acid), gentisic acid, p-hydroxyacetophenone and
garbanzol, although the identity of this last compound is based on indirect
evidence due to lack of a pure sample. Another eight phenolic compounds have
been isolated but not identified (see Table I and H). The semiquantitative analysis

TABLA 1
Chromatographic properties of the unidentified compounds (For explanation of
symbols see methods)

Rf values Colour reaction

Compounds 8 S, S, 8, C, C, G UVyee UVyes + NHy UV s,
Unknown 1 054 070 09 0.70 be-o bl y-0 = a p
Unknown 2 0.70 0.00 0.30 0.50 vt = S bl = =
Unknown 3 0.30 0.25 036 0.55 wt s - bl - bl
Unknown 4 0.12 0.43 = 3 pk e - = - p
Unknown 5 0.80 0.48 - = ~ = = bl = =
Unknown 6 0.70 0.26 0.80  0.89 - £ = - =3 p
Unknown 7 0.60 0.65 0.64 0.11 ~ = - y gn =
Unknown 8 035 0.30 095 0.05 beo bl y-0 = = P

Key to colours.-be: beige; bl: blue; gn: greenish; o: orange; p: purple; pk: pink; vi: violet; y: yellow.

TABLE 11
Ultraviolet absorption peaks (in methanol) for the unidentified compounds of C.
artetinum seeds. (For explanation of symbols see methods)

max (nm)

Compounds MeOH KOH AlCl,
Unknown 1 262 274, 329s 270
Unknown 2 281 279 278
Unknown 3 283 284 278
Unknown 4 253 283, 257s 269, 2485
Unknown 5 285 281 282
Unknown 6 280 281 284
Unknown 7 270, 276, 310s 275, 334 268, 277, 310s
Unknown 8 256, 278s 262, 315s 243

of the isolated compounds has been determined during germination as shown in
Table III; p-hydroxybenzoic, vanillic and syringic acid were found in all the
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fractions studied. These phenolic acids are widely distributed in all plants their
presence being related with lignin biosynthesis, although in the early steps of
germination it does not seem to be their main role. This could however explain
the presence of syringic acid which occurs only after 60 h in the alkaline fraction.

Initially, p-coumaric acid is detected free and in two bound forms, afterwards
at 72 h only is detected as ester-linked compound. The behaviour of ferulic acid is
different, there is no.free or glycoside linked ferulic acid for the first 24 hours, at
36 h there is some free ferulic acid and at 60 h is present as free glycoside or ester
linked.

Gentisic acid is not detected in the beginning as a free acid, although later on
it shows fluctuations, between 36 and 60 h it constantly appears as free acid.

At 0 h p-hydroxyacetophenone is present as glycoside.

Garbanzol appears as ester forming compound after 36 h of germination.

The isolated compounds must play a role in the regulation of seed germina-
tion and early stages of seedling development. The embryo is needed for phenol
production or mobilization, as free or glycoside forming compounds are those
which experiment greater fluctuations along germination and also greater diffe-
rences between the content of whole and embryoless seeds.

REFERENCES

COME, D. (1970).—Les obstacles a la germination. Mason et Cie. Paris, 162 pp.

DE LA FUE\TL BURGUILLO, P. & G. NICOLAS (1974).—Respiratory activity during germination of seeds of
Cicer arietinum L. I: Glycolysis and fermentation. Plant Sci. Lett., 3: 143-148.

EsHDAT, Y. & D. MIRELMAN (1972).—An improved method for the recovery of compounds form paper
chromatograms. J. Chromatogr., 65: 458-459.

EVENARI, M. (1949).-Germination inhibitors. Bot. Rev., 15: 153-1%4.

RopbricuEz-Bujin, M. C., 1. BaTALLAN, M. C. BerMUDEZ, R. SANcHEZ TamEs & G. NICOLAS
(1974).-Biochemical changes in seeds of Cicer arietunum L. during germination. Rev. Esp.
Fisiol., 30: 21-26.

Robricuez-BusAn, M. C. (1975).—Aspectos fisiolégicos de la germinacién de semillas de Cicer arieti-
num L. Tesis doctoral. Servicio de Mecanizaciéon de la Universidad de Santiago de Compostela,
180 pp.

SwaIn, T. & V. E. HiLLIS (1959).-The phenolic constituents of Prunus domestica. J. Sci. Food Agric.,
10: 63-68.

VAN OVERBEEK, J. (1966).—Plant hormones and regulators. Science, 152: 721-731.

VAN SUMERE, C. F., J. CoTTENIC, J. DE GREEF & J. KINT (1972).—Biochemical studies in relation to the
possible germination regulatory role of naturally occurring cumarin and phenolics. in Recent
Advances in Phytochemistry. Vol. 4, Appleton-Century Croft. New York, 165-211.

127



Rev. Fac. Cienc. Univ. Oviedo (Ser. Biologia), 20-21 (1979-80): 129-134.
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RESUMEN

Considerando que numerosos autores sefialan el papel de las glandulas del flanco como fuente de
feromonas de atraccién sexual, y que, de hecho, nuestras propias investigaciones han demostrado
alteraciones en los parimetros de conducta sexual después de la supresién de estas glindulas, nos
propusimos estudiar si la ablacion de estas estructuras alteraba el consumo de oxigeno (como indice
de actividad de un tejido) de una serie de estructuras glandulares (testiculos, glindulas adrenales) y
nerviosas (bulbo olfatorio, hipotdlamo anterior, ventromedial y posterior, amigdala, drea septal, nicleo
caudado, cortezas anterior y posterior), que de alguna manera estdn implicadas en el control de la
sexualidad del hamster.

Nuestros resultados indican alteraciones estadisticamente significativas a nivel de testiculos,
glindulas adrenales, bulbo olfatorio, hipotdlamo ventromedial y drea septal, lo cual parece probar la
relacién entre las glandulas del flanco y todas estas estructuras citadas.

SUMMARY

In view of the fact that many writers point out the role of the flank glands as being a source of
feromones sexual attraction and that moreover our own research has shown alterations in the
paramethers of sexual behavior after the supression of these glands, we decided to study if the
ablation of these structures altered the oxygen consumption (thus being an indicator of tissue activity)
of a number of glandular structures (testes, adrenal glands) and nervous (olfatory bulb, anterior,
ventromedial and posterior hypothalamus, amygdala, septal area, caudatus nucleus, anterior and
posterior cortex) which in some way take part in the control of the sexual behavior of the hamster.

Our results show statistically significant changes where testes, adrenal glands, olfatory bulb,
ventromedial hypothalamus and septal area are concerned. This seems to prove the relationship
between the flank glands and all these structures.

INTRODUCCION

Numerosos trabajos de investigacién',?,3,%, han demostrado que el olfato, en
los mamiferos superiores, es de una gran importancia desde el punto de vista
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sexual, Por ejemplo, en los hamsters machos se ha podido comprobar que son
poderosamente atraidos por la descarga vaginal de la hembra y por la descarga de
las glandulas del flanco®,8. Por supuesto, la presencia de estos «olores» debe de
ser detectada por alguna estructura neurofisiolégica especializada que activard «a
posteriori» areas nerviosas relacionadas especificamente con la sexualidad o con
la dindmica hormonal.

El bulbo olfatorio parece ser la estructura nerviosa capacitada para detectar
e integrar estos diferentes niveles de comunicacién quimica. Por otra parte, el
papel del bulbo olfativo en la conducta sexual ha sido probado ampliamente
observando los efectos que se producen sobre esta actividad tras su ablacién®,”,8.
Incluso, en algunos casos, los efectos de la bulbectomia olfativa se han compa-
rado con los hallados tras la castracién.

Por otra parte, en los dltimos afios se ha evidenciado el papel jugado por las
areas del Sistema Nervioso Central en la reproduccién y conducta sexual. Son
numerosos los trabajos que han dejado establecido el papel del hipotdlamo y de la
amigdala en el control de la secrecién de gonadotroﬁnasg,w,”,'asi mismo NANCE
y col.'? comprobaron que el irea septal es una de las estructuras limbicas
estrechamente relacionadas con el control de la conducta sexual y maternal en el
hamster. De otro lado, en nuestro Departamento hemos demostrado una posible
conexién entre la corteza posterior y el control de la secrecién de hormonas
sexuales. Por supuesto, el papel que juega el testiculo en el control de la
sexualidad se conoce desde antiguo. Igualmente se han evidenciado posibles
relaciones entre el eje hipotdlamo-hipéfiso-gonodal y el eje hipéfiso-adreno-corti-
cal, de tal forma que, cuando se producen modificaciones en el primero de estos
ejes se captan variaciones a nivel de las glindulas adrenales.

Considerando que en los trabajos anteriores® se comprobé que la supresién
de las glandulas del flanco en el hamster producia alteraciones en su conducta
sexual y, teniendo en cuenta que todas las estructuras anteriormente citadas se
encuentran implicadas directa o indirectamente en el control de la sexualidad,
nos ha parecido importante estudiar si la supresion de las glindulas del flanco
podria inducir alguna alteracién en todas ellas. Para ello medimos su consumo de
oxigeno como indice de actividad de estas estructuras ya que, en miiltiples

trabajos, se ha demostrado la efectividad de este método?,0,7".

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 46 hamsters machos Mesocricetus auratus, de la cepa del
Departamento Interfacultativo de Fisiologia (Medicina y Ciencias) de la Universi-
dad de Oviedo, cuyo peso corporal oscilaba entre 115-117. Los animales fueron
mantenidos en condiciones standard de luz (12L-12H), temperatura (23 * 3°C) y
humedad absoluta. La alimentacién era «ad libitum» con libre acceso a comida y

bebida.
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A un grupo de 24 hamsters se les suprimieron las glindulas del flanco. Los
animales fueron anestesiados mediante algodén impregnado en éter. Una vez
localizadas estas glindulas en la region dorsal, facilmente reconocibles por su
intensa pigmentacién, se suprimieron mediante una simple operacién sin hemo-
rragia alguna. Posteriormente la piel fue suturada con hilo de seda. No se
manifest6, en ninguno de los animales, infeccién postoperatoria. Tras un periodo
de recuperaciéon de 30 dias, los animales fueron sacrificados por decapitacién;
posteriormente se disecaron los tejidos a estudiar: bulbo olfatorio, hipotdlamo
anterior, hipotdlamo ventromedial, hipotdlamo posterior, amigdala, drea septal,
nicleo caudado, corteza anterior (latero-frontal), corteza posterior (latero-occi-
pital), glandulas adrenales y testiculos, de acuerdo con el Atlax de Horrman'3,
También se recogié una muestra de sangre para la determinacion de la glucemia
(método de la glucosa-oxidasa) y se registré el peso de las siguientes estructuras:
glindulas adrenales (mg), testiculos (grs), rifones (grs) y pancreas (grs).

La determinacin del consumo de oxigeno de las distintas estructuras nervio-
sas y glandulares de los dos grupos estudiados (controles y glandectomizados) se
realiz6 mediante el método manométrico de Warburg'®. Los resultados del con-
sumo de oxigeno se expresaron en microlitros de O, consumido por miligramo de
tejido fresco y por hora de incubacién (QO, : ul O,/mg tejido fresco/h).

El tratamiento estadistico se efectué mediante el test «t» de Student segtin
FISHER y YATES'S,

TABLA I
Efectos de la supresién de las glandulas del flanco sobre el consumo de oxigeno
de estructuras cerebrales en hamster macho Mesocricetus auratus

QO,:ul O,/mg tej. frescolhora

Tejidos
estudiados Control Glandectomizados «t» p
Bulbo olfatorio *1,03 = 0,08 (17 1,32 = 0,07 (14) 2,60 0,05
Hipotalamo anterior 1,35 = 0,15 (11) 1,19 = 0,09 (10) 0,85 NS
Hipotalamo posterior | 1,53 £ 0,17 (11) 1,22 + 0,08 (12) 0,58 NS
Hipotalamo ventromedial 1,31 £ 0,16 (11 0,84 = 0,09 (11) 2,45 0,05
Amigdala 1,25 = 0,06 (13) 1,32 = 0,07 (10) 0,74 NS
Area septal 1,19 = 0,009 (10) 0,93 = 0,06 (10) 2,26 0,05
Nicleo caudado 0,98 = 0,06 (13) 1,06 £ 0,07 (12) 0,86 NS
Corteza anterior 1,05 = 0,17 (9) 1,31 £ 0,11 (11 1,30 NS
Corteza posterior 1,45 £ 0,13 (10) 1,34 = 0,10 (13) 0,68 NS

* Media * Error Standar. Entre paréntesis figura el n.” de datos.
NS = Estadisticamente No Significativo.

RESULTADOS

En la Tabla I se registran los resultados del metabolismo oxidativo en
hamsters machos intactos y glandectomizados bilateralmente, de las siguientes
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estructuras: bulbo olfatorio, hipotdlamo anterior, hipotdlamo posterior, hipoté-
lamo ventromedial, amigdala, drea septal, niicleo caudado, corteza anterior y
corteza posterior. En lineas generales, los efectos de la supresiéon de las glindulas
del flanco parecen ser diferentes segiin las estructuras, puesto que, mientras a
nivel de las regiones hipotalimicas del drea septal y de la corteza posterior se
produce en descenso en el consumo de O,, a nivel del bulbo olfatorio, amigdala,
nicleo caudado y corteza anterior se produce un aumento. Las diferencias son
estadisticamente significativas a nivel del bublo olfatorio, del hipotdlamo ventro-
medial y del drea septal.

En lo que respecta al consumo de oxigeno de las glandulas adrenales y
testiculos, en los hamsters machos glandectomizados se observa un incremento
estadisticamente significativo a nivel de las glandulas adrenales y un decremento,
también estadisticamente significativo, en los testiculos.

Por dltimo, en la Tabla III, se exhiben los valores correspondientes al peso
corporal. No existe diferencia estadisticamente significativa con relacién a este
parametro y los pesos de glandulas adrenales, testiculos, rifiones y pancreas. Con
respecto a estas estructuras la glandectomia del flanco produce un descenso €n el

TABLA II
Efectos de la supresiéon de las glandulas del flanco sobre el consumo de oxigeno
de estructuras glandulares en el hamster macho Mesocricetus auratus

QO,:ul O,/mg tej. frescolhora

Tejidos
estudiados Controles Glandectomizados «t» p
Gliandulas adrenales *0,42 + 0,05 (12) 0,67 = 0,06 (10) 3,01 0,01
Testiculos 0,84 + 0,09 (11) 0,53 = 0,08 (12) 2,52 0,05

* Media + Error Standar. Entre paréntesis figura el namero de datos.

TABLA III
Efectos de la supresion de las glindulas del flanco en el hamster macho Mesocri-
cetus auratus sobre el peso: corporal, de glindulas adrenales, testiculos, rifiones,
pancreas y glucemias

Pesos Controles Glandectomizados «» p
Corporal (grs) *115,45 = 2,60 (22) 117,58 * 2,44 (24) 0,59 NS
Gl. adrenales (mgrs) 31,77 £ 2,01 (22) 26,50 = 1,32 (24) 2,20 0,05
Testiculos (grs) 3,16 £ 0,13 (19) 2,95 = 0,07 (24) 2,92 0,01
Rifiones (grs) 1,16 + 0,03 (21) 0,94 + 0,02 (24) 5,02 0.001
Péancreas (grs) 0,35 = 0,02 (2] 0,33 = 0,01 (22) 0,81 NS
Glucemia (mgrs %) 55,64 £ 2,16 (17) 49,07 % 3,29 (23) 1,53 NS

* Media * Error Standar. Entre paréntesis figura el nimero de datos.
NS x Estadisticamente No Significativo.
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peso de todas las glindulas, estadisticamente significativo a nivel de las glandulas
adrenales, testiculos y rifiones.

También se reflejan en esta tabla los valores de la glucemia, no encontran-
dose variaciones estadisticas.

DISCUSION

Los datos obtenidos en el presente trabajo indican que la supresiéon de las
glindulas del flanco, en el hamster macho, modifica de una manera significativa
el consumo de oxigeno de estructuras nerviosas y glandulares comprometidas en
la dinamica hormonal y/o comportamental (bulbo olfatorio, hipotdlamo ventrome-
dial, 4rea septal, glindulas adrenales y testiculos).

De gran importancia son los resultados obtenidos con relacién al 4rea septal
(Tabla I), en la que se puede apreciar un descenso significativo en su actividad
metabélica oxidativa. Teniendo en cuenta que varios autores'?, han puesto de
manifiesto que esta estructura juega un relevante papel en el comportamiento
sexual sin que las lesiones septales alteren el modelo de secreciéon de gonadotro-
finas, estos datos podrian dar alguna luz a las alteraciones de conducta encontra-
das por nosotros® en hamsters glandectomizados.

Por otra parte, el eje hipotdlamo-hipéfiso-gonadal (Tablas I, II) muestra una
disminucién significativa en su consumo de oxigeno, ya que tanto el hipotdlamo
ventromedial como los testiculos exhiben un descenso en su actividad metabdélica
oxidativa tras la supresion de las glandulas del flanco. A nivel testicular ain se
pueden comprobar mas estos efectos, puesto que incluso se producen alteracio-
nes en cuanto a su peso. Estos resultados son bastante similares a los que se
observan tras la pancreatectomia'® en los que también la conducta sexual y el
consumo de oxigeno de ciertas estructuras nerviosas y glandulares se encuentran
disminuidos.

En cuanto al bulbo olfatorio y su papel en la conducta sexual, como estruc-
tura nerviosa capacitada para detectar e integrar diferentes niveles de comunica-
cién quimica, yavhemos sefialado que varios autores®,”,%, han probado los efectos
de su supresion sobre la conducta. Nosostros, hemos analizado el proceso a la
inversa, sabiendo el papel de las glindulas del flanco en la conducta, quisimos
ver que ocurria en esta estructura tras su supresiéon. Como podemos observar
(Tabla I), se produce una actividad metabélica oxidativa aumentada, que parece
senalar un mayor funcionamiento, tal vez, en un intento de localizar otras fuentes
«olorosas» que palien, de alguna manera, la que hemos suprimido.

Las estructuras corticales analizadas (corteza anterior latero-frontal y corteza
posterior latero-occipital) no han experimentado ninguna alteracién tras la glan-
dectomia, ademds, como ya hemos sefialado, en otros trabajos'®, estas zonas no
parecen estar implicadas en el control de la conducta sexual. Lo mismo podemos
anadir para el nicleo caudado.
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Existen en este trabajo una serie de resultados un tanto dificiles de aclarar y,

de encontrar el por qué a sus alteraciones, puesto que en la bibliografia actual no
aparece ningun dato al respecto. Entre ellos nos encontramos el descenso alta-
mente significativo que se produce a nivel del peso de los rifiones, érganos que,
aparentemente, no parecen tener ninguna relacién con unas glindulas de natura-
leza sebdcea y fuente de unas fermonas de atraccién sexual, como son las
glandulas del flanco del hamster.

Creemos que es necesario seguir trabajando en esta linea de investigacién

para intentar aclarar algunas de las incégnitas que han surgido.

9)
10)
11)

12)
13)

14)
15)
16)

134

BIBLIOGRAFIA

DarBY, E. M. M. DEVOR y S. L. CHOROVER (1975).—Pressumptive sex pheromones in the hamster
some behavioral effects. J. Comp. Physiol. Psychol., 88: 496-502.

DEVOR, M. y M. R. MurpHY (1973).-The effect of peripheral olfactory blockade on the social
behavior of the male golden hamster. Behav. Biology, 9: 31-42.

JounsTtoN, R. E. (1971).—Scent marking olfactory communication and social behavior in the
golden hamster Mesocricetus auratus. Dissertation New York Rockefeller Univ.

MurpHY. M. R. y G. R. SCHNEIDER (1970).—Olfactory bulb rendual eliminates mating behavior in
the male golden hamster. Science, 167: 302-304.

Jounston, R. E. (1974).-Scent marking sexual attraction function of hamster vaginal secretion.
Behav. Biology, 12: 111-117.

FLOREZ L0zZANO, J. A., A. MENENDEZ PATTERSON y B. MARIN (1980).-Effect of flank glandectomy
of the female hamster (Mesocricetus auratus) upon the sexual behavior of the male hamster.
Belav. Neural Biol., 29: 399-404.

RiepeRr, C. A. y A. R. Lumia (1973).-Effects of olfactory bulb ablation on dominance related
behavior of male mongolian gerbils. Physiol. Behav., 11: 365-369.

HuLr, E. M., K. L. HamictoN, D. B. EnoNALL y L. RoOseLLI (1974).—Effects of alfactory
bulbectomy and peripheral deafferentation on reaction to crowding in gerbils. J. Comp. Physiol.
Psychol., 86: 267-274.

ScuiaFrINg, O., B. MARIN y A. GALLEGO (1969).—Oxidative activity of limbic structures during
sexual cycle in tats. Experientia, 23: 1.255-1.256.

SCHIAFFINI, O. y B. MARIN (1971).—Effect of ovariectomy on the oxidative activity of the hypotha-
lamus and the limbic system of the rat. Neuroendocrinol., 7: 302-306.

SCHIAFFINI, O., A. MENENDEZ PATTERSON y B. MARIN (1974).~Sexual cycle and metabolisms of
the Hypophysiotropic and septal areas, caudal nucleous, adenohypophysis and cerebral cortex.
Reproduccion, 1, 4: 361-366.

NANCE, D. M., J. SHRYNE y R. A. GORsKI (1974).—Septal lesions: effects on lordosis behavior and
pattern of gonadotrophins release. Horm. Behav., 5: 73-81.

HorrMman, R. A. y P. F. ROBINSON (1966).~The golden hamster; its biology and use in medical
research. Ed. Hoffman, R. A. y Robinson, P. F. y Magalhaco, A. lowa State University Press,
lowa.

UmBgreit, M. N., R. H. BURRIS y J. F. STAUFFER (1959).-Manometric Tchniques. Ed. Burgess,
Minneapolis.

FIsHER, R. A. y F. YATES (1957).Statistical tables for Biological, Agricultural and Medical
resarch. Ed. Hafner, New York.

MENENDEZ PATTERSON, A., J. A. FLOREZ L0zANO y B. MaRIN (1978).-Metabolismo oxidativo de
distintas estructuras del sistema nervioso central, glindulas adrenales y testiculos en hamster
macho (Mesocricetus auratus) pancreatectomizados (95 %). Rev. Fac. Cienc. Univ. Oviedo, 17,
18, 19: 343.348.



Rev. Fac. Cienc. Univ. Oviedo (Ser. Biologia), 20-21 (1979-80): 135-148.

ANATOMIA DEL OJO NAUPLIAL DE Artemia sp.
(CRUSTACEA: ANOSTRACA) ADULTA

Por
ARACELI ANADON

Departamento de Zoologia y Ecologia.
Universidad de Oviedo

RESUMEN

El ojo nauplial de Artemia estid constituido por 2 grandes células pigmentarias centrales y por
células retinianas. Tiene 3 ocelos, 2 laterales (OL) y uno medio anterior (OM). Las células retinianas
se disponen en cada vcelo en una capa simple, aunque alguna puede no ser adyacente a la copa
pigmentaria; su morfologia es-thyy, irrggular y su volumen variable. Su nimero es de 8-11 en el OMy
17-29 en cadh 'OT: B ojeenanpllal es miy variable en sus caracteristicas morfologicas y en su situacién
respecto a otros drganos.

ABSTRACT

The nauplius eye of Artemia consists of 2 big central pigment cells and of retinula cells. It has 3
acelli, 2 lateral (OL) and one anterior in the middle (OM). The retinula cells of each ocellus are dis-
posed in a simple layer, though certain ones may not be adjacent to the pigment cup; their morphology is
very irregular, and variable their volume. Their number jis 8-11 at the OM and 17-29 at each OL. In its
morphological characteristics and in its situation respect other organs the nauplius eye is very
variable.

INTRODUCCION

El concepto de ojo nauplial que todavia permanece hoy fue expresado ya en
el siglo pasado por CLAUS en un trabajo (1891) recopilacion, esencialmente de
Crustidceos no Malacostriceos. La denominacién de ojo nauplial fue dada por
HANSTROM en 1928, siendo ahora generalmente aceptada. Se trata de un ojo
mediano, frontal, impar, formado por 3 6 4 ojos simples u ocelos, exclusivo de los
Crustdceos. KAESTNER (1970) prefiere hablar en un sentido mds amplio de ojos
medianos o frontales simples en los Crustidceos, semejantes a los de los otros
artrépodos, y que en la larva nauplius se rednen para formar el dnico 6rgano
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éptico de la larva, por lo que en ese caso se denomina ojo nauplial. PAuLUS (1979)
considera a cada uno de los componentes como ojo nauplial, por lo que Artemia
tendria 3 ojos naupliales. Rasmussen (1971) prefiere llamar «Mittelauge» (ojo
medio) al ojo nauplial.

La revisién en todos los Crustidceos y el estudio de la estructura de los ojos
naupliales la realizé ELOFsSSON en la década de los 60 (1963, 1965, 1966), aunque
trabajos mds recientes aportan nuevos datos sobre su presencia en grupos consi-
derados carentes de ojo nauplial, y sobre su ultraestructura. De todas formas los
trabajos realizados con ME no son muy numerosos, ya que la mayoria de las
publicaciones aparecidas estudian los ojos compuestos. Artemia es un Crusticeo
Anostraceo, orden que suele incluirse en los Branquiépodos junto con los Notos-
traceos, Concostraceos y Cladéceros. ELOFSSON, sin embargo, considera no homé-
loga la estructura del ojo nauplial y 6rganos frontales de Anostraceos y la del resto
de Branquiépodos, a los que denomina Filépodos. Estos dltimos tienen un ojo
nauplial constituido por 4 copas ocelares, 2 laterales y 2 en posicion media, y por
s6lo 2 tipos de células: pigmentarias y retinianas. Las primeras: se presentan en
Notostraceos y Concostraceos en ntimero variable y constituyendo un tejido. Por
el contrario, los Anostriceos poseen sélo 3 copas ocelares y 2 células pigmenta-
rias gigantes.

La primera referencia al ojo nauplial de Artemia salina, que es a su vez la
primera de Crusticeos, fue dada por LEYDIG en 185]1. Mis tarde Craus (1873 y
1885), Hesse (1901), SpeNciEr (1902), Zocrar (1904), Nowikorr (1905 y 1906),
Mororr (1912), HanstrOoM (1924), DeBAISIEUX (1944), DasL (1959), ELorssoN (1966),
VaissikRe (1956), BENESCH (1969), Rasmussen (1971), y Hirokr y KosHipa (1976)
realizan diversos trabajos en los que se trata sobre el ojo nauplial de Anostriceos,
algunos centrindose en el desarrollo, otros en la estructura de la larva, otros en €l
adulto, y por fin otros en su funcionalidad. Los tinicos en los que se utiliza ME de
transmisién son el de VAISSIERE (1961) que presenta una unica fotografia del
«corps interne» de Artemia hoy conocido como rabdoma, y el de RASMUSSEN,
también sobre Artemia.

Con el presente trabajo pretendemos un estudio anatémico completo de un
ojo nauplial relativamente sencillo.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ejemplares adultos de Artemia obtenidos a partir de un cultivo
de los nauplius eclosionados de huevos durables de Artemia de la casa Tetrakraf-
werk y de la casa SeRa (Heinsberg, Germany) que se mantenia sin dificultades.
El cultivo se inicié con las directrices recogidas por IVLEVA (1973). Se realizé en
un acuario con poca profundidad, de agua de mar a la que se afiadieron 15 gr/l de
NaCl (sal de cocina). La alimentacién fue inicialmente de levadura, y posterior-
mente sblo a base de cultivos de Chlorella.
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Microscopia éptica

Se utilizé tinciéon en bloque con carmin boricico (ROMEIS 1936) para proceder
a un recuento nuclear. La inclusién se hizo por el método de celoidina-parafina de
Péterfi. Otras técnicas no proporcionaron resultados satisfactorios para este estu-

dio.

Microscopia electronica

Los trozos fijados eran cabezas, a las que se seccionaron los ojos compuestos
para favorecer la penetracién. La fijacién que proporcioné mejores resultados es
la descrita por HootMAN y CoNTE (1975) con glutaraldehido y OsO,, de la que
nosotros sustituimos el tampén original por tampén fosfato; posteriormente se
tineron las cabezas con acetato de uranilo 2 % en agua. Las inclusiones con
mejores resultados fueron las realizadas en Durcupin ACM, por los métodos
habituales recogidos por SANTANDER (1968). Los bloques fueron tallados con un
Piramitome LKB y cortados con un Ultramicrotomo LKB. Los cortes se recogie-
ron en rejillas con formvar, de malla amplia, y posteriormente se contrastaron con
citrato de plomo (REYNOLDS, 1963). La observacién de las rejillas se realizé en un
microscopio Philips EM-300.

Tratamiento de los cortes

Se realizaron fotggrafias seriadas con las que se compusieron mapas de
secciones de ojo nauplial a diferentes niveles; con ellos se hicieron reconstruccio-
nes espaciales atendiendo a los perfiles de las células.

RESULTADOS

Situacién: Relaciones con el cerebro y otros érganos

En los individuos jovenes el ojo nauplial de Artemia se encuentra en el
extremo mas anterior de la cabeza, en una zona convexa. En los adultos esta
situado parcialmente en una prominencia con posicion dorsal respecto a la base
de antenas y anténulas. En los machos las antenas estdn enormemente desarro-
lladas y se unen en su base hacia el plano sagital del animal, haciendo que el ojo
esté retrasado respecto al punto mas anterior de la cabeza.

El ojo nauplial de las larvas tiene una coloracién rojiza anaranjada, mientras
que el del adulto tiene las células pigmentarias de color negro y facilmente
reconocibles a simple vista como una masa generalmente trapezoidal o cuadrada.
En una poblacién estabilizada, con individuos viejos, es relativamente frecuente
observar algunos ejemplares en los que a simple vista no se distingue el ojo, lo
que revela una degeneracion de las células pigmentarias y, presumiblemente, de
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todo el ojo. De hecho, en cortes seriados con microscopia éptica nos hemos
encontrado con animales que carecen de ojo nauplial.

El ojo nauplial es contiguo al tegumento en la parte superior de la prominen-
cia que parcialmente lo aloja (Fig. 1). Lateralmente y hacia abajo est4d inmerso en

f T g

Fig. 1.-Diagrama de secciones frontales sucesivas (a-g) de la region del ojo nauplial. Células pigmen-
tarias en puntos gruesos; érgano frontal ventral en puntos finos; zonas de neuropilo (npo.,
neuropilo del ojo nauplial) en rayado vertical y zonas ganglionares en cuadricula; érgano
receptor en cavidad: cag, célula acompafante gigante; ce. célula epidérmica; cg, ciegos
géastricos; om, ocelo medio; ol, ocelo lateral; t, tegumento.

el hemocele o en contacto con otros érganos. El érgano mdas estrechamente
adosado es el «érgano receptor en cavidad» descrito por ELOFSSON y LAke (1971)
exactamente, ya que nuestras observaciones corroboran las suyas, primeras reali-
zadas con ME. Su parte més dorsal es adyacente a las partes mds dorsales de los
ocelos laterales. La relacién espacial del ojo y otros elementos parece ser menos
constante. En posicién posterior y algo dorsal se encuentran siempre, inmersos en
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el hemocele, un par de ciegos gastricos. La incurvacién del tegumento que bordea
dorsalmente al ojo nauplial, separa parcialmente los ciegos gastricos de dicho ojo.
En zonas més ventrales existen algunos musculos aislados cercanos a los ciegos.

El cerebro se halla estrechamente relacionado con el ojo, ya que éste esta alli
inervado. Sin embargo existe variabilidad en las relaciones entre los dos 6rganos.
El ojo est4 frecuentemente en contacto directo con el cerebro, ventral y lateral-
mente, aunque en algunos ejemplares no llegan a tocarse. En casi toda su
superficie el cerebro estd limitado por capas ganglionares, en muchas ocasiones
claramente individualizadas; interiormente estd constituido por neuropilo y por
tractos de fibras. Sin embargo algiin ejemplar tiene ventralmente al ojo nauplial
un neuropilo abierto directamente al hemocele. El neuropilo correspondiente al
ojo nauplial se ha localizado siguiendo el curso de los nervios épticos en los
ejemplares examinados con microscopia electrénica. En preparaciones para mi-
croscopia Optica se aprecia en algunas secciones sagitales la presencia bajo el ojo
nauplial de una region de neuropilo de unas 40 pm de didmetro, separada o
enmarcada por algiin cuerpo neuronal. Es muy probable que sea alli donde van a
parar los nervios del ojo nauplial, si lo comparamos con los resultados obtenidos
con microscopia electréonica. El cerebro se extiende siempre por debajo del ojo
nauplial a zonas mas anteriores, siguiendo con ello la forma del tegumento. En
estas zonas, ademds del neuropilo donde se inerva el ojo, existen masas ganglio-
nares extendidas como dos brazos anteriores y laterales al ojo, con forma de
tenaza, como si fueran a rodearlo.

Existe también un 6rgano sensitivo, el érgano frontal ventral, presumible-
mente visual ya que tiene células con rabdémeros, que en ocasiones esti muy
préximo al ojo nauplial. Se sitia pegado al tegumento en la parte ventral a dicho
0jo.

Composicién del ojo nauplial

El ojo nauplial de Artemia estd compuesto exclusivamente por dos tipos
celulares: células retinianas y células pigmentarias. Cada célula pigmentaria
delimita lateralmente una copa ocelar, y entre las dos la copa media. El nimero
de células retinianas es variable de unos ejemplares a otros. La Tabla I muestra

TABLA I
Nimero de células retinianas del OL derecho (OLD), OL izquierdo (OLI) y OM

de diversos ejemplares de Artemia de sexo conocido.

? ? ? J d ?
OLD 21 22 23 20 17 29
OLI 26 24 23 22 19 25
oM 8 - 11 10 8 11
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el nimero de células observadas en distintos ejemplares. Se puede ver que en los
ocelos laterales (OL) hay 17-29 células retinianas, no coincidiendo para cada
ejemplar el n.° en ambos ocelos, mientras que en el ocelo medio (OM) hay
siempre un nimero menor: 8-11.

La morfologia global del ojo nauplial de Artemia adulta es variable, a simple
vista notable por las distintas formas que presentan las células pigmentarias.
Debido a e€llo el espacio que ocupan las células retinianas es variable, asi como
también varia la orientacién de las copas. Los ocelos pares pueden ser simple-
mente laterales o bien, si existe expansién ventral lateral de las células pigmenta-
rias, pueden ser uno o los dos dorsolaterales. En cuanto al ocelo medio su
posicién es anterior, ligeramente ventral algunas veces. Los didmetros maximos,
expresados en micras, del ojo de 6 especimenes seccionados en diferentes orien-
taciones son:

¥ ? ? A ?
Didmetro anteroposterior 85 % 70 60 85 120
Didmetro transversal - 120 110 - 90 120
Diametro dorsoventral 85 50 - 80 - -

Con frecuencia el didmetro mayor es el transversal, en posicién anterior en el ojo,
concretamente al nivel de los brazos de las células pigmentarias.

Las células pigmentarias

Constituyen el elemento que permite la separacién éptica y el alojamiento de
las células retinianas de los tres ocelos. Sin ellas seria imposible la percepcién de
la direccién de la luz. Estas células siempre forman un tabique sagital entre los
dos ocelos laterales. En otras caracteristicas la variacién es grande entre ejempla-
res. Normalmente en su parte anterior las células pigmentarias tienen expansio-
nes o brazos laterales constituyendo en conjunto una T, una Y, o una flecha, y se
adelgazan en los extremos; en su parte anterior y central se engrosan y forman un
cuenco que aloja al ocelo medio (OM). El desarrollo de estos brazos es con
frecuencia desigual. Puede existir ademds una expansién lateral ventral a lo largo
de todo el ojo, e igualmente, aunque més raro, aparecen expansiones laterales en
el extremo posterior de las células pigmentarias. Estas particularidades pueden
aparecer a un sélo lado, originando una gran asimetria del conjunto.

Las células retinianas

Se encuentran todas situadas sobre las copas pigmentarias. Con microscopia
éptica aparecen claramente los nucleos dentro de una masa general: son elipsoi-
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deos y poco alargados; sin embargo no se observa la distribucién celular. En
general los niicleos se sitian periféricamente en los ocelos. Algunos se agrupan,
indicando una distribucién no uniforme de las células.

La disposicion de las células retinianas se estudié en detalle con ME, con el
que aparecian visibles los limites celulares. Las células retinianas estdn dispues-
tas apretadamente en cada copa ocelar (Fig. 2). Forman una capa simple en
contacto con las células pigmentarias por un extremo y por el otro directamente

Fig. 2.-Perfiles celulares de secciones frontales sucesivas (A-D) de un OL y regiones adyacentes. Los
nimeros corresponden a diferentes células retinianas identificadas. npo, cag y ce, como en Fig.
1. ep, célula pigmentaria; d, dentritas de neurona bipolar; a, axones de las células retinianas.
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con el hemocele. Esta disposicién determina una polaridad de las células; las
situadas en posiciéon central en los ocelos en gran parte se alargan en la direccién
copa-hemocele. Las consideramos como «células tipo». En conjunto se disponen
radialmente respecto a la copa, adquiriendo forma troncopiramidal alargada con
su base menor en la copa. Sus niicleos se colocan en posicion periférica o media,
nunca internamente. Pero otras células no son asi, sino redondeadas y de gran
volumen, ampliamente en contacto con la copa pigmentaria, y periféricas. Por
ejemplo, en la parte posterior de los OL de uno de los ejemplares (E1) 1-3 células
ocupan dorsoventralmente todo el ocelo adyacentes a la copa. Encontramos
también en los ocelos 1 6 2 células de pequefio volumen que no se ponen en
contacto con las células pigmentarias y no tienen superficies rabdoméricas, y que
consideramos son residuales, atipicas, no diferenciadas.

También en ocasiones un ocelo posee una zona retiniana de numerosas
células de pequefo tamano e irregularmente dispuestas, de morfologia variada,

Fig. 3.1.—Perfiles celulares de secciones frontales sucesivas (A-D) de un OM. En C y D existe una
esfera de microvilli aparentemente huecos (em), de dimensiones diferentes a las del rab-
doma, y de origen incierto. a, axones retinianos.
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angulosas y con salientes notables; se sitdan en la porcién anterior de los OL.
ELorsson (1966) consideraba que existian dos tipos de células retinianas, lo que
podria explicarse por esta particularidad descrita, que parece ser aleatoria. Al
tener los ojos copas pigmentarias de formas diferentes, alli donde éstas son mas
abiertas, hay mds espacio y la disposicion celular es mds uniforme. Donde son
mds céncavas la retina es mas complicada, por la escasez de superficie, y existen
células mds variadas que se deformarf para alcanzar los polos ocelares.

En el OM de El (Fig. 3) las células se disponen inclinadas anteroposterior-

Fig. 3.2 —Reconstruccion de las células retinianas del mismo OM observadas desde un punto de vista
proximal, desde la copa pigmentaria. La esfera no esta representada. Se senalan los nicleos
y también las superficies rabdoméricas (con punteado grueso).

mente (periferia-copa) con respecto al plano sagital del animal, por lo que unas
son mucho mds ‘alargadas que otras; el conjunto es asimétrico. En él existe
también una esfera periférica (ANADON y ANADON, 1980) compuesta por microvilli
y conjuntos membranosos. En otros ejemplares la esfera estd ausente y las células
retinianas son aproximadamente paralelas al plano sagital del animal, con dispo-
sicién parecida a la de un OL, aunque el conjunto es menos extenso. La orienta-
cién de las células es perpendicular u oblicua respecto a las de los OL.

Se puede observar la morfologia de células concretas en la Fig. 4. Es
destacable la heterogeneidad de formas de las distintas células, asi como la
irregularidad de cada una de ellas. La superficie de las células retinianas puede
formar dngulos, ser céncava en algunos puntos, y a veces tiene profundas
hendiduras o prolongaciones o salientes de tipo diverso. La significacién de estos
accidentes es problemética. Aparentemente la forma es caprichosa.
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Fig. 4.—Reconstruccion de las células 2, 13, 18 y 20 de un OL, vistas desde un punto de vista lateral
(L) o medial (M). Las superficies rabdeméricas estdn en punteado, grueso si se ven directa-
mente, y fino si se ven por transparencia.

Exceptuando algiin caso ya mencionado, todas las células presentan superfi-
cies rabdoméricas. Las denominamos asi por no existir una estructura de rabdé-
meros diferenciados homogéneos y distinguibles unos de otros, por lo que recu-
rrimos a llamarlas «superficies», y «rabdoméricas» por ser portadoras de microvi-
lli. En casi todas las células se puede observar que las superficies rabdoméricas
son reducidas y ademds discontinuas. El modelo méas regular es el de la célula 12,
en la que dicha superficie se cierra ventralmente, faltando dorsalmente una
franja. La superficie forma asi un anillo alrededor de la célula. Se puede decir
que en la mayoria de las células se tiende a una estructura rabdomérica continua
constituyendo anillos en las superficies préximas a la copa pigmentaria. En las
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células periféricas las superficies rabdoméricas suelen estar sélo del lado hacia el
centro del ocelo.

DISCUSION

La presencia de 2 células pigmentarias en el ojo nauplial fue reconocida’en
Artemia y en otros Anostriceos por todos los autores que los estudiaron, excep-
tuando a VAISSIERE (1956). MOROFF (1912) es el que més precisamente se refiere a
su forma, y la muestra diferente en diversas secciones.

Los Gnicos grupos de Crustiaceos en los que se habla de la existencia de 1 6
2, sin poderlo especificar, células pigmentarias en el ojo nauplial, son Anaspida-
ceos y Eufausidceos (ELOFSSON, 1965). Otros grupos (ELOFssoN, 1963 y 1966;
Vaissigrr, 1961) tienen un nimero reducido de células pigmentarias de gran
tamano (Copépodos. Branquiuros, Ostracodos y muchos Decdpodos), o bien un
tejido pigmentario formado por nimero no definido de células (Notostriceos y
Concostriceos, ocelos laterales del Copépodo Sapphirina), o tejido conjuntivo con
granulos de pigmento (Estomatépodos y el Decipodo Pandalus). De los Cladéce-
ros, con ojo nauplial en general muy reducido, no conocemos la estructura de las
células pigmentarias. Otros grupos carecen de ojo nauplial: Cefalocaridos, Mista-
cocdridos, Filocaridos y Misiddceos. MARTIN (1976a y 1976b) encuentra en Isé-
podos ocelos muy reducidos carentes de células pigmentarias. En cuanto a
Cirripedos no hay muchos datos; en Baldnidos adultos GwWiLLIAM (1963) y F AHREN-
BACH (1965) encuentran 3 ocelos separados, el medio con 7 células fotorreceptoras
y carentes de pigmentarias, y los laterales con 3 retinianas y con pigmentarias.
Sin embargo KREBS y SCHATEN (1975) no mencionan las células pigmentarias en los
ocelos laterales.

Todos los autores que han estudiado el ojo nauplial de Anostraceos coinciden
en sefalar como 3 el nimero de copas ocelares. Sin embargo la disposicién no
parece ser igual en todos ellos. De las descripciones y dibujos de CLaus (1886),
Nowikorr (1905) y Mororr (1912), que no concuerdan exactamente, se desprende
que en el género Branchipus el ocelo medio tiene posicién ventral o posterior en
el ojo nauplial. El segundo autor llega a decir que este ocelo estd formado por 2
masas visuales diferentes y considera este ojo como de transicién entre el de los
otros Branquiépodos, de 2 ocelos medianos, y los demds Anostriaceos, con sélo 1.
Esta observacién parece ser errénea, quiza por confundir una parte de un ocelo
lateral como una de las 2 masas del OM.

ELOFSsON (1966) estudia el ojo nauplial de otro Anostriceo, Branchinecta
paludosa, y describe y dibuja el OM en posicién francamente posterior, y supone
la misma posicién para el de Artemia.

La posicién del OM de Artemia segiin lo observado por nosotros es anterior y
ligeramente ventral, lo que coincide con las observaciones de NOWIKOFF (1906).
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HANSTROM creemos se equivoca, ya que para él el ojo de Branchipus es semejante
al de Artemia, Branquiuros, Cirripedos, la mayoria de los Copépodos, Ostracodos y
las larvas de Malacostraceos, con una copa impar anterior y 2 pares posteriores,
cada una con un nervio independiente, sin hacer otras matizaciones. VAISSIERE
(1956 y 1961) habla de ocelo medio, y DaHL (1959), BENESCH (1969) y RASMUSSEN
(1971) de ocelo ventral. Sin embargo del esquema de DaHL, de una seccién frontal
en la que aparecen el tegumento, el ojo y los ciegos géstricos, se deduce que la
posicién es anterior.

El nimero de células de cada ocelo de Artemia coincide aproximadamente
con el dado por RasMusseN de alrededor de 20 en OL y 9-19 en el OM, variable
como se ve. Sélo a través de un dibujo de NowikorF (1905) era posible contar 17
células en un OL de Artemia. Considera ELOFssoN que los OL de Branchinecta
tienen de 25 a 75 células y que cada especie puede tener un margen diferente a
las demds. Respecto a la disposicién de las células retinianas sélo ELoOFssoN
expresa, para la especie anterior, la existencia de 2 grupos diferentes en los OL,
unas grandes concentradas en la parte dorsal y de forma parecida a una pera, y
otras estrechas y mas pequenias concentradas en la porcién ventral y exterior,
sobresaliendo sobre la copa y llegando lateralmente hasta la epidermis, disposi-
cién que nosotros no encontramos en Artemia. Nosotros encontramos en ella de
forma aleatoria grupos de células mds pequenas y entremezcladas. Las diferen-
cias en volumenes y extension celulares son las que confieren a cada ocelo un
cardcter peculiar.

Respecto al niimero de ocelos, los ojos naupliales de Anostriceos difieren de
los de otros Branquiépodos y se parecen a los del resto de Crusticeos. Es impor-
tante senalar que en el ojo de Anostriceos, como en otros Crusticeos (como
Notostraceos, Ostricodos, Concostriceos y Branquiuros), el nimero de células
retinianas es variable, mientras que en otros grupos es fijo. Asi ocurre en
Cladé6ceros, aunque varia en las diferentes especies; en los ojos de Cirripedos
conocidos es fijo, al igual que en Malacostraceos, en los que siempre es de 3 en
cada copa; en Copépodos el nimera inicial debié de ser (ELOFssoN, 1966) 10 en el
OM y 9 en los OL, aunque esta reducido en diferentes especies.

También en algunos grupos los ojos naupliales ven incrementados sus ele-
mentos constituyentes con células del tapete, adyacentes a la copa pigmentaria, y
con lentes o cristalinos, o bien con células conjuntivas (FAHRENBACH, 1964) en la
periferia. Esto ocurre en los Ordenes reunidos como Maxilipoda, y en los Ostra-
codos, a cuyo conjunto considera ELOFSSON como unidad filogenética. Un autor
como VAISSIERE que estudié extensamente los ojos naupliales de Copépodos
denomina al tapete «couche lamellaire» (1961) y la describe también en Artemia.
Se debe de considerar una observacién errénea, ya que hemos comprobado que
Artemia carece de capa reflectante.

La separacién de los 3 ocelos del ojo nauplial que se encuentra a veces en
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Ostracodos, Copépodos y Cirripedos no existe nunca en Anostriceos ni en el
resto de Crustaceos.
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INERVACION DEL OJO NAUPLIAL DE Artemia sp.
(CRUSTACEA: ANOSTRACA) ADULTA

Por
ARACELI ANADON

Departamento de Zoologia y Ecologia.
Universidad de Oviedo

RESUMEN

El ojo nauplial de Artemia estd inervado por 3 nervios correspondientes a los 3 ocelos. Los nervios
estdn constituidos exclusivamente por los axones de las células retinianas que se reinen dorsoven-
tralmente a lo largo de un eje sobre la superficie externa de cada ocelo. Ya constituidos, los nervios se
dirigen hacia un neuropilo situado en una zona anterior al ojo nauplial, ligeramente ventral a éste.

-SUMMARY

The nauplius eye of Artemia is innervated by 3 nerves, one for each ocellus. The nerves are
composed exclusively by the axons of the retinula cells which gather dorsoventrally along an axis over
the exterior surface of each ocellus. The 3 nerves run towards a neuropile situated in front and ventral
to the nauplius eye.

INTRODUCCION

Existe una discordancia bibliografica apreciable relativa al ojo nauplial de
diversas especies de Anostriceos. Respecto a la inervacion de las copas ocelares
existe una especial confusién. En particular BENEScH (1969) y VaAISSIERE (1961)
mencionan la inervacién en los primeros estadios larvarios de Artemia, pero del
adulto existen menciones contradictorias. Pretendemos en esta comunicacién
esclarecer la inervacion del ojo nauplial de Artemia adulta, ya que la reconstruc-
cién espacial del mismo nos ha permitido determinar claramente el origen de sus
nervios.

MATERIAL Y METODOS

Se realizaron cortes seriados ultrafinos del ojo nauplial de Artemia. Con ellos
se reconstruyd, con la ayuda de mapas de fotografias, la trayectoria y el origen de
los nervios. Los métodos de inclusién estan descritos en ANADON (1980).
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RESULTADOS

El ojo nauplial de Artemia tiene 3 nervios 6pticos. Dichos nervios estan
constituidos exclusivamente por las prolongaciones axénicas correspondientes a
las células retinianas, fibras eferentes del ojo por tanto, sin que hasta la fecha se
hayan descrito fibras aferentes a los ocelos del ojo nauplial. No existen elementos
nerviosos auxiliares.

Prolongaciones axénicas

La observacién del cono axénico de todas las células retinianas es extrema-
damente dificil. A pesar de que el lugar de partida del nervio puede identificarse
bien, no siempre es posible determinar con seguridad el origen del axon de cada
célula, pues se confunde con otras protuberancias celulares. En los ocelos latera-
les se puede observar una linea dorsoventral, periférica, en la zona anterior, a lo
largo de la cual se van reuniendo los axones de todas las células retinianas (Fig.
1). Las secciones de estos axones tienen la misma apariencia que el citoplasma

10 p
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Fig. 1.1 y 1.2.-Secciones sucesivas a-d y 1-8 de los ocelos laterales de un ojo nauplial en la zona de
reunién de los axones y de formacion de los nervios épticos. a, axones; cp, célula
pigmentaria; np, neuropilo proximo al origen de un nervio, antes de alcanzar el
neuropilo correspondiente a todo el ojo.

contiguo de las células subyacentes, siendo muchas veces dificiles de distinguir,
por parecer zonas citoplismicas envueltas en RE. En el ocelo medio la linea de
reunién también es dorsoventral, y puede tener distintas posiciones respecto al
plano sagital.

Los axones de cada ocelo pueden constituir el correspondiente nervio éptico
reuniéndose todos a un mismo nivel para dirigirse al centro éptico, o por el
contrario pueden formar 2 grupos separados iniciales que finalmente se unen (Fig.
2). Los dos tipos estdn a veces presentes en dos ocelos laterales gemelos, lo que
corrobora la asimetria general del ojo nauplial.

Los axones se originan en la superficie periférica de las células retinianas
excéntricamente, hacia el lado mis pr6ximo a la linea de reunién de los mismos, y
situados en posicion media, ventral o dorsal, segiin sea la posicién de la célula
correspondiente.

En el ocelo medio de algiin ejemplar los axones, en lugar de discurrir
contiguos unos a otros y a las células subyacentes, lo hacen separados y aislados,
aunque a lo largo de un eje exterior al ocelo, también dorsoventral. Existe por
tanto una diversidad también en esto en los ocelos, incluso los de un mismo ojo.

Los nervios épticos

Una vez reunidos, los axones sufren una modificacién en su ultraestructura y
constituyen el nervio éptico perfectamente diferenciado. Cada ocelo tiene un
nervio independiente. Si bien los ejes de reunién son dorsoventrales, los nervios
dpticos tienen un curso perpendicular a ellos, dirigiéndose a regiones anteriores al
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Fig. 2.-Reconstruccién espacial del origen de un nervio en la que se aprecia la reunién de los grupos
de axones dorsales y ventrales. Corresponde a la Fig. 1.1. La superficie rayada es correspon-
diente a una seccién del conjunto de las células retinianas. La célula pigmentaria aparece con
un sombreado. np, neuropilo.

ojo nauplial. En los distintos ejemplares el curso de los nervios difiere. En la
mayoria de ellos los de los ocelos laterales se reinen sobre las células retinianas,
préoximos a los brazos anteriores de las células pigmentarias (Fig. 3). En el caso de
que las raices formen dos haces, unos axones pertenecen a células en situacion
dorsal, y otros a células en situacién ventral, uniéndose ambos oblicuamente para
formar el nervio tnico. Dicho nervio se puede dirigir hacia adelante por fuera del
brazo de la célula pigmentaria correspondiente. Sin embargo en otros ejemplares
el inicio del nervio discurre como si estuviera incluido de forma periférica en la
célula pigmentaria. En el ocelo medio, dependiendo de la posicion del neuropilo
mds anterior o mds ventral, el nervio sigue un curso horizontal mds o menos
inclinado.

En algunos casos los nervios de los ocelos laterales penetran en un neuropilo
ya a la altura de los brazos anteriores de las células pigmentarias. El curso de los
3 nervios en todo caso se dirige hacia una zona de neuropilo situada en posicién
anterior al ojo. Las relaciones de este neuropilo y el resto del cerebro no las
hemos determinado.

La posicién del ojo nauplial con respecto al cerebro es variable. En algin
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Fig. 3.~Fotografia correspondiente a una zona de reunion de axones. Se puede ver la zona de origen
del axon (flecha) de la célula que tiene un gran grianulo denso a los electrones. a, axones; cp,
célula pigmentaria.

ejemplar el neuropilo se encuentra dorsal y lateralmente inmerso directamente en
el hemocele y a cierta distancia del ojo, pero en otros parece estar casi tocando
con él. Estd en posicién ligeramente ventral respecto al ocelo medio, pero casi
siempre alcanzando los niveles mds ventrales del mismo. Es dificil determinar si
efectivamente se trata de un neuropilo Gnico. Es posible que los 3 nervios realicen
inicialmente contactos especificos en 3 zonas de neuropilo que pueden estar mas
o menos separadas entre si. Estarian reunidas quizd en la base, pero con cierta
independencia. Frecuentemente el neuropilo se encuentra centrado respecto al
ocelo medio, pero otras estd claramente desplazado lateralmente, obligando al
nervio del ocelo lateral opuesto a describir una amplia curva hacia él por delante
del ojo.
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DISCUSION

NowIkoFF (1905) es quien hace un estudio mis detallado de las células
retinianas de un Branquiépodo, el Concostraceo Limnadia, y en €él describe perfec-
tamente el lugar de origen de los axones en el extremo distal de la célula.
VaIssiERE (1956) expone correctamente dénde «llegan» las fibras nerviosas en
Artemia, y RASMUSSEN (1971) no hace mencién del origen de los axones, y expresa
simplemente que las células visuales tienen eje éptico alargado y colocado en
varias posiciones.

ELOFSSON es quien mas amplia referencia hace a la morfologia gruesa en ojos
naupliales y considera fundamental el comienzo del axon respecto a la copa
pigmentaria, a lo que se refiere al calificar siempre a los ojos como eversos
(directos) o como inversos. En los primeros el origen del axon de las células
retinianas se produce por la parte proximal de la copa ocular, donde general-
mente existe una capa pigmentaria que es atravesada por estos axones. En los
segundos la reunién o el punto de partida de los axones se hace por el extremo
celular distal, siendo opuesto el sentido de la transmisién del impulso nervioso al
sentido de entrada de la luz. Este criterio no es aplicado a otros grupos animales.
Asi, en Aracnidos la posicién distal o proximal del rabdoma es la determinante de
considerar directo o inverso a un ojo, ya que en ellos el axon puede ori-
ginarse distal y proximalmente y ademds en posicién media Erorsson (1965,
de Copépodos el axon se originaba en posicién algo intermedia (hecho constado
por DUDLEY, 1968), aunque siguié considerando a los ojos como inversos. FAHREN-
BACH (1964) no coincide con las observaciones de ELOFSSON y describe ademds una
dendrita aferente al ocelo de Macrocyclops, 1o que en si mismo es una contradic-
cién. En ciertos Copépodos (VAISSIERE, 1961, DupLEY, 1968) los axones se internan
entre las células del tapete e incluso en las pigmentarias en lugar de tener un

" recorrido periférico como es normal en los ojos inversos. También en Copépodos
ELOFssoN (1966) y VAISSIERE (1961) encuentran que la posicién y el camino reco-
rrido por los axones eran fijos. Esto contrasta con la aleatoriedad de la disposi-
cién, y por tanto del origen de los axones de las células retinianas de Artemia, que
ademds tienen nimero variable. No obstante ELOFSSON ya habia descrito en el
Anostraceo Branchinecta células retinianas cuyos axones se van reuniendo en un
drea amplia.

La orientacién celular descrita en los resultados concuerda tanto en el
criterio del origen del axon como en la posicién del rabdoma (que son opuestos)en
ser ocelos inversos.

La inervacién del ojo nauplial fue descrita por unos autores y omitida por
otros. CLAUS (1886) y HANSTROM (1931) observan en Branchipus la formacién de 3
nervios independientes, mientras que NOWIKOFF (1905) sélo cita 2 nervios que
‘estdn unidos a los nervios del érgano frontal dorsal («érgano receptor en cavi-
dad»). Se trata por tanto de observaciones diferentes.
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CLAuUS (1886) no describe detalladamente el ojo nauplial de Artemia. En los
esquemas de NOWIKOFF (1906) se observa el nervio del ocelo impar entrando en un
neuropilo ventral al ojo, pero no describe los nervios. Ademés, en un trabajo
anterior (1905) sefialaba en Branchipus la existencia de sélo 2 nervios para inervar
el ojo nauplial, y que unos centrales que podian observarse inervaban al érgano
frontal ventral, pero nunca al ocelo medio. MOROFF (1912) no trata de la inerva-
cién. VAISSIERE (1956) dice que el ojo adulto estd unido a un ganglio impar por 3
fasciculos de fibras nerviosas, pero sin especificar mas. En una seccién sagital
del metanauplius sefiala en la parte posterior del ojo 2 zonas no muy precisas a las
que denomina fibras nerviosas, que estdn dirigidas hacia atras. Esta observacién
puede no ser errénea ya que en las larvas el ojo nauplial ocupa la posicién mas
anterior en el cuerpo, mientras que en los adultos no es asi, y los nervios se
dirigen hacia delante. ELOFssON (1966) supone el ojo de Artemia semejante al de
Branchinecta, pero con los 3 nervios mis cortos por presentar menor espacio
hemocélico. Sin embargo, ni la posiciéon del ocelo medio es posterior, ni los
nervios se dirigen hacia atrds. BENESCH (1969) estudia los estadios larvarios y no
describe los nervios, pero representa a lo que considera 3 neuropilos distintos del
ojo nauplial, que nosotros no hemos encontrado claramente constituidos.

RasMusseN (1971) observa en Artemia unas secciones transversales de un haz
nervioso entre el ocelo medio y el 6rgano frontal ventral, pero no encuentra su
origen ni describe los nervios del ojo. PAULUS (1979) citando a esta autora dice que
el 0jo es everso, condicién que no se desprende de este trabajo, sino la contraria.

Hasta el presente trabajo no se describe correctamente ni se detalla el
trayecto ni la formacién de los nervios del ojo nauplial de Artemia. La presencia
de 3 nervios independientes parece ser el medio de discernimiento de la distinta
intensidad de luz captada por cada copa que asi es comunicada al cerebro y hace
posible la orientacién fototdctica del animal. Esto contrasta con lo descrito en
algunos Copépodos, en los que todos los axones de.cada ocelo no se reinen en un
nervio Unico: a los del ocelo ventral se unen algunos de los ocelos dorsales y el
resto de los axones de cada ocelo dorsal constituye un sélo nervio (ELOFSSON,
1966) o bien se distribuyen en 2 grupos, existiendo en ese caso en conjunto 5
ramas nerviosas (DUDLEY, 1968). La funcién del ojo nauplial en el adulto, en el que
hay un par de ojos compuestos de estructura compleja, y que permiten mucha
mayor precisién, es problematica. Hirokl y KosHIDA (1976) demuestran que una
respuesta fototactica negativa de la larva, presente también en el adulto, desapa-
rece en este iltimo al quitarle los ojos compuestos. Por tanto el ojo nauplial del
adulto ha perdido facultades que tenia el ojo nauplial de la larva. Es muy probable
que el ojo nauplial del adulto sea una estructura degenerada. De hecho algunos
ejemplares carecen de él.
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EL GENERO Clausocalanus Giesbrecht, 1888 (COPEPODA,
CALANOIDA; EN EL PLANCTON COSTERO DEL
CANTABRICO ASTURIANO

Por
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Universidad de Oviedo

RESUMEN

De las trece especies de Clausocalanus conocidas actualmente, seis han sido encontradas en el
plancton costero del Cantabrico asturiano durante los anos 1974-75. Estas especies son C. mastigopho-
rus, C. lividus, C. arcuicornis, C. jobei, C. pergens y C. furcatus. Todas ellas, a excepcién de C.
Sfurcatus habian sido citadas en areas ocednicas del Golfo de Vizeaya.

La especie mis importante es C. lividus (representa el 71,22 % del total de ejemplares del género
Clausocalunus), seguida de C. arcuicornis (22,60 % del wotal de ejemplares). Las otras cuatro especies
forman tan solo el 6 % restante.

Se analizan las variaciones estacionales de las especies en este drea costera y se comparan con
las encontradas en otras dreas.

SUMMARY

Six species of the genus Clausocalanus have been found in the plankton samples from the coastal
waters of Asturias (Northern Spain) during 1974-75. These species are: C. mastigophorus, C. lividus,
C. arcuicornis, C. jobei, C. pergens and C. furcatus.

All the species but one, C. furcatus, were recorded previously in open waters from the Bay of
Biscay.

C. lividus was the most numerous of the genus Clausocalanus (71,22 % of the total numbers
found) and C. arcuicornis was the second species in quantitative importance (22,60 % of the total
numbers), while the remaining species were the 6,18 % of the total numbers of the genus in these
samples.

The seasonal cycles have been analysed and compared with those of other different areas.

INTRODUCCION

El género Clausocalanus Giesbrecht, 1888 ha sido objeto de una completa
revisiéon por parte de FROST y FLEMINGER (1968), ya que hasta ese momento existia
una gran confusién con respecto a las especies que comprendia y sus sinonimias.
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Estos autores reorganizan el género utilizando caracteres morfolégicos y meristi-
cos (usados tradicionalmente en la taxonomia de Copépodos) y caracteres sexua-
les primarios y secundarios, obteniendo como resultado la creacién de cinco
nuevas especies y una nueva ordenaciéon de las sinonimias. En la actualidad
existen trece especies descritas del género Clausocalanus para las que FROST y
FLEMINGER (op. cit.) establecen su distribucion geogrifica global.

La bibliografia existente sobre las especies de este género y su biologia es
todavia escasa. En el Mediterrineo existen algunos trabajos, en el Mar de Liguria
(CARLI y CRisAF1, 1969), Golfo de Népoles y sur del Adridtico (HURE y ScoTrTo DI
CARLO, 1970) y en el Adridtico central (REGNER, 1975). En el Atlantico Norte por
encima del paralelo 40, WiLLIAMS y WALLACE (1975) estudian la distribucion de las
especies de Clausocalanus y sus variaciones estacionales a lo largo de un afio, en
zonas fundamentalmente ocednicas.

Para dreas costeras del Atlintico europeo no conocemos ningtin estudio
sobre este género, por ello, hemos juzgado interesante el contribuir al conoci-
miento de las especies de Clausocalanus y su variacién estacional en una zona
muy costera, donde en ocasiones, el conjunto de las especies de Clausocalanus
forman una fraccién muy importante del total de los copépodos plancténicos
costeros.

MATERIAL Y METODOS

La zona de muestreo estd situada sobre la plataforma costera asturiana,
frente a Gijon, entre los 43°35’ N y los 5°36’ W,.con una profundidad media de 55
m aproximadamente.

Los muestreos han sido realizados durante los afos 1974-75, mediante arras-
tres oblicuos de 10 a 0 m, con mangas de tipo Juday-Bogorov de 250 y 475 micras
de luz de malla y 50 cm de didmetro de boca (Tabla I).

Los ejemplares para la identificaciéon y recuento de especies han sido toma-
dos de alicuotas, o del total de las muestras si las especies del género estaban
escasamente representadas en las mismas.

La abundancia de cada una de las especies se expresa en n.® de individuos
por metro cibico, normalizados utilizando el lg (inds/m3® + 1).

La identificacién de las especies de Clausocalanus se ha realizado siguiendo
las claves de FROST y FLEMINGER (1968).

Los ejemplares eran observados al microscopio inmersos en glicerina y agua
destilada al 50 %, y a continuacién se procedia a su medida con un ocular
micrométrico. Los tamafios de los ejemplares (longitud maxima y minima) vienen
expresados en la Tabla II.

Para clarificar los detalles del sistema reproductor, los ejemplares han sido
tratados en algunos casos con &cido lictico de 4 a 6 horas. Los ejemplares
disecados han sido dibujados en cdmara clara.
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TABLA I
1274 1975 Presencia del género
Mallas 250y (475 250y [475y Clausocalanus en las dife-
lMes Dia Dia A Ol 1
T 2 - - 13 " 7 rentes tec as_ € muestreo
21 . ol durante los fmos 1974-75 y
en los dos tipos de mallas
Febrero 22 + + 22 + + o "
utilizadas. (+, presencia;
Marzo 23 ¥ ¥ —, ausencia; los huecos en
Abril 2 + = blanco indican la ausencia
Mayo 30 F + 13 + + de mues[reo).
24 = -
Junio 1L - 25 + +
Julio 4 == 11 +
Agosto 22 14 +
Setiembre 23 +
Octubre 22 +
Noviembre
Diciembre 24 # +
TABLA II

Intervalos de tamafo encontrados para los adultos de Clausocalanus en e] Canta-
brico, A. Comparacién con los dados por FROST y FLEMINGER (1968) para distintas
areas geograficas, B, y WiLLIAMS y WALLACE (1975) para el Atlantico Norte, C.

(Los tamafios vienen expresados en mm)

A B
99 éd 29 dd 99 éd

C. mastigophorus| 1,28-1,55 s 1,23-1,84|1,05-1,4511,23-1,84/1,05-1,45
c. 1 1,22-1,76|1,09-1,30|1,26-1,77|1,13-1,45|1,26-2,00|1,13-1,52
routeornis 1,08-1,54|0,90-1,0241,15-1,62|0,97-1,17|1,10-1,66(0,97-1,28

Job 1,17-1,53 = 1,01-1,56|0,87-1,07|1,01-1,56]0,87-1,18
pergens 0,81-0,98(0,55-0,58|0,70-1,10|0,52-0,67|0,70~-1,18|0,52-0,72
furcatus 0,95-1,11 - 0,94-1,31|0,70-0,92 ]0,94-1,31|0,70-0,92

RESULTADOS Y DISCUSION

Se han identificado seis especies de Clausocalanus en las muestras recogi-
das: Clausocalanus mastigophorus (Claus, 1863), Clausocalanus lividus Frost y
Fleminger, 1968, Clausocalanus arcuicornis (Dana, 1849), Clausocalanus jobei
Frost y Fleminger, 1968, Clausocalanus pergens Farran, 1926 y Clausocalanus
furcatus (Brady, 1883).
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Clausocalanus mastigophorus (Limina [, 1y 2)

Es una especie muy poco frecuente y escasa en las muestras. Es la menos
abundante del género, representa al 0,52 % del total de Clausocalanus. Aparece
solamente en los meses de invierno y primavera del ano 74 (Fig. 1a). Sélo se han
recogido hembras cuyas longitudes se dan en la Tabla II.

C. mastigophorus es senalada en todas las dreas donde ha sido encontrada
como la especie mds escasa del género.

En el Golto de Vizcaya, WiLLIAMS y WALLACE (1975) la encuentran restringida
a la segunda mitad del ano, con los maximos de abundancia (a 10 m de profundi-
dad) en agosto-setiembre y noviembre, épocas que consideran como el periodo
reproductivo principal. En la zona estudiada, aunque los datos son fragmentarios,
se observa un aumento del nimero de individuos desde enero hasta la primavera,
lo que podria significar segin los citados autores, que el periodo reproductivo
principal en esta zona costera coincidiera con los meses primaverales. HURE y
Scorto pt CARLO (1970), en una estaciéon costera del sur del Adridtico encuentran
el maximo anual para la especie en los meses de invierno—pfimavera, lo que
coincide con nuestros datos. Parece por tanto, que en dreas costeras los maximos
anuales para la especie estdn adelantados respecto a las dreas ocednicas.

Clausocalanus lividus (Lamina I, 3, 4 y 5)

C. lividus es la especie méas importante de todos los Clausocalanus en esta
zona costera del Cantibrico. Aparece practicamente en todas las fechas de
muestreo y constituye el 71,22 % del total de ejemplares del género encontrados.

Los limites de tallas de los ejemplares se dan en la Tabla II.

Considerando los dos afios de muestreo en conjunto, el ciclo de la especie en
esta zona se puede resumir de la siguiente manera: la especie presenta dos
maximos anuales de abundancia, uno en los meses primaverales (mayo) y un
segundo maximo secundario en el otofio (setiembre) (Fig. 1b). No obstante,
analizando los dos afios por separado, se observan diferencias en los ciclos. El
maximo primaveral coincide en los dos afios, pero no asi el segundo periodo
reproductivo importante, ya que en el 74 (atin a falta de datos en los meses de
setiembre a diciembre) parece estar adelantado a los meses estivales (julio).

WiLLiamMs y WALLACE (1975), en el Golfo de Vizcaya durante el ano 1965
encuentran dos méaximos anuales para la especie, uno primaveral (mayo) y el
segundo estival (agosto). En el Golfo de Néapoles y sur del Adriatico, HURE y
Scortto b1 CARLO (1970) encuentran solamente un maximo anual para C. lividus en
los meses de invierno y comienzos de primavera.

C. lividus parece tener su periodo reproductive principal en estas latitudes
muy claramente restringido a los meses primaverales, no obstante en el resto de
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Lamina  1.-C. mastigophorus, hembra: 1, U con espermateca, vista lateral; 2, Pg; C. lividus, hembra:
3, vista lateral; 4, U con espermateca, lateral; 5, Pg; C. arcuicornis, hembra: 6, U con
espermateca y espermatéforo adherido; 7, Ul; 8, Py; 9, P anémalo.

(U: urosoma; Ul: segmento genital; P quinto par de patas tordcicas).
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las épocas del afno en zonas costeras, el segundo aumento importante de la
poblacién puede estar adelantado o retrasado segin los afos.

Clausocalanus arcuicornis (Lamina I, 6, 7, 8 y 9)

Es una especie bastante bien representada en las muestras, contribuyendo
en un 22,60 % al total de Clausocalanus recogidos.

Las tallas de los ejemplares de los dos sexos estdn dadas en la Tabla II.

En la figura lc, se puede observar la variacién estacional de la especie en los
dos afos muestreados. En el afio 74 presenta un maximo en los meses de marzo y
abril, desapareciendo de la zona hasta julio, donde vuelve a estar bien represen-
tada. En el 75, las mayores concentraciones corresponden a mayo y junio, con el
méaximo anual en este mes, a partir del cual disminuye para volver a aumentar
ligeramente en setiembre.

Como en el caso de la especie anterior, se puede observar un desfase de los
ciclos estacionales en estos dos afos (Fig. le).

WiLLiaMs y WALLACE (1975) encuentran en el drea del Golfo de Vizcaya
durante 1965 un ciclo estacional muy semejante al encontrado en esta zona, con
un méaximo en abril y otro en junio.

Clausocalanus jobei (Lamina II, 1, 2y 3)

Especie poco frecuente y escasa en el conjunto de Clausocalanus de las
muestras, constituyendo solamente el 2,91 % del total de ejemplares del género
encontrados.

Representada unicamente por hembras, cuyos tamafos vienen dados en la
Tabla II.

Parece ser mas frecuente y abundante en los meses correspondientes a la
segunda mitad del afio. En los muestreos del ano 74 sélo aparece en el mes de
abril y en el 75 presenta un maximo anual en julio (Fig. la),

WiLLiams y WALLACE (1975) la sefalan mas abundante de setiembre a no-
viembre; en esta zona costera el periodo reproductivo principal parece estar
adelantado respecto a las dreas oceanicas del Golfo de Vizcaya.

La escasez de la especie en la zona de estudio es llamativa, ya que de todas
las especies de Clausocalanus es considerada como la més tipicamente costera
(FrosT y FLEMINGER, 1968; HURE y ScoTTo DI CARLO, 1970; BINET y DESSIER, 1971;
REGNER, 1975), aunque en el Atlantico Norte WiLLiaMs y WaLLACE (1975) la
encuentran mds abundante en las dreas ocednicas mas alejadas del continente.

Clausocalanus pergens (Lamina II, 4,5, 6 y 7)

Es la de menor tamafio de todas las especies del género encontradas en la
zona de estudio. Los tamarios de los ejemplares vienen dados en la Tabla I1.

162



1.0k O—-~0 € ,obe, a -
imm——p. € furcatus
B—=--BD  C pergens

AA\ O——8 ¢.masugotorus

o
in

Log. (n+1)

005
+.
\.
\
T +
b
~
[Esi] 3 ‘©
;
C.lividus 60 b
.8 475
1.0f -
0.5
o1f i
0.05f

iy

[l
a8 250!
C.arcuicornis 2‘30 C
1.0~ - 475 -

o

oo 0—0—-J LJ

1 4 . . . I i S i iy
EFMAMJJ AQS O NDEFMAMIJI ASONTD
1974 1975

Fig. 1.-Variacién del nimero de ejemplares de las especies de Clausocalanus durante 1974-75 en el
Cantdbrico: a, C. mastigophorus, C. jobei, C. pergens y C. furcatus; b, C. lividus; ¢, C.
arcuicornis.

163



En una especie cuantitativamente poco importante, contribuyendo en un
2,06 % al total de ejemplares del género.

Estd restringida a los meses de invierno y primavera del 74, estando mejor
representada en el mes de abril (Fig. la). La ausencia de la especie en el ano 75
es debida probablemente a la falta de muestreos en los meses de marzo y abril.

C. pergens habia sido considerada como hiberno-primaveral para la zona de
estudio, debido a su presencia en estos meses (ALVAREZ-MARQUES, 1980), lo que
coincide con la estacionalidad de la misma en las dreas ocednicas del Golfo de
Vizcaya, donde llega a ser dominante sobre el resto de las especies del género en
los primeros meses del afno, con un maximo en abril, y disminuyendo notable-
mente en el resto del afio (WILLIAMS y WALLACE, 1975). Esta especie ya habia sido
encontrada por FARRAN (1926) muy abundante en una estacién ocednica en el
centro del Golfo de Vizcaya.

Es considerada como una especie que prefiere fundamentalmente aguas
menos costeras (HURE y ScotTo bt CARLO, 1970; REGNER, 1975) por lo que creemos
que estd tan pobremente reperesentada en esta zona del Cantébrico.

Clausocalanus furcatus (Lamina II, 8 y 9)

C. furcatus es la unica de las especies del género presentes en esta'zona a la
que WILLIAMS y WALLACE (1975) sefialan como ausente de toda la regién nororien-
tal del Atldntico. Estos autores la encuentran solamente al oeste del Atldntico
Norte entre los 43°00° N y 45°00° W,

En las muestras sélo aparecen hembras (adultas y jovenes). Los limites de
tamano para las hembras adultas vienen dados en la Tabla II.

La especie es escasa en las muestras; representa el 0,67 % del total de
Clausocalanus encontrados. Aparece en los meses de invierno y otono del ano 75,
siendo mds abundante en estos tltimos (Fig. 1a).

WiLLiaMs vy WALLACE (1975) en el Atlantico noroccidental sefialan que esta
especie estd restringida a la segunda mitad del ano.

Es considerada como una especie otofial (con las mayores concentraciones en
esta época) en todas las zonas donde ha sido estudiada (CARLI y CRisari, 1969;
Hure y Scorto b1 CARLO, 1970; REGNER, 1975; WiLLIaMS y WALLACE, 1975).

En una de las especies del género mas superficiales (CARLI y CRrisari, 1969;
Hure y Scotro p1 CARLO, 1970) y muy frecuente y abundante en dreas ocednicas
(Bowman, 1971), por lo que es bastante sorprendente que en los muestreos
superficiales del Continuous Plankton Recorder (WiLLiaMS y WALLACE, 1975) no
aparezca C. furcatus en el drea del Golfo de Vizcaya.

En el Mediterrineo, es una de las especies del género mds frecuentes y
abundantes, tanto en dreas costeras como ocednicas, llegando a ser dominante
sobre el resto de las especies de Clausocalanus en algunas zonas.
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Lamina [1.-C. jobei, hembra: 1, vista lateral; 2, Ul y espermateca, lateral; 3, Py; C. pergens, hembra:
4, vista lateral; 5, Ul y espermateca, lateral; 6 y 7, Pg; C. furcatus, hembra: 8, vista
lateral; 9, Ul y espermateca, lateral.

(U, Ul y Py igual que en la Lamina I).
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La presencia de C. furcatus en esta zona probablemente sea debida a las
particulares condiciones de la costa cantabrica, donde la fauna de copépodos esta
formada por una mezcla de especies boreales y meridionales (ALVAREZ-MARQUES,
1980).

La importancia cuantitativa del género Clausocalanus en las muestras super-
ficiales (0-10 m) de esta zona es relativamente escasa, ya que solamente repre-
senta el 0,77 % del total de copépodos encontrados en este nivel durante los afios
74-75.

Posteriormente, durante los anos 78-79 en esta misma zona, en muestras
recogidas de 0-30 m de profundidad, se ha encontrado que las especies del género
Clausocalanus representan el 16 % del total de copépodos, por lo que se puede
considerar que el género es cuantitativamente importante en esta zona costera,
estando los niveles 6ptimos de las especies entre los 20-30 m de profundidad.

Sin embargo, aunque los muestreos tan superficiales no sean muy significati-
vos para explicar las variaciones estacionales de las especies, las mdximas con-
centraciones de las mismas en estos niveles, pueden ser un reflejo de los periodos
reproductivos mds importantes (WILLIAMS y WALLACE, 1975).

En los dos afios muestreados (a pesar de la falta de datos en algunos meses)
se observa, como ya se ha destacado anteriormente, un desfase en los ciclos
anuales de las especies mds frecuentes y abundantes (C. lividus y C. arcuicornis),
hecho que hemos comprobado en otras especies de copépodos igualmente muy
frecuentes y abundantes en la zona, lo que confirma lo dicho por numerosos
autores de que el estudio de las variaciones estacionales de las especies plancté-
nicas tienen que basarse en muestreos continuos a lo largo de varios anos.

La comparaciéon de las muestras procedentes de las dos mallas (250 y 475
micras) nos lleva a considerar que la malla mis adecuada es la de 250 micras, en
la que estdn mejor representadas la mayoria de las especies del género. Esto era
esperable teniendo en cuenta los tamanos relativamente pequefios que presentan
las especies de este género en este drea costera, ya que segiin la mayoria de los
autores en estas dreas son mds abundantes los copépodos de pequefio tamaiio.
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UNA NUEVA ESPECIE DE Eubranchus (MOLLUSCA:
OPISTHOBRANCHIA) DE TENERIFE, ISLAS CANARIAS

Por
JESUS ORTEA

Departamento de Zoologia y Ecologia.
Universidad de Oviedo

RESUMEN

Descripcién de la morfologia externa, anatomia y puesta, de una nueva especie de Eubranchus
recolectada en Tenerife, Islas Canarias, seguida de una relacién de las especies Alanticas del género.

SUMMARY

Description of the morphology, internal anatomy and eggs capsule of a new specie of Eubranchus
found in Tenerife, Canary Island, followed by an account of the Atlantic species of the genera.

INTRODUCCION

Los Eubranchus son Aeolidaceos de pequefia talla, 10-15 mm, con el pie
redondeado por delante, rinéforos lisos, ceratas poco numerosos, radula triseriada
y mandibula con el borde masticador corto y denticulado. Estdn bien representa-
dos en el Atlintico, donde viven el 40 % de las especies conocidas, de las cuales
el 25 % son anfiatlanticas y el 65 % pueden ser recolectadas en las costas de
Europa.

Ninguna especie del género era conocida con anterioridad de las costas de
Africa, consecuencia probable de lo poco estudiada que estd atn la fauna de los
Opistobranquios en general.

En una campaia realizada en Tenerife durante los meses de julio y agosto de
1980, bajo el patrocinio de la Junta de Canarias y dentro de un Plan General de
Estudio del Bentos Circuncanario que realiza el Departamento de Zoologia de la
Universidad de La Laguna, capturamos cinco ejemplares de un pequefio Eubran-
chus, que ya en el momento de su captura supusimos gue era una especie nueva
para la ciencia, por existir en nuestra coleccién de estudio la totalidad de las
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especies del género que viven en el Atlintico Este. Esta nueva especie la descri-
bimos aqui.

Eubranchus arci n. sp.
Material

Punta Hidalgo, Tenerife, Islas Canarias (28°35’ N; 16°10° W), 16 de julio de
1980, dos ejemplares de 5 mm y 4,5 mm recolectados sobre Hidrarios Campanu-
laridos fijados a un Sargassum dentro de un pequeno charco de marea; puesta
presente. Misma localidad, 29 de julio de 1980, tres ejemplares de 4 mm, 2,5 mm
y 1,5 mm encontrados bajo piedra con Hidrarios a medio metro de profundidad en
bajamar.

Designado como Holotipo el ejemplar de mayor talla. Los animales fijados en
alcohol, junto con las puestas depositadas sobre un trozo de Sargassum, se
volvieron totalmente pardos. Los conservados en formol, sin algas, se hicieron
totalmente blancos.

Morfologia externa (Fig. 1)

El animal de mayor tamafio midié en extensiéon 5 mm, sus rinéforos 1,5 mm y
el mayor de los cerata 1 mm.

Color del cuerpo blanquecino, con pequefias manchas pardo-verdosas en el
dorso, bastante espaciadas. En la zona media de los flancos, justo entre cada dos
grupos de ceratas, hay dos manchas verde oscuro cuya disposicién tiende a
formar un arco, lo que a veces sucede al unirse por su extremo superior (Fig. 1,
B). En la parte mds baja de los flancos, justo debajo de las grandes manchas
oscuras, hay abundantes manchitas, algo mds claras que las del dorso y de
tamafio similar, manchitas que abundan también en los bordes del pie. En el
dorso, entre el area cardiaca y los rin6foros, hay una gran mancha, también de
color verde oscuro, que en uno de los ejemplares estaba partida en dos; a ese
mismo nivel, pero en los flancos, presentan igualmente una gran mancha oscura
que puede llegar a superar la vertical de los ojos.

La cabeza tiene también manchitas pardo-verdosas, cuyo niimero y dimen-
siones varian en los distintos ejemplares. Los palpos presentan un anillo verdoso
cerce del extremo y manchitas puntiformes de color blanco opaco; esas manchitas
blancas, poco numerosas y espaciadas, se encuentran también en la cabeza, area
cardiaca, zonas decoloradas de los rinéforos y parte alta de los ceratas.

Rinéforos lisos, pigmentados de pardo-verdoso muy oscuro a excepcién de
dos zonas decoloradas: el apice, y un anillo a la altura del tercio superior; este
anillo divide al rinéforo en dos zonas cromiticas de proporciones desiguales,
duplicando la inferior en longitud a la superior. La pigmentacién rinoférica se
repitié en todos los animales recogidos.
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Fig. 1.-A = vista dorsal de un animal vivo. B = vista lateral anterior. C = aspecto externo de un
cerata. D = aspecto interno del cnidosaco y de la glandula digestiva en una cerata.
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Los cerata se disponen en series perpendicualres al eje mayor del cuerpo y
presentan la caracteristica de que la segunda hilera de los ejemplares mayores
(4-5 mm) tienen siempre menor nimero de ceratas que las series anterior y
posterior a ella, realizdindose la insercién en el cuerpo de su primer cerata en una
posiciéon mucho més lateral que en las otras dos series, aproximadamente a la
altura a la que en ellas tiene lugar la insercién del segundo.

La distribucién de los cerata de los distintos ejemplares medidos en exten-
sién, es la siguiente:

Animal de 5 mm: lado derecho 4,2,3,1,1
Animal de 4,5 mm: lado derecho 3,2,3,1,1
Animal de 4 mm: lado derecho 3,2,3,2,1
Animal de 2,5 mm: lado derecho 3,2,2,1
Animal de 1,5 mm: lado derecho 2,1,2,1

Los cerata son del tipo de los de E. cingulatus, con un ensanchamiento cerca
del dpice y otro cerca de la base (Fig. 1, C, D). El higado en su interior es de color
crema rosado o blanquecino y el cnidosaco bien visible (Fig. 1, D). La superficie
del cerata presenta pequefias manchitas pardo verdosas, que por lo general se
distribuyen formando bandas en la zona de los ensanchamientos, entre las que
hay alguna manchita dispersa (Fig. 1, C).

La papila anal estd pigmentada de blanco y se encuentra entre los grupos de
ceratas segundo y tercero del lado derecho, en una posicién mas dorsal que la
zona de insercién del primer cerata del segundo grupo.

Cola mas larga que los Gltimos cerata abatidos y con una mayor densidad de
manchitas que el resto del dorso. Pie blanco, semitransparente. Visceras crema-
rosado claro, visibles por transparencia.

Rama hepéatica derecha comprendiendo los 2 primeros grupos de cerata del
lado derecho.

Orificios genitales bajo el primer grupo de ceratas del lado derecho.

Anatomia

Hemos disecado el paratipo de mayor talla, 4,5 mm en extensién. La radula
(Fig. 2, G) estd formada por 73 hileras de tres dientes; el diente medio mide
alrededor de 25 micras de alto y estd provisto de una ciispide central con
indentaciones laterales.

Las mandibulas (Fig. 2, F) tienen el borde masticador rugoso, con indenta-
ciones irregulares y la extremidad algo saliente.

No hemos observado estilete peneal.

Biologia

E. arci vive sobre hidrozoos Campanularidos de los que se alimenta y en
cuyas proximidades desova. La puerta (Fig. 2, E) es una copa abierta de 1 mm de
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Fig. 2.-E = detalle de la puesta. F = mandibula. G = aspecto del diente radular medio y de uno de
los laterales.
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didmetro en cuyo interior hay unos 65 huevos de 165 m de didmetro medio
(extremos de 140 y 190 m).

Derivatio nominis

La especie la denominamos E. arci del latin arcus-i = puente, ya que la
tendencia de las grandes manchas laterales es la de tomar esa forma.

Depssito

El holotipo esta depositado en las colecciones del Museo Nacional de Historia
Natural de Paris, junto con una diapositiva del animal vivo. El resto de la serie
paratipica estd depositada en los Departamentos de Zoologia de las Universidades
de La Laguna y Oviedo.

DISCUSION

El conjunto de los caracteres morfolégicos y anatémicos observados en E.
arci, le diferencia de todas las especies atlinticas del género. La forma de los
ceratas y la coloracién del cuerpo recuerdan a E. cingulatus, pero difiere clara-
mente de él por la pigmentacién de los rinéforos, la insercion del 2.° grupo de
ceratas, y por detalles anatémicos como la ausencia de estilete peneal en E. arci y
el nimero de hileras de dientes radulares que en E. cingulatus es de 50 para un
animal de 11 mm, mientras que en E. arci hemos contabilizado 73 para un animal
de 4,5 mm, nimero que supera ul de cualquier otra especie europea en un animal
de ese tamano. También E. doriae tiene una coloracién similar, pero los cerata no

se insertan en hileras.
La puesta es también de forma similar en ambas especies, pero el tamafio de

los huevos es de 90 micras en E. cingulatus para una puesta de Plymouth
(Inglaterra) (KREss, 1972) frente a las 165 m de E. arci de Tenerife.

Con esta captura son ya 26 las especies del género Eubranchus que se
conocen en todo €l mundo, de las cuales las 10 siguientes viven en el Océano
Atlantico.

-E. rupium (Méller, 1842) de Groenlandia y Noruega (MOLLER, 1842; BERGH,
1868; LEMCHE, 1935).

~E. tricolor Forbes, 1838 de Groenlandia (LEMCHE, 1941) hasta Galicia (Norte
de Espana) (observacién personal) en el Atlantico Este. Del Artico a Boston en el
QOeste (ABBOTT, 1974).

—E. pallidus (Alder & Hancock, 1842) de Escandinavia (FRIELE & HANSEN,
1876) al Mediterraneo (TRINCHESE, 1879; BERGH, 1882; VAYSSIERE, 1913) y Canal de
Suez (O’DoNOGHUE, 1929) en el Atlantico Este. Desde el Artico a Massachussetts
en el Oeste (ABBOTT, 1968), Maine (RiveEs y HARRIS, 1976).

-E. vittatus (Alder & Hancock, 1842) de las Islas Britanicas (ALDER & HAN-
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COCK, 1842; FarrAN, 1901). Es una especie que hemos recolectado también en el
Norte de Espaiia (observacién personal) y de la que existen citas que necesitan
confirmacién en Cataluna (BALLESTEROS, 1980) y Canal de Suez (O’DONOGHUE,
1929).

—E. farrani (Alder & Hancock, 1844) de Escandinavia (FRIELE & HANSEN,
1876; ODHNER,- 1907) al Mediterraneo (QUATREFAGES, 1844; TRINCHESE, 1879; V Ays.
SIERE, 1903, 1913; PruvoTr-FoL, 1954; SCHMECKEL, 1968; BALLESTEROS, 1980) y
Canal de Suez (O’DoONOGHUE, 1929).

-E. cingulatus (Alder & Hancock, 1847) de Escandinavia (ODHNER, 1907) al
Norte de Espana (ORTEA, 1978). ”

-E. exiguus (Alder & Hancock, 1848) de Groenlandia (BERGH, 1882) al Mediterra-
neo (VAYSSIERE, 1913; BALLESTEROS, 1‘980). En el Atlantico Oeste es conocido
desde el Artico a Massachussetts (ABBOTT, 1974).

—E. doriae (Trinchese, 1874) de las costas atlanticas de Francia (TArRDY, 1962
como Capellinia exigua) y del Mediterrdaneo (VAYSSIERE, 1888, 1913; TRINCHESE,
1874, 1879).

~E. coniclus (Marcus, 1958) de Florida y Barbados a Brasil (Marcus, 1958;
Marcus & HucHEs, 1974).

—E. arci n. sp. de Tenerife, es la primera especie de Eubranchus que se
captura en el Atlantico Este por debajo de los 30° Norte. Para mas detalles acerca
de la morfologia, anatomia y distribucién geografica de las especies europeas de
Eubranchus ver EpMUNDS y KRESS (1969).
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LARVAS Y POSTLARVAS DE SARDINA Y ANCHOA DEL MAR
CANTABRICO

Por
M.2 LUISA VILLEGAS
Departamento de Zoologia y Ecologia.
Universidad de Oviedo

RESUMEN

Se estudia la abundancia de las larvas y postlarvas de sardina y anchoa en la costa Cantéabrica
durante tres afios. Asi mismo se aportan caracteres meristicos de los ejemplares recogidos.

SUMMARY

The abundance of Pilchard and Anchovy was investigated in the coast of the northern Spain for a
period of three years. The meristic caracters are also given.

Muchos son los autores que han estudiado algunos aspectos de la biologia de
la sardina y anchoa en diferentes dreas del Atlantico y del Mediterraneo, si bien
las referencias sobre la época de freza y caracteristicas de la misma en el Mar
Cantidbrico son escasas, siendo ALVARINO (1957), ARBAULT y BouTIN-LACROIX
(1968-69), DicENTA y CENDRERO (1977), Suau y VIVES (1979) y VILLEGAS (1979) los
autores que han hecho alguna referencia sobre la presencia o abundancia de
estas postlarvas en el mismo.

MATERIAL Y METODOS
El material utilizado proviene de dos fuentes:

—Material I.-Recogido en la zona costera de Gijon (Asturias) durante los anos
1973-75 en varias estaciones cercanas a la costa (Fig. 1). Se utilizaron mangas
bicénicas de 475 y 250 micras de luz de malla.

~Material I1.-Recogido durante la campaifa Itxaso II realizada por el Insti-
tuto Espanol de Oceanografia en junio-77 en aguas del Mar Cantdbrico, y de las
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Fig. 2.~Estaciones del material II.

que nos fueron amablemente cedidas 14 muestras para su estudio, correspondien-
tes a 14 estaciones de las 54 visitadas (Fig. 2). Se utilizé en este caso una manga
Bongo de 20 ¢m de didmetro y 500 micras de luz de malla. La profundidad a la

que descendia la red fue de 18-50 m y la profundidad del fondo era de 33-731
metros.

RESULTADOS Y DISCUSION
Sardina pilchardus (Walbaum, 1792)

En el material I hemos encontrado ejemplares desde enero a diciembre y en
el material II en todas las estaciones muestreadas.
El Cuadro I nos muestra el niimero de larvas recogidas en los distintos meses
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CUADRO I

Abundancia de larvas y postlarvas de S. pilchardus

EST  FECHA MALLA PROF. N°EJ. N°EJ.100m> % MUESTRAL  TALLA (mm)
B 27-3-73 250 5-10 9 20 18,35 4-7

A 27-3-73 % " i 2 25,50 5

A 22-6-73 - " i 2 1,29 L

A 22-6-73 b * 1 2 3,64 8

ot 4-1-74 y p 1 2 100,00 5

c 4-1-74 475 g 61 61 98,38 4,50-13,75
E 22-2-74 475 " 1 1 10,00 4

1 23-3-74 250 " 5 11 57,89 5-8,7

1 23-3-74 475 " 7 7 25 .00 3,50-5
F 2-4-74 250 " 9 24 17,02 5-11

F 2-4-74 475 " 88 117 51,67 4-11

J 11-6-74 475 m 3 3 6,98 4,50-5
1 4-7-74 250 " 21 55 45,45 6-12

I 4-7-74 475 " 10 13 16,05 5-12,5
F 13-1-75 250 " 1 1 100,00 8

F 13-1-75 475 i 4 4 100,00 5-7

J 22=2=75 475 " 1 1 20,00 5

44 12-3-75 333 60 4 5 5,79 4-7

¥ 12-3-75 505 60 5 7 9,09 4-6

G 13-5-75 250 5-10 1 2 1,32 12

G 13-5-75 475 v 14 14 7,82 T=17

I 24-5-75 250 " 4 8 18,18 4-15

1 24-5-75 475 " 16 16 80,00 4-16

I 25-6-75 250 8 3 3 62,86 6

I 25-6-75 475 " 22 37 24,83 3-11

I 11-7-75 475 " 9 15 4,67 3-7

I 14-8-75 475 " 1 1 11,11 4

1 22-10-75 475 " 20 27 90,00 3-10

I 24-12-75 475 " 1 1 100,00 7

23 7-6-77 505 47 26 61 20,30 4-16

25 7-6-77 " 50 6 16 6,78 5,50-10
37 8-6-77 " 38 76 101 32,17 3,20-17
38 8-6-77 » 18 35 86 33,33 4,50-28
40 8-6-77 ™ 37 15 23 25,00 5-17

42 8-6~77 " 42 11 21 23,08 4-8

43 8-6-77 n 47 15 26 30,59 6-20

44 9-6-77 " 34 13 25 24,51 Ecl.-8
46 9-6-77 " 34 g 75 54,35 4-11

47 9-6-77 4 34 39 49 47,57 4-20

48 9-6-77 " 47 20 28 44,44 5-22

51 9-6-77 o 47 16 16 43,90 4,50-12
53 8-6-77 " 40 9 16 26,67 6-20

54 9-6-77 " 27 % 25 60,98 3,50-7
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y estaciones, nimero de las mismas referidas a 100 m® de agua filtrada, porcenta-
jes en cada muestra asi como las tallas de los ejemplares. ;

Las larvas recién eclosionadas de 2,50 mm tienen atin la boca sin abrir y los
ojos carecen de pigmentacion. El saco vitelino estd segmentado y la gota de grasa
estd situada en la parte posterior del vitelo. El tubo digestivo acaba en la aleta
primordial, cerca del pedinculo caudal, formando en su parte final un dngulo
recto. Dorsalmente se ven una serie de pequefios melan6foros que van desde la
cabeza a la cola y que mas tarde desaparecen y, ventralmente, un melanéforo
caudal que se mantiene en estados sucesivos. EHRENBAUM (1905-09) da como talla
de eclosiéon 3,5 mm y de reabsorcién del vitelo de 3-4 mm, lo que en parte es una
contradiccion.

En los ejemplares de 4 mm ya no se observa el saco vitelino mien-
tras otros autores sitdian la reabsorcién del mismo en los 5 mm, y el ojo
ya esta pigmentado (Fig. 3a). El ejemplar tiene el aspecto tipico de los
clupeiformes, alargado y comprimido, la boca es ligeramente puntiaguda. Pre-
senta s6lo el esbozo de las aletas escapulares; la pigmentacion sobre la cavidad
abdominal consiste en 5-6 cromatéforos ventrales y de 12-14 situados lateral-
mente. En la zona caudal ventral se puede ver un melanéforo en la parte central y
otro en el final de la cola.

Los ejemplares de 7 mm no presentan variacién en cuanto a la pigmentacion,
tan sélo se aprecia un esbozo de la aleta dorsal, apareciendo el eshozo de la aleta
anal en tallas ligeramente superiores (Fig. 3b).

Entre los 11-12 mm se comienza a observar la elevacion del urostilo, siendo

c

Fig. 3.-Sardina pilchardus. a) 5,5 mm; b) 8,25 mm; ¢) 16 mm.
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las aletas dorsal y anal mucho més patentes, y en la aleta caudal comienzan a
distinguirse los radios (Fig. 3c¢).
Los caracteres meristicos de algunas de las postlarvas son:

LT = 18,50 17,75 15,50 8,50 4,60
L.S. = 17,25 16,45 14,50 8,20 -

L. prA = 14,45 14,00 12,50 7,00 3,75
L. prO = 0,70 0,62 0,52 0,17 0,10
D.O. = 0,56 0,57 0,52 0,25 0,17
L.C. = 2,50 2,65 2,00 1,07 0,71
AC. = 1,03 1,03 0,95 0,65 0,51
LprA/LT = 0,78 0,79 0,81 0,82 0,82
LCLT = 0,14 0,15 0,13 0,13 0,15
AC/LT = 0,06 0,06 0,06 0,08 0,11
DO/AC = 0,54 0,55 0,55 0,38 0,33

La longitud preanal representa un 82 %, en las mas pequefas, y un 78 %, en
la mas grande, de la longitud total; parece haber, pues, un mayor aumento de la
zona caudal que de la precaudal segin crece. La longitud de la cabeza representa
del 13-15 % de la longitud total y su altura del 11 %, en la mas pequefia, al 6 %
en las mayores, habiendo pues una disminucién neta de esta proporcién con el
aumento de la talla. Por otro lado el didmetro del ojo con respecto a la altura de la
cabeza es el 33 % en las de tallas més pequefias y aumenta esta razén al 54 % en
las mas grandes, debido a una menor velocidad de crecimiento de la altura de la
cabeza.

Si comparamos nuestras medidas con las que LozaNO (1947) da para los
adultos encontramos:

1) La altura maxima, situada en adultos a nivel de la dorsal, esta contenida
unas 4,5 veces en la longitud precaudal y en las postlarvas menores de 8 mm, loca-
lizada en la cabeza, estd contenida unas 9 veces en la longitud precaudal; en las
mayores de 8 mm, en las que la altura de la cabeza se va igualando a la del
tronco, lo estd entre 11-13 veces en la longitud precaudal.

2) La longitud de la cabeza, que en adultos esta contenida unas 4 veces en
la longitud total, en las postlarvas lo estd unas 7 veces.

3) El didmetro del ojo, que en adultos esta contenido de 3,54 veces en la
longitud de la cabeza, en las postlarvas lo estd unas 4,5 veces en la misma.

4) La longitud preocular de las postlarvas, lo mismo que en los adultos, es
algo menor que el didmetro ocular.

La Figura 4 nos muestra el niimero de ejemplares de S. pilchardus referidos
a 100 m? recogidos con malla de 475 micras en los distintos meses. En enero de
1974 aparecieron 61 ejemplares, en febrero ninguno; abril muestra un mé-
ximo, suponemos que por coincidir con el momento maximo de freza, dismi-
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Fig. 4.~Abundancia de S. pilchardus recogidos con malla de 475 micras en los afios 1974-75.

nuyendo en mayo y en junio aumenta ligeramente. En 1975 el mes de médxima
presencia es julio, con presencia similar en octubre; en este afio no obtuvimos
muestras de marzo y abril, que suponemos que como en 1974 serian los meses de
maxima freza: Asi pues la sardina freza durante casi todo el afio, siendo nula o
casi nula en el mes de febrero y septiembre y maxima en abril.

La Figura 5 nos muestra la variacién de S. pilchardus en las distintas
estaciones de junio del 77; la maxima presencia de esta especie se sitda en las
estaciones 37, 38, 46, no pareciendo existir una correlacién entre zonas ni profun-
didades en las que las muestras han sido tomadas, si bien se observa una mayor
abundancia hacia el Este de la zona mencionada.

Hemos observado que la talla de eclosiéon en nuestros ejemplares es algo
inferior a la descrita por otros autores, de 2,5 mm en las nuestras a 3,5 mm en las
de EHRENBAUM (1905-09), RAFFAELE (1888), CUNNIGHAM (1889) y otros. La reabsor-
cién del vitelo también ocurre en tamafios mis pequenos, 4 mm, frente a los
dados por otros autores, si bien RUSELL (1976) afirma que es ésta la talla a la que
ocurre la reabsorcion del vitelo.

La freza se extiende practicamente a lo largo de todo el ano, comenzando en
invierno en nuestras latitudes y alcanzando su maximo en primavera. En febrero,
agosto y septiembre las recogidas son practicamente nulas. La ausencia de
postlarvas en agosto se explica por la elevada temperatura, 18-20°C. La ausencia
de ejemplares en febrero, en que la temperatura es 6ptima, 13°, y habiendo una
cierta abundancia de los mismos en el mes anterior, sélo puede ser explicada
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Fig. 5.-Abundancia de S. pilchardus en las estaciones del material II (junio-77).

porque en el inicio de la freza ésta es esporadica y homogénea, frente a la freza
abundante pero en dreas mas reducidas de la primavera, KARLOVAC (1974), GAMU-
LIN (1960), DEMIR y SOUTHWARD (1974), Fack (1920) y FurRNESTIN y FURNESTIN (1970).
Segiin ARBAULT y BouTin (1968) la freza en el sur del Golfo de Vizcaya comienza
en invierno donde la temperatura es mas elevada prolongindose hacia el norte
y alcanza su mdximo en primavera; la reparticién en otofio es similar a la de
febrero, estando en general las larvas mas dispersas que los huevos, siendo
menor la posibilidad de captura de las mismas, si bien la freza de otofio es mds
rica que la de febrero, lo que coincide en parte con nuestras observaciones.

Engraulis enerasicolus (Linnaeus, 1758)

En el material I hemos encontrado una postlarva en el mes de abril-74,
mientras que en el material Il lo ha sido en ocho estaciones.
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Est. Fecha Malla Prof. N.?2 ej. N.% gj. 100 % muiestra Talla

F 2-4-74 475 5-10 1 1 0,44 s D
23 7-6-77 505 47 3 i 2,32 5-15
25 7-6-77 » 50 12 32 13,56 4-14
37 8-6-77 » 38 9 12 3,82 3-8,5
38 8-6-77 » 18 10 24 9,30 4-28
40 8-6-77 » 37 2 3 3,26 3.5-4,5
44 8-6-71 » 34 2 4 3,92 5-8
48 8-6-77 » 47 1 1 1,59 8
51 8-6-717 » 47 1 2 2,44 5

Los ejemplares de 3,00 mm ya presentan el vitelo practicamente reabsorbido
y la boca es funcional. El aspecto es alargado, como el de S. pilchardus pero mas
rechoncho que ésta, El ano estd més alejado de la cola que en la especie anterior,
con la que de todos modos, en tallas pequeiias, se puede confundir. La pigmenta-
cién es escasa y similar a la especie precedente: posee en la cola un melanéforo
ventral y a veces uno dorsal, no mencionado por los otros autores, aunque si
dibujado, y alguno sobre la cavidad abdominal.

A los 5,5 mm aparece el esbozo de la aleta dorsal que acaba a la altura del
ano, mientras que enS. pilchardus acaba antes. La pigmentaciéon ha aumentado y
se compone ya de varios melanéfonos en fila. Ventralmente en la cabeza hay
varios melanéforos en la zona de la garganta.

A los 10 mm ya ha aparecido la aleta anal y las pelvianas no aparecen hasta
los 15 mm (Fig. 6, a, b, ¢, d).

Los caracteres meristicos de algunos de los ejemplares son:

L.T. 3,60 3,90 9,00 14,25 18,25
L.S. i o 8,20 13,50 16,75
L.prA. 2,60 3,00 7,40 10,37 14,25
L.prO 0,08 ) 1 0,51 0,55
D.O. 0,20 o o 0,45 0,58
L.C. 0,67 0,65 1,27 1,75 2,00
A.C. 0,38 0,36 0,69 0,89 1,21
LprA/LT 0,72 0,77 0,82 0,80 0,78
LC/LT 0,19 0,17 0,14 0,12 0,11
AC/LT 0,11 0,09 0,08 0,06 0,07
DOJAC 0,53 B “ 0,51 0,48

La longitud preanal representa del 72 al 82 % de la longitud total; la longitud
de la cabeza varia del 19 %, en los mas pequefios, al 11 % en los mds grandes,
disminuyendo por tanto esta proporcién con €l aumento de la talla. La altura de la
cabeza es del 0,11-0,07 % de la altura de la cabeza disminuyendo también esta
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Fig. 6.~Engraulis encrasicolus. a) 4,75 mm; b) 7,5 mm; ¢) 9 mm; d) 13 mm.

proporcién con la talla. El didmetro ocular varia del 53-48 % de la altura de la
cabeza, disminuyendo esta proporcién con la talla.

Si comparamos nuestras medidas con las que Lozano (1947) da para los
adultos encontramos:

1) La altura mdxima del cuerpo es unas 6 a 6,5 veces la longitud precaudal,
mientras que en las postlarvas, cuya altura maxima estd en la cabeza, lo es unas 8
veces en las menores de 4 mm, 11 en la de 9 mm y unas 14 en las mayores de 14
mm; se ve pues que la altura de la cabeza pierde importancia con el aumento de
la talla. A partir de la talla de 14 mm la altura de la cabeza es similar a la del
tronco a nivel de la aleta dorsal.

2) La longitud de la cabeza, que en adultos estd contenida algo mas y algo
menos de 4 veces en la longitud precaudal, en las postlarvas menores de 4 mm lo
estd unas 6 veces y de 7,5-8 en las de tamafios superiores a 8 mm.

3) El didmetro ocular en adultos es igual o algo mayor que la longitud
preocular, mientras que en las postlarvas menores de 4 mm es el doble y solo un
poco mayor en las mayores de 14 mm.

4) El didmetro del ojo, en adultos esta contenido unas cuatro veces en la
longitud cefalica, mientras que en las de 4 mm lo esta sélo tres veces y cuatro en
las mayores de 14 mm.

La Figura 7 nos muestra la variaciéon de E. encrasicolus en las distintas
estaciones, referidos a 100 m®. Esta especie, no muy abundante, aparece en 8
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Fig. 7.-Abundancia de E. encrasicolus en junio-77.

estaciones, mostrando un cierto aumento en las estaciones situadas entre los 4.° y
6.° de longitud Oeste.

CONCLUSIONES

La sardina freza -en nuestras costas a lo largo de todo el ano, con méximo en
primavera; en invierno, si la temperatura es adecuada, se observa otro pequeno
méaximo, siendo nulas en agosto y septiembre. El intervalo de temperatura del
agua a 10 m es de 10,9°C-18°C con una temperatura éptima de 13-17°C.

Comparando las postlarvas recogidas por nosotros en el material [ con las de
otros autores resultan de menor tamaino, probablemente debido a la migracién de
las larvas de mayor tamafio a aguas mas profundas, lo que queda avalado por
comparacion entre las longitudes de los ejemplares recogidos en el material [ y I,
siendo de mayor tamano los recogidos en el material II, que lo fue a mayor
profundidad.

La anchoa necesita para la freza una temperatura mas elevada que la sar-
dina, como han apuntado diversos autores. La escasez de recogidas coincide con
las observaciones de DiCENTA y CENDRERO (1977) que consideran que esta especie
es escasa en el Cantdbrico oriental en este estadio.

Si bien Suau y VIVES (1979) encontraron postlarvas a lo largo de la primavera
y el verano, nosotros sélo las obtuvimos en junio, observando que la mayor
abundancia se encuentra en las estaciones situadas al Este del Cabo Peiias.
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Por otro lado, en ambas especies se ha observado que las tallas de reabsor-
ci6n del vitelo son menores que las dadas por otros autores.
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COMPARACION DEL REGIMEN ALIMENTICIO DE Strix aluco
Y Tyto alba EN LA COSTA ORIENTAL ASTURIANA

Por
CARLOS NORES

Departamento de Zoologia y Ecologia.
Universidad de Oviedo

RESUMEN

Se ha estudiado la dieta de S. aluco en una zona de campifia donde esta especie parece sustituir a
T. alba, no sélo en el territorio de caza, sino también en los posaderos y nidos, asociados a las
habitaciones humanas. Se ha comparado la muestra de egagrépilas recogidas con otros tres lotes
pertenecientes a lechuzas de otras tantas localidades préoximas, comprobandose el alto grado de
competencia que supone la convivencia de ambas especies y la mayor diversificacién de la dieta del
carabo.

Las relaciones de cardcter tréfico de ambas especies, al igual que los valores absolutos de los
espectros alimenticios, incluyen a ambas especies en las comunidades de estrigiformes centroeuro-
peas, diferenciindose notablemente de la comunidad mediterranea.

Por dltimo se comprobé que la variacion local de la dieta de lechuza puede llegar a ser superior
que la diferencia observable entre ambas especies en territorios de caza equivalentes.

SUMMARY

The diet of S. aluco in an open field, where this species seems subtitute to 7. alba, was studied.
We have compared the pellets sample collected with tree other ones of barn owl in three near
localities, veryfying the high degree of competence that involves both species living together, as well
as the higher diversification in the Tawny owl diet.

Tha trophic relationships between these species and the absolute values of their food make these
species belong to the european owl community, and diffrenciate them of the mediterranean one.

Lastly, the variation of the diet of the barn owl at different localities is greater than the difference
between the diet of two mentioned species which would hunt at the same hunting field.

INTRODUCCION

El 28 de abril de 1980 fue localizada una pareja de carabos criando en una
nave industrial (un lavadero de mineral cerca de la desembocadura del rio
Espasa), a poca distancia de la localidad de La Isla (Colunga), donde se recogié
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un lote de egagropilas. En el mes de septiembre se llevé a cabo una nueva
recogida de material menos reciente, ya que, segiin nos informaron, las aves
habian abandonado el lugar poco tiempo después de nuestra primera visita, al
ponerse de nuevo en funcionamiento la citada planta industrial.

El paisaje circundante es el tipico de la llanura costera asturiana; una franja
de anchura variable y de escaso relieve, sobre la que se asienta un complejo
sistema de cultivos, prados, setos de linde y pequefios bosquetes, en su mayor
parte de Eucalipto; lo que constituye una unidad paisajistica que en la terminolo-
gia francesa recibe el nombre de bocage atlantico.

Tras buscar en los alrededores algin posadero que nos suministrara egagré-
pilas de lechuza, las unicas estrigiformes de tamafio medio cuya presencia pudo
ser constatada con seguridad en tres lugares proximos (La Isla, Cocefia y La
Poledura) fueron de nuevo cdrabos, asociados a las habitaciones humanas y en un
paisaje de caza caracteristico de la lechuza comin en Asturias.

A fin de comparar los resultados de los andlisis de las egagrépilas recogidas
(Tabla I), con los de Tyto alba, tuvimos que recurrir a tres lotes obtenidos en
Villaviciosa (17 Km al Oeste), Ribadesella (13 Km al Este) e Infiesto (18 Km al
Sur); lo que nos permiti6 comparar, con un margen de seguridad mayor, la
posible especializacion tréfica de cada especie, aceptando a priori la influencia
del territorio de caza y la disponibilidad de las presas en la dieta de estas
estrigiformes, fenémeno ya constatado en diversas ocasiones (GLUE, 1967; SAINT
GIRONS y MARTIN, 1973; FAST y AMBROISE, 1976; LovaRi et al. 1976).

METODOS

Para el estudio comparativo de los regimenes alimenticios hemos calculado la
amplitud de la componente tréfica del nicho en cada una de las muestras me-
diante la férmula W = eH, donde H es la funcién de Shanon-Weaver (en BLONDEL
y BOURLIERE, 1979).

También hemos calculado el solapamiento del nicho tréfico entre las mues-
tras obtenidas, no agrupadas por especies, sino considerando cada una como
independiente de las demds, mediante las siguientes ecuaciones de coeficientes
de competencia:

n
;pij'pik

{1} o = gl
ryiyr £ 2 ¢ 2
ILEPEN I
n 1 T
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El indice [1] (MACARTHUR y LEVINS, 1967) nos da una medida simétrica del
solapamiento del nicho entre especies, mientras que el [2] (en LEvINS, 1968)
expresa el solapamiento de forma asimétrica, indicando la importancia relativa
que tiene para cada especie. Hemos utilizado el indice simétrico [1] por ser mas
conveniente (May, 1973), sirviéndonos del asimétrico solamente para comparar
nuestros datos con los de HERRERA e HIRALDO (1976).

TABLA I
Relacién completa de las presas encontradas en egagrépilas de Strix aluco

Presas IN.® %
Crocidura russula 25 9,5
Crocidura suaveolens 8 3
Sorex minutus 3 1
Sorex coronatus 42 16
Talpa aff. caeca 2 0,8
Rhinolophus of. euryale 1 0,4
Pitymys lusitanicus 40 15,2
Microtus agrestis 20 7.5
Micromys minutus 2 0,8
Apodemus sp. 51 19,5
Rattus norvegicus 1 0,4
Turdus sp. 2 0,8
Pequeiios Paseriformes 2 0.8
Lacerta of. schreiberi 1 0,4
Podarcis muralis 1 0,4
Anuros 8 3
Grillus campestris 35 13,3
Lucanus cervus 4 1,5
Typhoeus typhoeus 10 4
Melolontinos 1 0.4
Steropus madidus 3 1
Silpha sp. 1 0.4

RESULTADOS Y DISCUSION

La alimentacién mas diversificada, segin los valores obtenidos de W, co-
rresponden a Strix aluco, a causa, sobre todo, de la elevada composicién de
insectos en su dieta (Fig. 1).

El solapamiento de la muestra de La Isla con las otras tres es bastante alto
(Tabla II), con un valor medio del 87,6 %, alcanzdndose el maximo coeficiente
con respecto a la muestra de Infiesto, lo que sin duda es debido a la estructura
similar de la fracecién de mamiferos, a pesar de la reduccién que presentan los
soricidos en la muestra de ciarabo. Menor solapamiento presenta con respecto a
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Fig. 1.-Histograma de frecuencias de las distintas presas de Strix aluco (La Isla) y Tyto alba
(Villaviciosa, Ribadesella e Infiesto).
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Villaviciosa, a pesar de ser una muestra cualitativamente muy similar en cuanto a
las clases de alimento consideradas.

Las muestras pertenecientes a T. alba presentan entre si, légicamente, un
mayor indice de solapamiento simétrico (valor medio 92,5 %), aunque es impor-
tante sefialar que la comparaciéon de muestras de Ribadesella y Villaviciosa
arrojan un indice inferior al obtenido con las muestras de La Isla e Infiesto. La
relacién de valores expuestos en la Tabla Il nos lleva a dos conclusiones parcial-

TABLA 11
Solapamiento simétrico del nicho alimenticio entre las cuatro muestras analizadas
mediante el indice de MacArthur y Levins

Villaviciosa Ribadesella Infiesto
0,872 0,861 0,886 La Isla
0,879 0,908 Villaviciosa
0,988 Ribadesella

mente equivalentes: La variacién del alimento de la lechuza segiin las localidades
es tan grande que puede llegar a ser mayor que entre dos especies tréficamente
préximas (lechuza y cdrabo), o bien, expresado de otra manera; una lechuza que
compartiera de forma absoluta su territorio de caza con un carabo, tendria su
nicho tréfico incluido en el de éste. La fuerte competencia entre ambas especies
podria explicar, en virtud del principio de exclusién, que en los 6 Km? estudiados
de un biotipo representativo del paisaje de caza de la lechuza, hayamos compro-
bado'la existencia de al menos dos parejas de cidrabo en cria y no hayamos podido
demostrar la presencia de ningin ejemplar de T. alba.

Con respecto a la alimentacién de la lechuza comin en Asturias (datos
propios no publicados), en las muestras representadas en la Figura 1 se aprecian
algunas caracteristicas cuyo comentario puede ser de interés. En primer lugar, en
toda Asturias los topos forman parte, de forma constante aunque escasa, del
régimen alimenticio de esta especie; lo que sélo puede explicarse por la mayor
permanencia de las formas occidentales del género Talpa en la superficie del
suelo o cerca de ella, al alcance del predador, ya que dada la edad de las presas,
asi como la aparicién en las egagrépilas a lo largo de todo el afio, no limitan su
capturabilidad a la expansién postgenerativa, como habia comprobado SOUTHERN
(1954) en Inglaterra. Las aves, anfibios € insectos no desempefian un papel de
importancia; asi por ejemplo, las primeras sélo alcanzan proporciones de una
cierta importancia en ausencia de los mamiferos que constituyen sus presas
habituales (zonas urbanas o cubiertas por la nieve); los anuros, que componen la
casl totalidad de la clase 8 de la figura, son presas raras, excepto para las
lechuzas que cazan en zonas muy higréfilas o en rias costeras, como sucede en
Villaviciosa y Ribadesella; y los insectos, mds representativos de la dieta de T.

193



alba en la regién mediterrdnea (LOVARI et al., 1976), apenas tienen significacién
alguna en cuanto a biomasa en el Norte de Espana. '

No sélo los datos de alimentacion de la lechuza en Asturias difieren notable-
mente de los de la Espana mediterrinea, asemejindose a los de Europa Central (a
excepcion de la casi duplicacion del porcentaje de insectivoros, posiblemente
relacionada con la suavidad de los inviernos del clima atldntico en esta latitud),
sino que, tanto los datos de amplitud de nicho como los de solapamiento relativo
de ambas especies estin mucho més préximos a los valores dados por HERRERA e
HIrALDO (1976) para las comunidades de estrigiformes de Centroeuropa que a los
del drea mediterranea (Tabla III).

TABLA III
Valores comparativos de los diversos pardmetros relativos al nicho alimenticio
citados en el texto, de las tres comunidades que se sefialan. Los subindices C y L.
se refieren respectivamente a S. aluco y T. alba

“/l' “’l ll‘(:-l a’l-f'
Centro Europa 5,84 4,60 0,764 0,057
Asturias 5,81 4.50 0,783 0,928
Area Mediterrdnea 4,30 5,88 / 0,166 0,246
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ANALISIS DE LOS TIPOS DE FORMULA BASICA INDIVIDUAL
Y DACTILOGLIFICA MANUAL EN VARIAS POBLACIONES DE
LA CORNISA CANTABRICA
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RESUME

Dans ce travail on applique une méthode basée dans 'analyse des types de la Formule Basique
Individuelle (FBI) et de la Formule Dactyloglyphique Manuelle (FDM) pour étude de cing séries
d’hommes provenants des échantillons représentatifs de la population génerale asturienne, des astu-
riens du Sud-est, des asturiens de Parres et Pilona, des leoneses de la vallée de I'Esla et des leoneses
de la vallée du Cea. On a constaté que les types 0.10.0 pour la FBI et LLLLL pour la FDM.,
caracterisent les cing series considerées, ce qui montre la ressemblance basique qui existe parmi ces
populations par rapport a la configuration dactyloglyphique des mémes.

SUMMARY

I[n this paper, we apply the method that is based on the analysis of the Individual Fundamental
Formula (FBY) and the Manual Dactyloglyphic Formula (FDM), to study five male series that come
from representative samples from the asturian general population, south-east asturians, Parres and
Pilofa asturians, leoneses from the Esla valley and leoneses from the Cea valley. It has been found
out that the 0.10.0 FBI type and the LLLLL FDM type, caracterize the five series above mentioned
which shows the basic likness between them, as for as their dactyloglyphic configuration is concerned.

INTRODUCCION

Los estudios sobre las lineas dermopapilares de manos y pies se han revelado
como del mayor interés en diferentes campos de la Biologia Humana, pero en
Antropologia tienen, como es sabido, particular importancia dada su variabilidad
tipoldgica individual y poblacional. La notable variabilidad individual de las
figuras dactiloglificas de la mano presenta dificultades para ser expresada me-
diante una forma sencilla, por eso hemos propuesto (EGOCHEAGA, 1978a) la utiliza-
ci6on de lo que hemos denominado Férmula Basica Individual (FBI) y Férmula
Dactiloglifica Manual (FDM). La primera, permite la caracterizacion dactiloglifica
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de un individuo al expresar en forma compendiada su combinacién de figuras en
los diez dedos de las manos, mediante una f6rmula numérica constituida por tres
grupos de uno o dos digitos cada uno, separados por un punto; expresando el
primer grupo de la izquierda el nimero de arcos presentes, el grupo central indica
el nimero de presillas y el grupo de la derecha refleja el nimero de torbellinos
presentes en los diez dedos. De esta forma, una FBI tal como 1.8.1, indicara la
presencia de un arco, ocho presillas y un torbellino en el conjunto de los diez
dedos. Esta férmula resulta de utilidad, particularmente, en el andlisis de la
herencia familiar de los dermatoglifos y en la caracterizaciéon de las poblaciones
humanas.

Ahora bien, la FBI no expresa de que forma se encuentran distribuidas las
diferentes figuras dactiloglificas, por ello, se ha propuesto la utilizacién, con este
fin, de la Férmula Dactiloglifica Manual, la cual estd constituida por cinco letras
mayusculas de forma que cada una de ellas representa, de izquierda a derecha, la
figura dactiloglifica presente en el dedo pulgar, indice, medio, anular y meiiique,
respectivamente. Por la letra A se designa a los arcos, por la L a las presillas y la
W representa a los torbellinos. Como es obvio, un individuo estard caracterizado
por una FDM para cada mano, es decir, una férmula combinada de dos FDM
separadas por una barra transversal, de manera que a la izquierda de dicha barra
se sitiia la FDM que expresa la combinacién de figuras de la mano izquierda y, a
su derecha, la correspondiente a la de la mano derecha. Tal férmula combinada
constituird la Férmula Dactiloglifica Individual (FDI). De esta manera, una FDI
tal como la siguiente: LLLLL/WLLAL indicard en el portador la presencia de
presillas en los cinco dedos de su mano izquierda, un torbellino en el dedo pulgar
de la derecha, un arco en el dedo anular y presillas en los dedos indice, medio y
meinique de la mano derecho. La FBI que correspondera a un individuo con tal
FDI sera: 1.8.1 y, como es evidente, esta misma composicién podria obtenerse de
muy diferente combinacién de un arco, ocho presillas y un torbellino, pero resulta
muy util para abreviar la expresién dactiloglifica y poder agrupar individuos en los
analisis familiares y de poblaciones. Por otra parte, dado que algunos individuos
presentan el mismo tipo de FDM en ambas manos, se distingue entre portadores
de FDM-asimétrica (FDMa) y portadores de FDM-simétrica (FDMs). Finalmente
indicaremos que cuando interese mayor detalle en los andlisis de los dactiloglifos,
se pueden utilizar los superindices acostumbrados, acompanando a las letras de
la FDM, expresandose asi si la presilla es ulnar o radial, o si el torbellino es
concéntrico, espiralado, etc., aunque es evidente que esta concrecién introducird
cierta complicacién a la hora de formar grupos en los analisis de poblaciones.

MATERIAL Y METODOS

En el presente trabajo se han utilizado cinco series de varones, procedentes
de una muestra estudiada por EcoCcHEAGA (1972) representativa de la poblacién
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general asturiana y formada por 261 varones; una segunda serie de 114 varones
procedentes de los valles del Sella y Cares, estudiada por GOoMEZ (1978) v a la que
denominaremos «asturianos del sureste»; una tercera procedente de los concejos
de Parres y Pilona, formada por 194 varones (VILLADANGOS, 1980), y otras dos
series de leoneses, estudiados por GOMEZ (1976), procedentes, una, del valle del
Esla y constituida por 159 varones vy, la otra, del valle del Cea y formada por 100
varones.

En todos los casos las impresiones dactilares se han obtenido mediante los
procedimientos habituales para este tipo de estudios y a partir de individuos de
ascendencia asturiana o leonesa y no emparentados entre si.

Para el registro de las Formulas Bédsica Individual y Dactiloglifica Manual, se
han considerado como arcos todas las figuras adeltas, como presillas todas las
figuras monodeltas y como torbellinos todas las figuras de mas de dos deltas.
Dada la intencionalidad que nos hemos propuesto en la utilizacién de las férmu-
las, no se distinguen entre los diferentes tipos dentro de cada clase de figuras.

El cdlculo de las frecuencias de los distintos tipos de figuras de FDM
requiere de ciertas precisiones segin la finalidad con la que se haga. Asi, cuando
interesa expresar las frecuencias para cada mano por separado con objeto de
calcular posteriormente las diferencias bimanuales para cada tipo de FDM, se
hard el recuento de la frecuencia con la que una determinada FDM aparece en
cada una de las manos; pero cuando lo que interesa es expresar las frecuencias
con las que cada tipo de FDM se presenta, en una determinada poblacién, en
cada uno de los sexos, se deberd proceder de la forma siguiente:

a) Cuando una determinada férmula aparece sélo en una de las manos de
cada individuo considerado, es claro que la suma de las veces que dicha férmula
aparece en la mano derecha mas el de las que lo hace en la izquierda, serd igual
al nimero de individuos muestreados que presenten dicho tipo de FDM, ya que
cada individuo no fue considerado mds que una sola vez en el recuento de
frecuencias.

b) En aquellos casos en los que la FDM sea simétrica, su presencia serad
anotada dos veces: en la mano derecha y en la izquierda. Pero la frecuencia de
portadores de estas formulas en la muestra no serd ahora igual al nimero de
veces que dicha formula fue computada ya que fue anotada dos veces para el
mismo individuo. En estos casos la determinacién de la frecuencia de portadores
en la muestra deberd tener presente el nimero de individuos que presentan

FDMs.
Andlisis de la frecuencia de los tipos de FBI

En el Cuadro I se consignan las frecuencias de aquellos tipos de FBI que
presentan, al menos en alguna de las muestras analizadas, una frecuencia supe-
rior al cinco por ciento. Solamente para los tipos de FBI siguientes: 0.7.3, 0.8.2,
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0.9.1 y 0.10.0, las cinco poblaciones consideradas coinciden en presentar fre-
cuencias iguales o superiores al cinco por ciento, de forma que para los nueve
tipos restantes solamente algunas de ellas alcanzan frecuencias que igualen este
porcentaje.

CUADRO N2 {.— TIPOS DE FORMULA BASICA INDIVIDUAL (EB.l.) CON
FRECUENCIA PORCENTUAL SUPERIOR AL CINCO
POR CIENTO EN VARIAS SERIES MASCULINAS DE
LA REGION CANTABRICA.

TIPOS | ASTURIANOS | ASTURIANOS | ASTURIANOS | LEONESES | LEONESES
DE ( Pobl. General) (S.E.) |(Parres yPilofa)| (Valle del Esla) | (Valle del Cea) M

F.B.IT.| N=2610” | N= 11407 | N=19407 | N=159 07 | N=100 07

0.0.10|1,9¢ * 085 | 1,75 1,23 |4,21 % 1,45(3,15 £ 1,38 (5,00 * 2,18 | 3,62 £ 065
0.2.8 (496 + 1,34 351 % 1,72 |4,21 * 1,45|8,18 * 2,17 |500 % 2,18 |59 * 0,77
0.3.7|a58 t 1,29 6,14 % 2,25 (736 21,89 6,29 T 1,92 6,00 ¥ 2,37 |592 T 082
0.4.6|4,58 * 1,29 |5,26 £ 2,09 |4,73 * 154 [315 T |,51|800 t2,71 |483 %070
0.5.5|534 * 1,39 |9,65 X 2,77|4,73 T 1,54 503 * 1,73 |4,00 1,96 |556 F 0,80
0.6.4|992 % 1,85(2,63 % 1,50 |526 T I,61|566 £ 1,83 (8,00 £ 2,71 |6,76 * 0,87
0.7.3 (992 * 1,85 6,14 * 2,25|736 F 1,89 |7,55 * 2,00 (800 * 2,71 |809 F 095
0.8.21725 * 1,61 |1053 % 2,87 |6,84 * 1,83 |10,06 * 307|800 271 |8,21 0,95
0.9.1|992 * 1,85|526 * 2,096,331 1,768,801 X 2,25(500 X 2,18 [7,61 T 0,92
0.10.0(13,74 * 2,13 |8,77 X 2,65 |8,94 * 207|881 * 2,25(000 3,00 1051 X 1,07
1.8.1 |038 * 0,38 [351 * 1,72|263 * 1,16 (3,15 21,38 |700 255266 %056
1.9.0 /573 X 1,44 |526 * 209|842 * 201|755 2,09(300 % 1,71 |6,28 *0,84
2 8.0 267 11,0043 192|210 T 104|252 F 1,24|700 * 255|326 ¥ 0,62

La poblacién general asturiana, lo mismo que los asturianos de Parres y
Pilona y los leoneses del valle del Cea, presentan como FBI més frecuente el tipo
0.10.0, mientras que entre los asturianos del sureste y los leoneses del valle del
Esla se ha encontrado el tipo 0.8.2. No obstante, solamente para la poblacién
general asturiana existen diferencias estadisticamente significativas entre las
frecuencias de los tipos 0.10.0 y 0.8.2 (1 = 243; gl = 520; 0.01 < P < 0,02).

La presencia de arcos es muy rara entre los varones de las series considera-
das y solamente entre los asturianos de Parres y Pilofia y los leoneses del valle del
Esla se ha encontrado la férmula del tipo 10.0.0, aunque con frecuencias muy
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bajas que no alcanzan el uno por ciento en ninguno de los dos casos. El tipo
0.10.0 se presenta, en cambio, con frecuencias altas o muy altas en las cinco
muestras consideradas, aunque no sea la férmula mis frecuente para todas ellas,
pero las presillas son el tipo de figura dactilar que alcanza las frecuencias més
elevadas en todas las poblaciones espanolas estudiadas hasta la fecha (Eco-
CHEAGA, 1972). Los torbellinos, aunque méas frecuentes que los arcos, especial-
mente entre los varones, presentan frecuencias notablemente més bajas que las
de las presillas y en las poblaciones estudiadas aqui el tipo de FBI 0.0.10 alcanza
la frecuencia del cinco por ciento solamente en los leoneses del valle del Cea,
estando las frecuencias de las otras cuatro poblaciones comprendidas entre el uno
y el cinco por ciento, tal como se muestra en el Cuadro II.

CUADRO II
Frecuencias porcentuales de los tipos de FBI 10.0.0, 0.10.0 y 0.0.10 en varias
series de varones de la Cornisa Cantébrica

Tipos Asturianos Asturianos Asturianos Leoneses Leoneses
de (Pob. Gen.) (S. E) (Parres y (Valle del Valle del
F.B.L Pilona) Esla) Cea)
10.0.0 ~= = 0,52 + 0,52 0,63 = 0,63 =
0.10.0 13,74 = 2,13 8,77 = 2,65 8,94 + 2,07 8.81 = 2,25 10,00 = 3,00
0.0.10 1,91 = 0,85 1,75 = 1,23 4,21 £ 1,45 3.15 £ 1,38 5,00 + 2,18

Cuando a partir de los datos consignados en el Cuadro I se procede al
andlisis de las frecuencias que existen para un determinado tipo de FBI en las
cinco series aqui consideradas, se encuentra lo siguiente:

1) El tipo que presenta un valor medio mds alto en la frecuencia es el
0.10.0, ain cuando no sea para todas las poblaciones estudiadas el tipo mas
frecuente.

2) El tipo que presenta un valor medio mis bajo en la frecuencia es el 1.8.1,
no obstante, supera el cinco por ciento entre los leoneses del valle del Cea.

3) Para el tipo 0.6.4, se presenta significacién estadistica para la diferencia
entre las frecuencias halladas en la poblacién general asturiana y los asturianos
del sureste (t = 3,06; gl = 373; 0,001 < P < 0,01).

4) Para el tipo 1.8.1, existe significacién estadistica en la diferencia entre
las frecuencias que presentan la poblacién general asturiana y los leoneses del
valle del Cea (t = 2,57; gl = 359; 0,01 < P < 0,02).

5) No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas para las
frecuencias de ningin otro tipo de FBI de las consignadas en el Cuadro I.

Resumiendo, pues, se puede indicar que las series masculinas aqui compa-
radas presentan grandes semejanzas respecto a sus caracteristicas dactiloglificas,
aun cuando pueden constatarse pequeiias diferencias que solamente un andlisis
més detallado de los dermatoglifos permite concretar (EGOCHEAGA, 1978D).
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Andlisis de la frecuencia de los tipos de FDM

En el Cuadro I1II se recogen aquellos tipos de FDM cuyas frecuencias igualan
o superan el cinco por ciento, al menos en alguna de las series de varones
estudiadas en el presente trabajo. Se puede observar que el tipo de FDM que
presenta la frecuencia mas elevada en las cinco series es el LLLLL, no existiendo
diferencias estadisticamente significativas entre ninguna de ellas. Las frecuencias
méas bajas se dan para el tipo WLLWL en el caso de la poblacién general
asturiana, y para el tipo WWLWW en el de las demas poblaciones consideradas.

Solamente los tipos LLLLL, LALLL, LWLWL, WWWWW, WWWWL y
WLLLL igualan o superan la frecuencia del cinco por ciento en todas las pobla-
ciones aqui consideradas, mientras que el resto de los tipos de FDM recogidos en
el Cuadro III alcanzan este valor sélo para algunas de ellas.

En la muestra representativa de la poblacién general asturiana, las frecuen-
cias de los tipos LLLLL, LLLWL, LWLLL, WWLLL, WWLWL, WWLWW y
WLLLL superan los valores de las respectivas frecuencias medias.

Para los asturianos del sureste, son los tipos LALLL, LWLLL, WWWWW,
WWWWL, WWLWL y WLLWL los que superan las respectivas frecuencias
medias de las cinco series de varones.

En el caso de los asturianos de los concejos de Parres y Pilofia, las frecuen-
cias medias son superadas por los tipos LALLL, WWWWW, WWLLL y
WWLWL.

Los leoneses del valle del Esla superan las frecuencias medias para los tipos
LLLLL, LLLWL, LWLLL, LWLWL y WWWWL.

Finalmente, los leoneses del valle del Cea presentan frecuencias superiores a
las de las respectivas medias para los tipos LALLL, LWLWL, WWWWW,
WWLLL, WWLWW y WLLLL.

Cuando se considera cual es el tipo de FDM mds frecuente en la mano
derecha, encontramos que para todas las series aqui consideradas, el tipo que
presenta la frecuencia mas alta es el LLLLL, excepto para los leoneses del valle
del Cea, en los que el tipo mas frecuente es el WLLLL. Las diferencias de
frecuencias para el tipo LLLLL en las distintas poblaciones a las que se refiere el
presente trabajo, no presentan significacion estadistica.

Con respecto a la mano izquierda, el tipo LLLLL es el mds frecuente en
todas las series de varones aqui consideradas, sin que se puedan sefialar diferen-
cias estadisticamente significativas entre ellas.

En el Cuadro IV, se recogen las frecuencias porcentuales para los diferentes
tipos de FDM-simétricas que alcanzan, al menos en alguna de las cinco series de
varones, frecuencias iguales o superiores al cinco por ciento.

Se puede observar que el tipo de FDM que méds frecuentemente se ha
encontrado en ambas manos simultineamente en el mismo individuo, en las cinco
series de varones aqui consignadas, es el dipo LLLLL. Otro fos tipos de FDMs

200



£8'07 #0'9[ 96'17 00 —— 96’15 00°v| £8'1 ;98'G(#2't 252 €9'15 04’ ¥ 8S') T S1's| 88°0 06" | 241 F2'F|RE'Z T O8'I1| G229 (522 T #1's| 6’1 T 9T's(s80 F26'I| 08’1 Fog's| TMTIM
£2'1 319'Mf¥8'e T 008I| 12'2300'8[ 26°€5 0061| 69'2 5 1261 21'2 1 81'8| 60'2x 65" |ob'2588'21 |62'1 F12'9) §8°) T 122[86'2 TO¥'YI|8E'25 207 | 6€2F 202 |2E'2 5 90'Y ~m__.ﬂﬂ.‘o_ sL'tzo2's|l 1TIM
$2'0 37 1% | 00'e 700'01| 0%'1 F 00'2| 12'2700'8] BE'I 7 ¥1'E(88°0 7927 v2'I5 25'2| b2 'IT 60'E[2L'0 5 €0 [20"1790'2[ g2 3621 — |e21Fs2]| 8y 1 T €1'9| 580 326 (68" ToE'S| MMIMM
88°0.788'9] 96'1300'y| O¥'17 002| 1213 00'¢| €8'1 7 99'5[8E" 13 #I'E |b2'l T 25'e| 16" 1782 | ¥2'1560'E| 86" Foi's|ee'23 202|221 T 15'e| 26'176e'p| 89’17 50'8| 61'I TE8'E (e ) T8E'Y[ TMTMM
68'03 €12 £1'e300'11{98'2300'[ 121700 | £2'1 3 €06 [ p2' 15282 ¥2'I T 252 | 5813 12'2| 15" 1 89| £1'1 7 26'2| s2'2 w1 9] 22" Isk[0s I T eo'2| 19'1 3 82| £1'l T Sb'R[ og'1F 09'Y| TITMM
RN |

90" 76801 S5'23,00'2| 96'1 7 00b| 96'1 - 00| b2 ‘23 v8'sI[2E ‘2 v’ (S22 00’8 [ 812 0f'0n[ 22'1 8I'9f 22') T RY'9 |86 2 OVl 25'2 7 e 26'1 S eg'y 2__.|..8..m 6€'17 9861 £6" T 16'9] TMMMM
1013 0£'s| G2'c30021| 66'2 001 (00'¢ 30004 £1'2 3 81'8|BE "I 3 #I'E|20'2 7 BI'B 81'2 7OT0I|S8' | 7 12'2| 58" ;122 |28'27 €601 08" T £9'2(60'2 792's S8 15992 61l £8'E| v#' T SLS|MMMMM
0603 62'2)12'2300'8) 9613 00%) 2£'25 009 21’25 8i'8 [BE 1 vi'e|€L'l ze0's| S8 12| v 12| el T 21 ]se'e g vi's| 221 5 19'8) 08I E9'2] 2671 T 080 | 6111 8k | b2l T 2] TMIMT
€80 v0'9| 96'1300'w| 12'1700'¢| 66'0 7001 10'2 5 26'9| £2'15 £0'S| 18°1 ;- 22'e] 8SI 7 SI'S| 2’1 760|201 3 90°2| 68 2 20| 06" 3 e9'2| S22 T #I'a] €Y 18| 08" 1 3 09% 20" T 20'E[ TNIMT
¥0'l 08| S2E T~ B1'23 006|122 008 1025 NML se'l 3 wi'e| 1S Iz u'e $.~Mwﬂm_ 58’1 7122| 26'17¥2'8 8627 00'11| 26'15 66'p| 25'2768'2 [ 591 7 99| 661 pos's | 61" peg'| 1TV
68'03 002|81'2300's| 121500'¢| 12'1 300%| 6£25 9d0i| £2'13 no.M £e'ly ors| 2p'I g 2| €115 282 g1 282 [eet g ee'p| €2 15 621|068 ;€92 62" 7 026 [ 0€'1 508 b1z 626 ] TMITT
19132808 | 68’3 00%| ¥1'p 30022 2v's 7 00| p2'e; ee'se| w'sqeabe| 20'e 3 19| 0s'e 7 Ivoe|00e S 89 72| 69271021 | 52 by o6'82| 2o 3 601z | 98's s {06 2, 26'%| a9’z e wR (¥ T Ov2| 11371

soqup 1 a spqu o ] 0 sDqup ! a ] Q spqup | Q

o pup o pun o oup ¢ oufn o oup

W SOUDN SOuUDp SOUDW SOUuUDN souDgy
(D3 18p 3l1DA) (DIs3 1op 31jDA) (ouojld £ sesind) ("3°5) (1p13u39 "|qod )
(L0 00I=N) §353N031|(,0661 =N} $3SIN03T|(,OV6I=N) SONVINRLSY[LOPII =N)  SONVI¥NISY|(,0192:N) sonvianisy] 0914

"VOIHBVYLINYD NOI9S3YH V11 3a SVNITNOSVW S31H¥3S SVIHVA N3 OLN3ID ¥0d 6§ TV
HOR3dNS TVYNINIOHOd VION3INI3¥S NOD ((W'ad) VNNV viidIT90711l0ova VINWY0d 30 SOdiL —-

€ sN 0¥avno

201



CUADRO IV

Frecuencias porcentuales de los tipos de FDM simétrica en varias poblaciones de
espafioles varones de la Cornisa Cantabrica

Tipos Asturianos Asturianos Asturianos Leoneses Leoneses
de (Pob. Gen.) (S. E) (Parres y (Valle del (Valle del
F.D.M. Pilofia) Esla) Cea)

LLLLL 13,41 + 2,11 9,65 £ 2,77 9,27 £ 2,08 8,80 + 2,25 10,00 + 3,00
WWWWW 1,92 £ 0,85 1,75 £ 1,21 4,12 + 1,42 3,14 = 1,38 5,00 £ 2,18
WLLLL 3,07 £ 1,07 2,63 = 1,50 1,03 £ 0,72 2,52 = 1,24 5,00 = 2,18

igualan la frecuencia del cinco por ciento Gnicamente entre los leoneses del valle
del Cea (WWWWW y WLLLL). Las diferencias entre las frecuencias que pre-
sentan las distintas poblaciones consideradas para el tipo LLLLL no son estadis-
ticamente significativas.

Se puede concluir, pues, que el andlisis de los tipos de FDM nos presenta un
conjunto de poblaciones cuyas caracteristicas dactiloglificas son muy similares, lo
que concuerda también con lo encontrado para otros rasgos antropolégicos. No
obstante, es posible poner de manifiesto el hecho de que la distinta biodinamica
poblacional ha introducido pequenas diferencias ain cuando se trata de un rasgo
que permanece tan fijo a lo largo de las generaciones como es el caso de los
dermatoglifos.

RESUMEN Y CONCLUSIONES

Se estudia en el presente trabajo la utilidad del empleo de las Férmulas
Basica Individual y Dermatoglifica Manual en el andlisis dactiloglifico de pobla-
ciones. Para ello, se comparan cinco series de varones, tres de ellas pertenecien-
tes a la poblacién asturiana y las otras dos a la leonesa y localizadas a lo largo de
la Cordillera Cantédbrica.

La utilizacién de la metodologia aqui expuesta, permite definir dactiloglifi-
camente a las poblaciones ya que la FBI resume muy bien cuéles son los tipos de
figuras predominantes en una determinada poblacién y cudl es la frecuencia de
las diferentes combinaciones de arcos, presillas y torbellinos; mientras que los
tipos de FDM concretan la combinacién de figuras que predomina en cada mano
por separado, asi como cudles son las combinaciones que tienden a presentarse
simétricamente, es decir, en ambas manos de un mismo individuo.

El andlisis de los tipos de FBI y FDM en las cinco series consideradas pone
de manifiesto lo que un andlisis dactiloglifico mds detallado nos habria sefialado
(EGOCHEAGA, 1978b), es decir, que las series analizadas forman parte de un mismo
conjunto racial aun cuando presentan ciertas diferencias dactiloglificas debidas a
la diferente biodindmica a la que han estado sujetas.

Tanto la serie representativa de la poblacién general asturiana, como las
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correspondientes a los asturianos de los concejos de Parres y Pilofia y los
leoneses del valle del Cea, presentan como tipo de FBI mds frecuente el 0.10.0,
mientras que los asturianos del sureste y los leoneses del valle del Esla muestran
mdas frecuentemente el tipo 0.8.2.

Al considerar cudl es el tipo de FDM mads frecuente se ha encontrado para las
cinco series masculinas el tipo LLLLL. No obstante, el analisis bimanual muestra
que mientras que para la mano izquierda de todas las series consideradas aqui
persiste el tipo LLLLL, para la derecha, en cambio, en los leoneses del valle del
Cea lo es el tipo WLLLL, manteniéndose para las otras cuatro series el mismo
tipo de FDM que en la izquierda aunque con frecuencias diferentes.

El dnico tipo de FDM-simétrica que alcanza en todas las series consideradas
frecuencias superiores al cinco por ciento es el LLLLL. Otros dos tipos
(WWWWW y WLLLL) alcanzan la frecuencia del cinco por ciento en alguna de
las series solamente.

Se puede concluir, en consecuencia, que respecto a la FBI el tipo 0.10.0 y el
tipo LLLLL para la FDM caracterizan a las cinco series de varones aqui analiza-
das.

Serd de gran interés la aplicacion de esta metodologia a la caracterizacién
dactiloglifica de otras poblaciones, ya que ello permitird expresar en forma
sencilla las diferencias o semejanzas existentes entre ellas mediante un rdpido
andlisis de sus dermatoglifos.
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ESTUDIO DE LAS FRECUENCIAS DEL SISTEMA SANGUINEO
Rh Y SU DISTRIBUCION EN EL ORIENTE DE ASTURIAS

Por
PEDRO GOMEZ GOMEZ

Departamento de Antropologia.
Universidad de Oviedo

RESUMEN

Del estudio del sistema sanguineo Rh en una muestra de 2.101 individuos procedentes del Oriente
asturiano se deduce la existencia de cierta heterogeneidad zonal en la distribucién de frecuencias, no
obstante en el conjunto regional la distribucién es mas homogénea que para el ABO. Las frecuencias
de «cde» y «CDe» son equiparables a las de otras poblaciones cantdbricas incluidos los vascos y
exceptuados los gallegos. Las frecuencias de «cDE» y «cDe» son superiores a las de la mayoria de las
series vascas estudiadas, no obstante los valores de la serie vizcaina de Iturrioz, para ambos
haplotipos, y la de vascos franceses de Levine, para «cDe», caen dentro del campo de variabilidad de
las poblaciones de Asturias y Cantabria y son inferiores a los de los gallegos, sobre todo los de «eDEx.
Del analisis de frecuencias del sistema estudiado con los datos que ahora poseemos se puede concluir
que las caracteristicas de estas poblaciones se hallan mas préximas a los vascos que a los gallegos y
que algunas de dichas caracteristicas que se creian exclusivas de las poblaciones vascas, hay que
extenderlas al Norte Cantabrico exceptuada Galicia.

SUMMARY

The existence of a certain heterogeneity in the distribution of frequency has been confirmed in
the study of the Rh System of 2,101 individuals native to East Asturias, however Asturias is more
homogenious in the distribution of frequency than the ABO group. The frequency of «cde» and «CDe»
are similar to other cantabric populations including the Basques but with the exception of the
Galician. The «cDE» and «cDe» frequencies are higher than the basque series which had already been
studied. Nevertheless the Biscayan frequency of both «cDE» and «cDe» etudied by Iturrioz and that of
the French Basques by Levine of the «cDe» group fall into the statistical field of variability in the
populations in Asturias and Cantabria. These frequencies, above all the «cDE» group, are inferior in
the Galician. Therefore, taking into account the genetic frequencies according to the data we have,
these populations are more similar to the Basques than the Galician, because some of these characte-
ristics believed to be exclusively basque have to be extended to the Cantabric Region excluding
Galicia.

Es patente la importancia que dentro de la actual antropologia biolégica ha
alcanzado el estudio de los sistemas y grupos sanguineos, tanto en el campo de la
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genética de poblaciones como de la moderna raciologia. En este sentido el
sistema Rh tiene un destacado interés en ambos campos por la abundancia de
informacion que a ellos puede aportar. Las conocidas y singulares caracteristicas
del Rh de las poblaciones del Oriente Cantdbrico (vascos) y el casi total descono-
cimiento de las mismas en las poblaciones vecinas de la Regién Centro-Canté-
brica nos ha llevado a una serie de estudios e investigaciones en este drea
peninsular, algunos de cuyos resultados se hallan publicados y otros se exponen
en este trabajo dedicado al Oriente de Asturias (Fig. 1).
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MATERIAL Y METODOS

El conjunto de la muestra consta de una serie total de 2.101 individuos
procedentes todos ellos del Oriente de Asturias y con sus cuatro abuelos asturia-
nos. Esta serie total ha sido dividida en seis series parciales que corresponden a
otras tantas poblaciones zonales; para la constitucién de zonas hemos tenido en
cuenta el concejo de origen de cada individuo. El concejo, por tanto, se tomé
como unidad basica de partida. Las zonas o series zonales estan formadas por las
correspondientes series o zonas de los concejos geograficamente proximos y entre
cuyas frecuencias fenotipicas empiricas no encontramos diferencias estadistica-
mente significativas. Los individuos de las zonas I y II (Fig. 1) fueron selecciona-
dos entre los alumnos de los centros de ensefanza de dichas zonas, los de las
zonas III, IV, V, VI son miembros de la Hermandad de Donantes de Sangre de la
Residencia de la Seguridad Social de Oviedo; en la seleccion de los individuos
$6lo se han tenido presentes las condiciones dichas sobre su origen no influyendo
en la seleccién ningin tipo de condicionamiento grupal. Las determinaciones
fenotipicas, realizadas en el laboratorio de Hematologia de dicha Residencia, se
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efectuaron sobre porta empleando los cinco sueros habituales: anti-C, anti-E,
anti-D, anti-c y anti-e de las casas ORTHO, DADE, KNIKERBONER de uso
corriente en los laboratorios para estas determinaciones. En los cdlculos se han
seguido las indicaciones de MouranT (1976).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores de las frecuencias y su distribuciéon dentro de la zona se ofrecen
en las tablas y cuadros adjuntos.

Frecuencias fenotipicas

Las diferencias entre las frecuencias fenotipicas teéricas y empiricas tienen
significacion estadistica (Tabla I) lo que puede ser debido a la existencia de
poblaciones mas o menos aisladas dentro de la regién de estudio; esta considera-
cion nos ha llevado a desglosar la serie general en seis series parciales segin se
ha dicho, conservando aquella como serie de referencia. La heterogeneidad
tipoldgica-racial de base de los asturianos del Sur-Este (GOMEZ, 1978) puede,
presumiblemente, extenderse a otras zonas de la regién oriental y por otro lado la
existencia, en otras, de una persistente inmigracién de todos los puntos de la
Regién y Peninsula a lo largo este siglo pueden ser las causas directas de los
desequilibrios genéticos hallados en las zonas. El estudio fraccionario en pobla-
ciones zonales nos permite, por tanto, el analisis de la distribucién diferencial de

sus frecuencias entre las zonas.

Frecuencias cromosémicas

Entre las frecuencias de los haplotipos, como en otras poblaciones europeas,
encontramos un amplio predominio de valores de «CDe» y «cde» seguidos con
diferencias notables de los de «cDE» y, a mayor distancia, de los de «cDe». Asi
mismo, como en otras poblaciones del Centro y Oeste cantibrico, los valores
correspondientes a «cde» son superiores a los de «CDe» con diferencias estadisti-
camente significativas (t = 4,05; P < 0,001) entre las frecuencias de estos dentro
de la serie general. La distribucién de frecuencias zonales (Fig. 2) en el drea de
estudio pone de manifiesto una disminucién de valores de aquellas de Oriente a
Occidente, lo cual no es extensible al conjunto de la Regién, ya que las frecuen-
cias halladas en el Occidente (Gémez, Vigil, Lausin) son algo mds elevadas que
las correspondientes de la serie oriental, y muy superiores a las de los gallegos
estudiadas por Guasch; por otra parte su valor no aumenta hacia Santander.

Los valores hallados en la zona caen dentro del campo de variabilidad de
frecuencias atribuidas por MARQUER (1963) a los vascos, y son superiores a los de
otras poblaciones europeas como es sabido.

La distribucién de valores de frecuencias de «CDe» (Fig. 3) manifiesta
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TABLA 1: FRECUENCIAS DELRh EN EL ORIENTE DE ASTURIAS
EMPERICAS FRECUENCIAS TEORICAS
ABS RELATIVAS ABSOLUTAS RELATIVAS

CCDEE 3 0,00143 0,07 0,00003
CCDEe 8 0,00381 10,12 0,00481
CCDee 282 0,13422 356,59 0,16972
CCddEE 0,00000 0,00 0,00000
CCddEe 0,00000 0,00 0,00000
CCddee 1 0,00048 0,14 0,00007
CcDEE 7 0,00333 2,25 0,00107
CcDEe 187 0,08901 170,83 0,08131
CcDee 959 0,45645 832,85 0,39641
CddEE 0 0,00000 0,00 0, 00000
CcddEe 1 0,00048 0,03 0,00001
Ccddee 14 0,00666 16,21 0,00772
ccDEE 31 0,01475 17,68 0,00841
ccDEe 130 0,06188 187,45 0,08922
ccDee 47 0,022373 49,88 0,02374
ccddEE 0 0,000000 0,00 0,00000
ccddfe 2 0,00095 1,56 0,00074
ccddee 429 0,20419 455,33 0,21672
TOTAL. 2101 1,0000 2100, 99 0,99998
cde 0,46553 + 0,01088 CDE 0,00584 + 0,00166
cDe 0,02484 s 0,00340 CdE & o
Cde 0,00829 + 0,00198
cdE 0,00080 + 0,00062 C 0,41968 + 0,01077
CDe 0,40377 + 0,01070 0,09799 + 0,00649
cDE 0,09093 s+ 0,00627 D 0,53875 s 0,01088
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TABLA 2: FRECUENCIAS FENDTIPILCAS SEGUN ZONAS.

zonas | I 11 111 v v vI
FRECUENCIAS|. 7 AB
EMPIRICAS | ABSOL: | RELAT. |ABSOL. | RELAT. |ABSOL. | RELAT. WBSOL. REUAT. [ABSOL.| RELAT. | .o/ ['RELAT.
CCDEE E - - - 1 0,0C281 0,00192 ) | 0,001s6| - -
CCDEw 1 0,0055 - - 2 0,00562 | 2 0,00385 2 0,0313 1 |o,00510
CCDee 17 0,0939 | 18 0,08654 | 60 | O0,16854 |72 0,13846 | 92 0,14375| 23 |0,11735
CCddEE - - - - - - - - - - - -
CCddEe = - " - - - - - < [l L - -
CCddee - - - - - - - - ¥ 0,00156| - -
CeDEE - - - - 1 0,00281 | 1 6,00192 3 0,00469| 2 |0,01020
CcDEe 15 0,0829 | 28 0,13462 | 30 0,08427 |51 0,09808 | 4a 0,06875| 19 |0,09694
CcDes a7 0,4807 | 91 0,43750 | 173 0,48596 |232 0,44615 | 285 0,44531| 91 |D,a6429
CedaEE - - - £ = = - - . e = -
CeddEn L o - = = - - - - 1 0,00156 | - =
Ccddae 1 0,0055 2 0,00962 3 0,00843 | 1 0,00192 5 0,00781| 2 |0,01020
ccDEE 1 0,00s5 2 0,00962 2 0,00562 (11 0,02115 | 12 0,01875 | 3 |0,01351
cchEs 12 0,0667 | 11 0,05288 | 20 0,05618 |31 0,05962 | 47 0,07344 | 9 |0,04592
ccDes 4 0,0221 8 0,03846 6 0,01685 | @ 0,01538 | 17 0,02656 | 4 [0,02041
ccddEE - - - - = - - = z = & L=
ccddEe 1 - - - = - 1 b,00192 - - 1 [o,00510
ccddee 43 0,2376 | a8 0,23077 | s8 0,16242 |109 0,20962 | 130 0,20313 (41 |0,z0918
TOTALES 181 1,0000 [208 1,00000 |356 1,00000 |s520 1,00000 |640 1,00000 p96 |1,c0000
TADLA 3: FRECUENCIAS CROMOSOMICAS Y ALELICAS SEGUN LAS ZONAS.
ZONAS 1 11 111 Iv v VI
coe 0,011140,0078 - 4 0,0150840,00646|0,0057340,00331(0,0041220,00253]|0,0088140,00657
CDe 0.370540,0359 | 0,36457s0,03337 |0,4412240,02632(0,4102120,021570,3705740,01909|0,3859620,03477]
Cat - - - J s 0,0000
Cde 0,006940,0062 0,0128320,0078 |0,0115140,00565]0,0023220,00211(0,00867+0,00366)|0,01299+0,00809
2DE 0,072920,0193 0,1033720,0211 |0,0691940,01345|0,1000440,01316 |0,13693+0,01359{0,0963440,02108)
cdE - - e = ¥ 06,0000
cDe 0,023530,0113 0,0104920,0070 |0,0222440,00782(0,0167640,00563 |0,028564+0,00658 |0,02255+0,01060
cde 0,515240,0371 0,5087420,0346 |0,4408740,02631(0,2649340,02187 |0,4506920,45069]0,4733440,03762
T 0,388520,0362 0,3774040,03361|0,4677040,02644 |C,4182740,02163 |0,4517740,01948 |0,4077720,035%0
3 0,083910,0206 0,1033710,02111|0,0842740,01472|0,10577+0,01349 |0,09808520,01180 |0,1051540,02191
D 0,506940,0372 0,5097140,03466|0,5860620,02610(0,5379820,02186 |G, 5373340,01972 [0, 5262040,03567

tendencias en los valores de direccion opuesta

a las del anterior haplotipo, lo que

va de acuerdo, segin los datos que poseemos, con lo observado en la Regién, ya

que las frecuencias en el Occidente asturiano son superiores a las halladas en el
Oriente asi mismo las de Asturias a las de Cantabria y las de ésta a las de los
vizcainos estudiados por Iturrioz.
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Dichos valores se hallan algo por debajo de la media europea (VALLS,. 1980),
lo cual también es vdlido, como norma general, respecto a la poblacién gallega y a
las peninsulares al Sur de la Cordillera Cantabrica, e igualmente se hallan dentro
del campo de variabilidad de los vascos.

En la distribucién de frecuencias de «cDE» (Fig. 4) se aprecia una tendencia
al aumento de Este a Oeste, aunque las minimas frecuencias se encuentran en el
area III. lo dicho es valido solo para el area objeto de estudio ya que las
frecuencias del Occidente asturiano son inferiores a las del Oriente. Las series de
vascos franceses y algunas de las espafiolas estudiadas tienen frecuencias suma-
mente bajas, sus valores aumentan en la serie de vascos estudiada por Guasch y
en la 'de vizcainos de Iturrioz, especialmente esta dltima tiene valores equipara-
bles y, en casos, superiores a los de las poblaciongs centro-cantdbricas. Aunque
es precisa una cartografia mas detallada, tanto en el Pais Vasco como en Galicia,
los datos que tenemos parecen apuntar un aumento de valores de Este a Oeste
con un maximo en Cantabria, descienden ligeramente en Asturias y alcanzan
cotas maximas en Galicia.

El haplotipo «cDe» tiene como se ha dicho unos niveles de valores de
frecuencias bajos y con un campo de variabilidad estrecho dentro de las zonas
(Fig. 5). Nuevamente en el Oriente cantibrico, en las poblaciones vascas, encon-
tramos frecuencias muy bajas, no obstante, prescindiendo de la serie de Guasch
que tiene valores excepcionalmente altos, las frecuencias de los vizcainos, ya
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citados, y de la serie de vascos franceses de LEVINE (1974) estdn dentro del campo
de variabilidad de frecuencias de las poblaciones centro-cantédbricas.

Las frecuencias de los haplotipos «Cde» y «CDE» dentro del drea de estudio
superan ligeramente la media europea, no obstante los valores son absolutamente
bajos y oscilatorios. Los dos restantes «cdE» y «CdE», tienen frecuencias muy
bajas, nulas o casi nulas como es corriente.

Frecuencias alélicas

La distribucién de frecuencias del alelo C (Fig. 6) tiene su maximo zonal en la
zona III, los valores disminuyen de Este a Oeste. Igualmente la distribucién de
frecuencias del alelo del D (Fig. 7) aumenta sus valores hacia el Oriente. A pesar
de lo dicho los niveles de frecuencias de ambos alelos son bastante constantes en
Asturias y equiparables a los de otras poblaciones cantdbricas, salvo los vizcainos
por una parte, con valores més bajos para el «D» y los gallegos, comparativa-
mente, mas altos. El alelo «E» tiene sus minimos en las zonas I y III y sus
frecuencias aumentan hacia el Oeste (Fig. 8), sin embargo en el conjunto de la
region dichas frecuencias son menores en el Occidente de Asturias y superiores
en Cantabria las de los vizcainos son similares a las de los asturianos.
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