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EVIDENCIAS DE UN NUEVO COMPLEJO HiBRIDO
UNISEXUADO DEL GENERO SQUALIUS (TELEOSTEI,
CYPRINIDAE) EN EL RIO ESTENA (PARQUE NACIONAL
DE CABANEROS): UNA APROXIMACION FILOGENETICA

CARINA CuNHA! E IGNACIO DOADRIO?!

RESUMEN

Existen mds de 90 ejemplos de vertebrados asexuados. En la Peninsula Ibérica hasta ahora se habian re-
gistrado dos complejos asexuados hibridos en peces de agua dulce: Iberocypris palaciosi y Squalius al-
burnoides. A través del uso de citometria de flujo para determinar la ploidia y del andlisis filogenético
basado en marcadores mitocondriales y nucleares se descubrié un nuevo complejo hibrido unisexuado
constituido por diferentes ploidias en el Rio Estena, Parque Nacional de Cabafieros. Ademas este nuevo
complejo vive en simpatria con el complejo S. alburnoides y puede reproducirse con los machos diploi-
des de S. alburnoides cuyo genoma nuclear denominamos AA. El origen de este complejo parece ser
unidireccional y debi6 de producirse entre hembras de S. pyrenaicus y machos de una especie ancestral
del genero Squalius nunca antes reportada.

Palabras clave: hibridacién, poliploidia, complejo S. alburnoides, marcadores genéticos, especiacion alo-
poliploide, cuenca del Guadiana.

SUMMARY

There are worldwide more than 90 examples of asexual vertebrates. In the Iberian Peninsula, until pre-
sent, two asexual hybrid complexes of freshwater fishes have been described: Iberocypris palaciosi and
Squalius alburnoides. Through flow citometry to determine the ploidy level, and through phylogenetics
analysis based in mitochondrial and nuclear markers, a new unisexual hybrid complex, composed by
different ploidies, has been discovered at the Estena River, Parque Nacional de Cabafieros. Moreover,
this new complex lives in sympatry with S. alburnoides parasiting the AA males of S. alburnoides. The
origin of the complex could be unidirectional and arised from crosses between S. pyrenaicus females and
males of an ancestral species belonging to the Squalius genera, a species never reported before.

Key words: hybridization, poliploidy, S. alburnoides complex, genetic markers, allopolyploid specia-
tion, Guadiana basin.
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INTRODUCCION

Los diferentes procesos que estdn en el origen de
la formacién de nuevas especies han merecido,
desde hace mucho, una atencién muy especial
en los estudios evolutivos. Siendo la especiacién
alopdtrica y la simpatrica los mecanismos mas
citados para la formacién de nuevos taxones
(MAYR 1963). Sin embargo, a pesar de ser un fe-
némeno extendido tanto por el mundo vegetal
como por el animal, el papel de la hibridacién en
la formacién de nuevas especies es uno de los t6-
picos mds polémicos en el contexto de la evolu-
cién (ARNOLD 1997; DOWLING & SECOR
1997). Hace poco, la hibridacién era considerada
como un fenémeno raro y deletéreo sin embargo
con la aparicién de los marcadores moleculares
capaces de detectarlos, el nimero de casos en-
contrados de individuos/poblaciones/especies
hibridas ha aumentado considerablemente. Hoy
se sabe que la hibridacién interespecifica puede
ser muy importante en plantas y animales. La hi-
bridacién puede originar nuevos taxa por poli-
ploidizacién del genoma (alopoliploidia) y por
el surgimiento de lineas asexuadas con repro-
duccién clonal (revisado por DOWLING &
SECOR 1997).

En los peces de agua dulce, la hibridacién es un
fenémeno bastante comiin (SCHWARTZ 1972;
SMITH 1992), pero la mayoria de los hibridos
son estériles (Hubbs 1955). La gran incidencia
de hibridos en los peces, en especial en la fami-
lia Cyprinidae (COLLARES-PEREIRA 1989), se-
guramente se debe al hecho de la reproduccion,
la cual en muchas de estas especies es externa.
Sin embargo, diversos estudios indican que de-
terminadas poblaciones hibridas persisten en la
naturaleza utilizando mecanismos reproducto-
res que les permiten mantener estas poblacio-
nes estables y viables conociéndose ya mds de
90 complejos asexuados en vertebrados inferio-
res (VRIJENHOEK et al. 1989; ALVES et al.
2001). E1 complejo Squalius alburnoides es uno de
estos ejemplos, donde existe una fuerte correla-
cién entre la hibridacién, asexualidad y poli-
ploidia.

El calandino (Squalius alburnoides) es un ciprinido
endémico de la Peninsula Ibérica, de origen hi-
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brido, que contiene formas diploides (2n=50), tri-
ploides (3n=75) y tetraploides (4n=100) y una
gran desviacién en el sex-ratio a favor de las
hembras (COLLARES-PEREIRA 1983, 1984;
ALVES et al. 1997a,b, CARMONA et al. 1997;
ALVES et al. 2001). Este complejo hibrido com-
prende diferentes ploidias (2n, 3n y 4n) y es
capaz de ultrapasar las barreras de la asexuali-
dad siendo un ejemplo extraordinario de como
estos “hopeful-monsters” pueden retomar la bi-
sexualidad dando lugar a nuevas especies
(ALVES et al. 2002; CRESPO-LOPEZ et al. 2007;
CUNHA et al. 2008).

Estudios biométricos (COLLARES-PEREIRA
1985) revelaron la existencia de dos morfotipos
distintos en el calandino (Squalius alburnoides):
una forma I, la mds frecuente, de distribucién
mads extendida, de mayores dimensiones y cons-
tituida mayoritariamente por hembras triploides
(A— o0 AA-, siendo A una especie ancestral ex-
tinta y evolutivamente dentro del clado de los Al-
burninae y - una cualquiera de las especies del
género Squalius endémicas del oeste peninsular);
y la forma II de distribucién mds localizada y
menos frecuente siendo la mayoria machos di-
ploides no hibridos (machos AA).

Contrariamente a lo que suele pasar en los otros
complejos asexuados, los machos diploides hi-
bridos (A-) producen esperma no reducido y
fértil. Las poblaciones del sur de la Peninsula
Ibérica son capaces de reconstituir y mantener
la especie paterna extinta a través de las hem-
bras triploides, pero la mayoria son machos
(machos AA).

La distribucién del calandino (S. alburnoides) es
bastante amplia y estudios previos realizados
por nosotros descubrieron la existencia de cier-
tos morfotipos en la cuenca del Guadiana, y en
particular en el Parque Nacional de Cabarfieros
que podrian constituir un nuevo complejo hi-
brido, en simpatrfa con el complejo S. alburnoi-
des. Estos individuos presentan efectivamente
un morfotipo bastante diferente de las especies
descritas del genero Squalius y de las formas ti-
picas de S. alburnoides por su pequefio tamafio
y un reducido ndmero de escamas lo que nos
llevé a pensar que estabamos en presencia de
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algo desconocido. Para comprender si se trata
de plasticidad fenotipica de S. alburnoides, o un
nuevo complejo hibrido, o una especie no des-
crita analizamos un gen mitocondrial y otro nu-
clear. A lo largo de este estudio los individuos
que presentan un morfotipo distinto son deno-
minados como “Raros” ya que esta fue la deno-
minacién que se utilizé al capturarlos. Si se tra-
tara de simple plasticidad fenotipica los
genotipos encontrados deberfan ser los mismos
que aparecen en el complejo S. alburnoides. Si se
tratara de una nueva especie s6lo un genotipo
mitocondrial y nuclear deberfa ser encontrado.
Si se tratara de un nuevo complejo hibrido nues-
tro andlisis deberfa encontrar diversos genoti-
pos alguno de ellos diferentes a los encontrados
en S. alburnoides.

MATERIAL Y METODOS

Muestreo

Este estudio abarcé diversas localidades de toda
la distribucién del complejo S. alburnoides, con
particular enfoque en la cuenca del Guadiana
(fig. 1). Representantes de todas las especies de
Leuciscinae ibéricos fueron también muestrea-
dos. Se realizaron extracciones de ADN en un
total de 324 individuos, 264 individuos de S. al-
burnoides, 48 presentaban un morfotipo “Raro”,
y 60 representantes de las diferentes especies de
Leuciscinae ibéricos (Tabla 1). Todo el ADN ge-
némico de los peces se aislé y purificé utilizando
los métodos descritos por SAMBROOK et al.
(1989).
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Figura 1. Mapa de la Peninsula Ibérica. Los puntos corresponden a las localidades de muestreo.

Figure 1. Map of the Iberian Peninsula showing collection sites of the sampled specimens.
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Especie Genero Rio Cuenca No. Figura 1
A. hispanica 1 Anaecypris Bembezar Guadalquivir 1
A. hispanica 2 Anaecypris Degebe Guadiana 2
A. hispanica 3 Anaecypris Estena Guadiana 3
A. hispanica 4 Anaecypris Ardila Guadiana 4
A. hispanica 5 Anaecypris Caia Guadiana 5
Ach. arcasii 1 Achondrostoma Palancia Palancia 6
Ach. arcasii 2 Achondrostoma Palancia Palancia )
Ach. arcasii 3 Achondrostoma Adaija Duero 7
Ach. occidental 1 Achondrostoma Sizandro Sizandro 8
Ach. occidental 2 Achondrostoma Sizandro Sizandro 8
Ach. oligolepis 1 Achondrostoma Mifio Mifio 9
Ach. oligolepis 2 Achondrostoma Roldes Ave 10
Ach. oligolepis 3 Achondrostoma Ceira Mondego 11
Ach. oligolepis 4 Achondrostoma Sul Vouga 12
I. almacai 1 Iberochondrostoma Mira Mira 13
I. almacai 2 Iberochondrostoma Bensafrim Bensafrim 14
I. almacai 3 Iberochondrostoma Bensafrim Bensafrim 14
I. lemmingii 1 Iberochondrostoma Estena Guadiana 3
I. lemmingii 2 Iberochondrostoma Estena Guadiana 3
I. lemmingii 3 Iberochondrostoma Tajo Tajo 16
I. lusitanicum 1 Iberochondrostoma Odivelas Sado 17
I. lusitanicum 2 Iberochondrostoma Tajo Tajo 16
I. lusitanicum 3 Iberochondrostoma Odivelas Sado 17
I. oretanum 1 Iberochondrostoma Robledillo Guadalquivir 15
I oretanum 2 Iberochondrostoma Robledillo Guadalquivir 15
P duriensis 1 Pseudochondrostoma Mifio Mifio 9
P. duriensis 2 Pseudochondrostoma Rabagal Duero 18
P duriensis 3 Pseudochondrostoma Sul Vouga 12
P. polylepis 1 Pseudochondrostoma Ceira Mondego 1
P. polylepis 2 Pseudochondrostoma Sorraia Tajo 19
P. polylepis 3 Pseudochondrostoma Odivelas Sado 17
P wilkommii 1 Pseudochondrostoma Guadalquivir Guadalquivir 20
P wilkommii 2 Pseudochondrostoma Guadiana Guadiana 21
Pch. arrigonis 1 Parachondrostoma Jocar Jocar 22
Pch. arrigonis 2 Parachondrostoma Jocar Jocar 22
Raro 1 «Raro» Estena Guadiana 3
Raro 10 «Raro» Estena Guadiana 3
Raro 11 «Raro» Estena Guadiana 3
Raro 12 «Raro» Estena Guadiana 3
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Especie Genero Rio Cuenca No. Figura 1
Raro 13 «Raro» Estena Guadiana 3
Raro 14 «Raro» Estena Guadiana 3
Raro 15 «Raro» Estena Guadiana 3
Raro 16 «Raro» Estena Guadiana 3
Raro 17 «Raro» Estena Guadiana 3
Raro 18 «Raro» Estenal Guadiana 3
Raro 19 Estena Estena Guadiana 3
Raro 2 «Raro» Estena Guadiana 3
Raro 3 «Raro» Estena Guadiana 3
Raro 4 «Raro» Estena Guadiana 3
Raro 5 «Raro» Estena Guadiana 3
Raro 6 «Raro» Estena Guadiana 3
Raro 7 «Raro» Estena Guadiana 3
Raro 8 «Raro» Estena Guadiana 3
Raro 9 «Raro» Estena Guadiana 3
S. alburnoides 1 Squalius Agueda Duero 23
S. alburnoides 10 Squalius Sousa Duero 24
S. alburnoides 11 Squalius Manzanas Duero 25
S. alburnoides 12 Squalius Ovelha Duero 26
S. alburnoides 13 Squalius Ovelha Duero 26
S. alburnoides 14 Squalius Ovelha Duero 26
S. alburnoides 15 Squalius Ovelha Duero 26
S. alburnoides 16 Squalius Tamega Duero 27
S. alburnoides 17 Squalius Manzanas Duero 25
S. alburnoides 18 Squalius Manzanas Duero 25
S. alburnoides 19 Squalius Manzanas Duero 25
S. alburnoides 2 Squalius Paiva Duero 28
S. alburnoides 20 Squalius Manzanas Duero 25
S. alburnoides 21 Squalius Rabacal Duero 18
S. alburnoides 22 Squalius Rabacal Duero 18
S. alburnoides 23 Squalius Rabagal Duero 18
S. alburnoides 24 Squalius Rabacal Duero 18
S. alburnoides 25 Squalius Ceira Mondego 11
S. alburnoides 26 Squalius Ceira Mondego 11
S. alburnoides 27 Squalius Alva Mondego 29
S. alburnoides 28 Squalius Alva Mondego 29
S. alburnoides 29 Squalius Acebo Tajo Alagon 30
S. alburnoides 3 Squalius Paiva Duero 28
S. alburnoides 30 Squalius Arrago Tajo Alagon 31
(Continiia)
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Especie Genero Rio Cuenca No. Figura 1
S. alburnoides 31 Squalius Arrago Tajo Alagon 31
S. alburnoides 32 Squalius Caparro Tajo Alagon 32
S. alburnoides 33 Squalius Jerte Tajo Alagon 33
S. alburnoides 34 Squalius Alburrel Tajo 34
S. alburnoides 35 Squalius Almonte Tajo 35
S. alburnoides 36 Squalius Almonte Tajo 35
S. alburnoides 37 Squalius Almonte Tajo 35
S. alburnoides 38 Squalius Almonte Tajo 35
S. alburnoides 39 Squalius Almonte Tajo 35
S. alburnoides 4 Squalius Paiva Duero 28
S. alburnoides 40 Squalius Aurela Tajo 36
S. alburnoides 41 Squalius Aurela Tajo 36
S. alburnoides 42 Squalius Cedena Tajo 37
S. alburnoides 43 Squalius Cofio Tajo 38
S. alburnoides 44 Squalius Gévalo Tajo 39
S. alburnoides 45 Squalius Gévalo Tajo 39
S. alburnoides 46 Squalius Guadarrama Tajo 40
S. alburnoides 47 Squalius Huso Tajo 41
S. alburnoides 48 Squalius Jarama Tajo 42
S. alburnoides 49 Squalius Pesquero Tajo 43
S. alburnoides 5 Squalius Paiva Duero 28
S. alburnoides 50 Squalius Sertd Tajo 44
S. alburnoides 51 Squalius Sever Tajo 45
S. alburnoides 52 Squalius Sorraia Tajo 19
S. alburnoides 53 Squalius Sorraia Tajo 19
S. alburnoides 54 Squalius Tiétar Tajo 46
S. alburnoides 55 Squalius Tiétar Tajo 46
S. alburnoides 56 Squalius Trevijana Tajo 47
S. alburnoides 57 Squalius Vid Tajo 48
S. alburnoides 58 Squalius Odivelas Sado 17
S. alburnoides 59 Squalius Odivelas Sado 17
S. alburnoides 6 Squalius Paiva Duero 28
S. alburnoides 60 Squalius Albuera Guadiana 49
S. alburnoides 61 Squalius Arronches Guadiana 50
S. alburnoides 62 Squalius Degebe Guadiana 2
S. alburnoides 63 Squalius Estena Guadiana 3
S. alburnoides 64 Squalius Estena Guadiana 3
S. alburnoides 65 Squalius Estena Guadiana 3
S. alburnoides 66 Squalius Estena Guadiana 3
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Especie Genero Rio Cuenca No. Figura 1
S. alburnoides 67 Squalius Estena Guadiana 3
S. alburnoides 68 Squalius Zijar Guadiana 51
S. alburnoides 69 Squalius Zojar Guadiana 51
S. alburnoides 7 Squalius Paiva Duero 28
S. alburnoides 70 Squalius Zijar Guadiana 51
S. alburnoides 71 Squalius Zojar Guadiana 51
S. alburnoides 72 Squalius Estena Guadiana 3
S. alburnoides 73 Squalius Matachel Guadiana 52
S. alburnoides 74 Squalius Quejigares Guadiana 53
S. alburnoides 75 Squalius Ruidera Guadiana 54
S. alburnoides 76 Squalius Sillo Guadiana 55
S. alburnoides 77 Squalius Gévora Guadiana 56
S. alburnoides 78 Squalius Gévora Guadiana 56
S. alburnoides 79 Squalius Gévora Guadiana 56
S. alburnoides 8 Squalius Paiva Duero 28
S. alburnoides 80 Squalius Zéncara Guadiana 57
S. alburnoides 81 Squalius Zéncara Guadiana 57
S. alburnoides 82 Squalius Zojar Guadiana 51
S. alburnoides 83 Squalius Esteras Guadiana 58
S. alburnoides 84 Squalius Esteras Guadiana 58
S. alburnoides 85 Squalius Esteras Guadiana 58
S. alburnoides 86 Squalius Esteras Guadiana 58
S. alburnoides 87 Squalius Esteras Guadiana 58
S. alburnoides 88 Squalius Quarteira Sudoeste 74
S. alburnoides 89 Squalius Gévora Guadiana 56
S. alburnoides 9 Squalius Paiva Duero 28
S. alburnoides 90 Squalius Gévora Guadiana 56
S. alburnoides 91 Squalius Guadiana Guadiana 21
S. alburnoides 92 Squalius Guadiel Guadalquivir 59
S. alburnoides 93 Squalius Jandula Guadalquivir 60
S. alburnoides 94 Squalius Manzano Guadalquivir 61
S. alburnoides 95 Squalius Montemayor Guadalquivir 62
S. aradensis 1 Squalius Arade Arade 63
S. aradensis 2 Squalius Arade Arade 63
S. aradensis 3 Squalius Arade Arade 63
S. carolitertii 1 Squalius Mifio Mifio 9
S. carolitertii 2 Squalius Vez Lima 64
S. carolitertii 3 Squalius Homem Cavado 65
S. carolitertii 4 Squalius Rabalgal Duero 18
(Continiia)
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Especie Genero Rio Cuenca No. Figura 1
S. carolitertii 5 Squalius Sul Vouga 1
S. carolitertii 6 Squalius Alva Mondego 29
S. castellanus Squalius Gallo Tajo 66
S. laietanus 1 Squalius Matarrafia Ebro 67
S. laietanus 2 Squalius Matarrafia Ebro 67
S. malacitanus 1 Squalius Guadalhorce Guadalhorce 68
S. malacitanus 2 Squalius Guadiaro Guadiaro 69
S. malacitanus 3 Squalius Celemin Barbate 70
S. pyrenaicus 1 Squalius Sorraia Tagus 19
S. pyrenaicus 2 Squalius Samarra Samarra 71
S. pyrenaicus 3 Squalius Estena Guadiana 40
S. pyrenaicus 4 Squalius Guadalquivir Guadalquivir 20
S. pyrenaicus 5 Squalius Guadalhorce Guadalhorce 68
S. pyrenaicus 6 Squalius Odivelas Sado 17
S. torgalensis 1 Squalius Mira Mira 13
S. torgalensis 2 Squalius Mira Mira 13
S. valentinus 1 Squalius Cabriel Cabriel 72
S. valentinus 2 Squalius Algar Algar 73

Tabla 1. Lista de los individuos analizados en este estudio.

Table 1. Specimens list and sampling locations from Iberian Peninsula analysed in the present study.

Determinacion de la ploidia y del sexo

Se determiné la ploidia de todos individuos ana-
lizados en este estudio (fig. 2). Los peces se anes-
tesiaron con una solucién de MS222, se cogieron
unas gotas de sangre periférica de la vena hemal,
que fueron criopreservadas en una solucién tam-
pén de pH 7,6 (40 mM sal trisédica de dcido ci-
trico, 0,25 M sacarosa y 5% DMSO) y fueron in-
mediatamente congeladas a -80°C. Se ha seguido
el protocolo de DAWLEY & GODDARD (1988)
para determinacién de la ploidia. El contenido de
ADN de los eritrocitos, para cada pez, fue esti-
mado calculando el indice entre la fluorescencia
media de las células de los peces y la fluorescen-
cia media de las células de la gallina multipli-
céndose por 2,5 pg (valor standard del contenido
de ADN de los eritrocitos de gallina, TIERSH et
al. 1989). El sexo de todos los individuos de S. al-
burnoides y de los “Raros” fue identificado a tra-
vés de la observacion de las génadas.
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Determinacion de los biotipos de
S. alburnoides

Con la finalidad de determinar los diferentes bio-
tipos hibridos de los individuos de S. alburnoides
se utilizaron ocho loci de microsatélites, cuatro
loci descritos para Luxilius (TURNER et al. 2004)
y otros cuatro descritos para Squalius (MES-
QUITA et al. 2003; PALA & COELHO 2005), de
acuerdo con el procedimiento descrito en
CUNHA et al. (2008). La metodologia utilizada
para identificar el namero de copias del complejo
hibrido inter-genérico (e.g. PA, PAA) consiste en
la identificacién de los alelos especificos de los
genomas A (ancestro perteneciente a la familia
Alburninae, y considerado extinto) y P (Squalius
pyrenaicus, especie endémica del centro y suro-
este del Penisula Ibérica) afiadiendo la informa-
cién de la citometria del flujo. Trabajos anterio-
res validaran la eficacia de la metodologia para
S. alburnoides (PALA & COELHO 2005; CRESPO-
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Figura 2. Determinacion de la ploidia de los individuos de las poblaciones de la cuenca del Guadiana.

Figure 2. Ploidy level determination of specimens from Guadiana Basin populations.

LOPEZ et al. 2006, 2007; CUNHA et al. 2008,
2009), asi como para otros complejos asexuados
(CHRISTIANSEN 2005; LAMPERT et al. 2006;
RAMSDEN et al. 2006).

Amplificaciéon de PCR y secuenciacién

Por PCR se amplificé el gen mitocondrial cito-
cromo b (cytb), 1140 bp, y el gen nuclear S7, 1017
bp, para un total de 176 individuos.

Los cebadores y las condiciones de amplificacién
para el gen cytb y S7 fueron las descritas en PA-
LUMBI (1996) y CHOW & HAZAMA (1998), res-
pectivamente.

Para un volumen de 50 ml de la reaccién de PCR
se usaron las siguientes concentraciones finales:
1x de tampoén de Taq Polimerasa, 0,2-0,4 mM del
mix de dNTPs, 1,5-2,0 mM de MgCl,, 0,2-0,5 mM
de cada cebador y 1-1,5 unidad de Taq. La am-
plificacién por PCR se llevé a cabo mediante la
desnaturalizacién a 95°C durante 5 min seguida
por 30 ciclos de desnaturalizacién a 94°C durante
1 min, templado a 50°C durante 1 min, extensién
a 72°C por 2 min, y una extensién por 7 min. El
producto de PCR de S7 para los individuos de
S. alburnoides y de los “Raros” fueron incluidos
en un vector pGEM-T e introducidos en células
competentes de Escherichia coli J]M109. Los trans-
formadores fueron seleccionados en placas con
ampicilina. Se seleccionaran cinco colonias posi-
tivas y el ADN plasmidico fue aislado por una
versién modificada del protocolo miniprep de

lisis alcalina del plasmido (KRAFT et al. 1988).
Para la obtencién de las secuencias consenso a
partir de las dos secuencias complementarias, se
empled el programa AutoAssembler vers. 1.40
(Applied Biosystems).

Andlisis estadisticos

Las secuencias obtenidas fueron alineadas con
los programas Sequencher 4.2 (Gene Codes Cor-
poration, Inc.) y verificadas manualmente. Los
“gaps” resultantes de los alineamientos fueron
excluidos de los analisis filogenéticos. La com-
posicion de nucleétidos fue analizada con el pro-
grama PAUP* ver. 4b2 (SWOFFORD 1998), para
todas las posiciones. Las relaciones filogenéticas
fueron reconstruidas con los programas PAUP*y
MR.BAYES 2.1 (RONQUIST & HUELSENBECK
2003) utilizando el método de Neighbor-Joining
(NJ), Méxima Parsimonia (MP) e Inferencia Ba-
yesiana (IB). Para el andlisis de MP se realizé una
busqueda heuristica de 10 repeticiones con adi-
cién aleatoria de taxones (random sequence ad-
dition) y con intercambio de ramas (branch-
swapping) de tipo TBR (tree bisection
reconnection); se ha dejado la opcién Multrees
por defecto (PAUP* guarda todos los drboles mi-
nimos que encuentra durante el intercambio de
ramas) y se han colapsado las ramas con longi-
tud méxima igual a cero. A parte del nimero de
pasos, en los andlisis se ha obtenido el indice de
consistencia (CI), el indice de retencién (RI) y el
indice de homoplasia (HI).
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Para los andlisis de NJ e IB se incluy6 el modelo
evolutivo que mejor se ajusté a nuestros datos, el
cual fue obtenido mediante el programa MO-
DELTEST 3.04 (POSADA & CRANDALL 1998).

La medida de confianza o fiabilidad de las ramas
de los drboles se realizé por anélisis de bootstrap
de 1000 réplicas y probabilidades posteriores
segtin el método de inferencia filogenética.

RESULTADOS

Composicién de especies y de los biotipos en
la cuenca del Guadiana

En la actualidad en el tramo del rio Estena estu-
diado fueron colectadas las siguientes especies
autdctonas: Pseudochondrostoma willkommii, Squa-
lius alburnoides, Squalius pyrenaicus, Iberochondros-

«Evidencias de un nuevo complejo hibrido unisexuado»

toma lemmingii, Anaecypris hispanica, “Raros”, Lu-
ciobarbus microcephalus, Luciobarbus comizo, Tinca
tinca 'y Cobitis paludica y las al6ctonas Lepomis gib-
bosus, Alburnus alburnus, Esox lucius y Micropte-
rus salmoides.

A través de la determinacién de la ploidia y de
ocho loci de microsatélites fue posible caracteri-
zar la composicién de los hibridos en términos
de biotipo. Los microsatélites que mdas ayudaron
en la determinacién del genotipo fueron: LCO1,
LCO4, LCO3 y E1G6. Se analizaron un total de
149 S. alburnoides y 48 “Raros”. La mayoria de las
poblaciones de S. alburnoides del Guadiana pre-
sentan una gran proporcién de hembras triploi-
des (30-80%, fig. 3), con genotipo PAA pero no
han sido encontrados hasta el momento, en nin-
gun estudio previo, individuos de S. alburnoides
tetraploides o machos hibridos diploides en esta
cuenca.

100% —

Hembras Jn-h
Hembras In-h
Machos 2n-nh

Machos 3ri-h

Figura 3. Porcentaje de las diferentes ploidias por sexo en la cuenca del Guadiana para el complejo S. alburnoides y “Raros”. 2-nh-
individuos diploides nuclearmente no hibridos, 2n-h, 3-nh y 4-nh- individuos diploides, triploides y tetraploides hibridos.

Figure 3. Percentage of the ploidy forms of S. alburnoides and “Raros” by sex. 2-nh- diploid nuclear non-hybrid individuals, 2n-h,
3-nh y 4-nh- diploid, triploid and tetraploid hybrids.
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Los “Raros” presentaron diferentes ploidias lo
que puede indicar que estos individuos pueden
pertenecer a un nuevo complejo. A pesar de la
composicion de ploidias de “Raros” y S. albur-
noides fue semejante se registré un individuo te-
traploide siendo el primer registro de tetraploi-
des en la cuenca del Guadiana. Todas las formas
de “Raros” encontradas hasta al momento eran
hembras. Las diferencias morfolégicas mds sig-
nificativas entre el morfotipo de los “Raros” con
respecto a S. alburnoides es que son de talla més
pequena, tienen menos escamas, menos dientes
faringeos y su coloracién es distinta siendo maés
parecida a otras especies del género Squalius que
al calandino (S. alburnoides).

Analisis filogenéticos

La divergencia entre las secuencias se calculé uti-
lizando la distancia genética no corregida (p-
value). En la matriz del gen mitocondrial cito-
cromo b los valores del “ingroup” oscilan entre
0% y 16,5%. El valor de divergencia mds alto se
observa entre Anaecypris hispanica'y Squalius tor-
galensis. Los valores mds bajos corresponden a los
individuos de una misma poblacién. Si conside-
ramos solo las especies del género Squalius, la di-
vergencia es ligeramente menor y varia entre 0%
y 12%. Los valores mds altos se observaran entre
el grupo S. aradensis | S. torgalensis con los demds.
La divergencia genética dentro de S. alburnoides
esde 0y 3,25%. Los valores mds altos se observan
entre los “Raros” y los S. alburnoides del Sado. Si
excluimos los “Raros” los valores maximos son li-
geramente mds bajos (2,11%-2,9%) y se registran
de nuevo entre los S. alburnoides del Sado con los
demds. El valor més alto observado entre los S. al-
burnoides de las restantes localidades es de 1,85%.
Los valores entre los “Raros” oscilaron entre
0,09% vy 2,54% y los valores mds altos se observa-
ron entre individuos del rio Estena y del rio Sillo.

En la matriz de S7 los valores de divergencia ge-
nética oscilan en el “ingroup” entre el 0% y
9,13%. El valor de divergencia mds alto se observa
entre las dos copias de ADN de los “Raros” di-
vergiendo en media 6% las dos cadenas. Los va-
lores mas bajos corresponden a los individuos de
un mismo rio. Si consideramos sélo S. alburnoides

la divergencia media dentro del genoma P es de
1,4% y del genoma A es de 1,2%. La divergencia
media observada para el gemona A de los
“Raros” es de 1,1% y para la otra cadena de ADN
(R) es de 0,7%. La divergencia media observada
entre el genoma A de los S. alburnoides y de los
“Raros” es muy baja (0,2%). La divergencia media
observada entre el genoma Py A fue de 4,3% . La
divergencia media observada entre el genoma Py
S. torgalensis, S. aradensis y del genoma R fue de
1,6%, 1,4% y 6,5%, respectivamente. El genoma
R de los “Raros” diverge en media entre S. torga-
lensis, S. aradensis en 2,6% y 2,1%.

La tasa de transiciones (Ti)/transversiones (Tv)
calculada para el gen cytb fue de 3,8 este sesgo se
corrigi6 en el andlisis ddndole el peso a las tran-
versiones de 4:1. Para el gen S7 no se observé nin-
gun sesgo (Ti/ Tv=1,1%). El modelo de evolucién
seleccionado por el programa Modeltest utili-
zando el criterio Akaike (AKAIKE 1974) fue para
los datos de cytb: GTR + I + G, 1=0,3993 y
G=0,8716, y para los datos de S7 fue GTR + G,
G=1,9183. Posteriormente estos valores fueron
aplicados en los andlisis filogenéticos (e.g IB). Se
calcularon las curvas de saturacién total sepa-
rando las transiciones y transversiones para el
“ingroup” no estando saturadas, por lo que se in-
cluyeron todas las posiciones.

De 1140 caracteres analizados para el gen cytb,
603 caracteres fueron constantes y 418 fueron
parsimoniosamente informativos. El andlisis de
MP del citocromo b result6 en 165 drboles mas
parsimoniosos con una longitud (L) de 1693
pasos (CI=0,416, RI=0,856, HI=0,356).

De 990 caracteres analizados para el gen S7, 423
caracteres fueron constantes y 281 fueron parsi-
moniosamente informativos. El andlisis de MP de
lo S7 resulté en 596 drboles mds parsimoniosos
con una longitud (L) de 406 pasos (CI=0,783,
RI=0,957, HI=0,343).

Para los diferentes métodos de inferencia filoge-
nética se consideré Labeo parvus, Codoma ornata y
Notropis calientis como grupo externo. Las topolo-
glas obtenidas basadas en las secuencias del gen
mitocondrial citocromo b y el gen ribosomal S7
fueron congruentes entre los diferentes métodos.
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La reconstruccién filogenética basada en el mar-
cador mitocondrial mostré una buena resolu-
cién y los principales clados estdn bien sopor-
tados. En la reconstruccion filogenética del gen
del cytb observamos que tal como los indivi-
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duos de S. alburnoides, los individuos “Raros”
del Estena, independientemente de su ploidia,
comparten el mismo linaje mitocondrial que S.
pyrenaicus (fig. 4). Para obtener mayor resolu-
cién del clado de los calandinos (S. alburnoides)

A hisparica 3
A hsparica’s
100"

6/ 1001 — A

93
Qo]

1doses

)

Cueness del Narte
(Der-Vouga-Alagen Tag)

Cuaseas del Tajo y Mondego

Cuensas del Sar
(Chaaedimna- Chasdalipsivis)

|:| Craenca del Sada

Figura 4. Arbol de Inferencia Bayesiana (IB) de los Leuciscinae ibéricos basado en el gen cytb. Los valores sobre las ramas > 50% in-
dican los valores de soporte de los diferentes métodos (IB, NJ, MP). * valor soportado por todos los analises, 2N, 3N y 4N - ploidia

Figure 4. Phylogenetic tree recovered from cytb sequence data of Leuciscinae from Iberian Peninsula using Bayesian methods. The
posterior probabilities to IB and percentage bootstrap supports obtained from the NJ (GTR distance), MP analyses are presented
above and below the branches, respectively. The bootstrap values lower than 50% are not shown. * value supported by all analyses,

2N, 3N and 4N - ploidy level.
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se utilizé una network basada en maxima par-
simonia que fue construida usando el método
de “Reduced Median Network” (BANDELT et
al. 1995) y “Median-Joining Network” (BAN-
DELT et al. 1999) implementado en el programa
NETWORK 4.5 (disponible en http/ / www. flu-
xusengineering.com). Se observaron cuatro gru-
pos (fig. 5) que corresponden a una estructura
geografica: 1) los S. alburnoides del Duero y
Vouga mas los del Alagén comparten el mismo

linaje mitocondrial; 2) los S. alburnoides y S.
pyrenaicus del Tajo y Mondego comparten el
mismo linaje mitocondprial; 3) los S. pyrenaicus y
los S. alburnoides del Sado son un linaje inde-
pendente; y 4) las poblaciones de S. pyrenaicus y
S. alburnoides del sur (Guadiana y Guadalqui-
vir) comparten el mismo linaje junto con los
“Raros” (fig. 3). Los “Raros” no forman un
grupo monofiletico ni tampoco se agrupan por
ploidia.

Figura 5. Red de haplotipos del cytocromo b de “Median Joining” construida con méxima parsimonia (MP). Los circulos son pro-

porcionales a la frecuencia de cada haplotipo. S. alburnoides: ® Duero,
diana (incluyendo los “Raros”), ® Guadalquivir, ® Quarteira; S. pyrenaicus: = Ebro,
® Guadiana, ® Guadalquivir, ® Quarteira; S. carolitertii: ® Duero, ® Vouga,

Vouga, - Mondego, ® Alagén Tajo, O Tajo, @ Sado, ® Gua-
Alagén Tajo, @ Tajo, ® Samarra @ Sado,

Mondego. Cada grupo esta designado por una letra:

A - Quarteira-Guadiana-Guadalquivir, B - Ebro-Samarra-Tajo (+S. pyrenaicus del Alagén Tajo y S. alburnoides del Mondego),
C-Sado, D - S. alburnoides del Duero-Vouga y Alagén Tajo, E - S. carolitertii del Mondego.

Figure 5. Median Joining network. The number of times each haplotype is present in the sample is proportional to the area of the

circle. S. alburnoides: ® Duero, © Vouga,
dalquivir, ® Quarteira; S. pyrenaicus: = Ebro,
teira; S. carolitertii: @ Duero, ® Vouga,

Mondego, ® Tagus-Alagon, O Tagus,
Tagus-Alagon, @ Tagus, ® Samarra ® Sado, ® Guadiana, ® Guadalquivir, ® Quar-
Mondego. Each group is designated by a capital letter: A - Quarteira-Guadiana-

Sado, ® Guadiana (including “Raros”), ® Gua-

Guadalquivir, B - Ebro-Samarra-Tagus (+S. pyrenaicus from Tagus-Alagon and S. alburnoides from Mondego), C - Sado,
D - S. alburnoides from Duero-Vouga and Tagus-Alagon, E - S.carolitertii from Mondego.

369



CUNHA, C., Y DOADRIO, 1.

La reconstruccién filogenética basada en el gen
nuclear S7 mostré menor resolucién que el cito-
cromo b pero los principales clados en general
estdn bien soportados (fig. 6). Sin embargo, para
algunas especies como S. carolitertii 'y S. pyrenai-
cus no tienen suficiente poder de resolucién. Los
individuos de S. alburnoides y los “Raros” com-
parten una de las copias del genoma que perte-
nece a la especie ancestral paterna extinta de S.
alburnoides (genoma A) que es un Alburninae y
grupo hermano de A. hispanica. Sin embargo, la
otra copia del genoma nuclear de los “Raros” es
distinta alade S. pyrenaicus/S. carolitertii (P o C)
perteneciendo a una especie ancestral (R) evolu-
tivamente grupo hermano de los endemismos
portugueses, Squalius torgalenis 'y S. aradensis (in-
existentes en el Guadiana) y nunca antes repor-
tada. No siempre fue posible obtener las dos co-
pias del genoma de los hibridos pero todos los
individuos “Raros” posefan una copia del nueva
linaje ancestral de Squalius.

DISCUSION

Los complejos asexuados han sido considerados
como lineas muertas incapaces de generar va-
riabilidad genética para responder a los cam-
bios ambientales que se producen. Sin embargo,
la hibridacién es muy comun en los peces, en
particular en los ciprinidos lo que puede ser una
importante fuente de variabilidad (COLLARES-
PEREIRA 1989; COSTEDOAT et al. 2007). La gran
incidencia de hibridos en la cuenca del Guadiana,
en particular de complejos hibridos poliploides,
puede estar relacionada con el hecho de que estos
rios sufren una fuerte variacién estacional o de
fenémenos histéricos de configuracién de la
cuenca. Debido a su origen hibrido, estos com-
plejos suelen estar caracterizados por tener una
mayor plasticidad fenotipica adaptativa pu-
diendo poseer una mayor tolerancia ambiental
que sus parentales. Ademads, la ploidia les per-
mite funcionar como tampén hacia las mutacio-
nes deletéreas y la heterozigosis fijada propor-
cionandoles una gran reserva de nuevos alelos
para seleccién, mutacién y evolucién génica
(ADAMS 2007) que les permite exhibir nuevos
fenotipos, diversificacién ecolégica e invasién de
nuevos nichos ecolégicos. La reproduccién ase-
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xuada les permite colonizar rdpidamente un
nuevo hébitat y el crecimiento poblacional es dos
veces mds rdpido que con reproduccién sexual.
Todas estas caracteristicas permiten que estos
complejos se establezcan con gran éxito en estos
sistemas.

De acuerdo con los andlisis filogenéticos basados
en el gen mitocondrial del citocromo b (Fig. 5) se
concluye que S. alburnoides y los “Raros” com-
parten el mismo ancestro materno: Squalius pyre-
naicus (genoma P). Este resultado podria llevar-
nos a pensar que estamos ante un nuevo
morfotipo del complejo S. alburnoides como con-
secuencia de la hibridacién, ploidia y constitu-
cién geondmica en repuesta al ambiente. Pero los
resultados del gen nuclear no soportan esta hi-
potesis indicando que estamos ante un nuevo
complejo hibrido unisexuado, que denominare-
mos “complejo Squalius indeterminado del Gua-
diana”, en el que estdn involucradas al menos
tres especies: S. pyrenaicus, una nueva especie an-
cestral de Squalius muy divergente de las demas
y la especie paterna extinta de S. alburnoides, o los
machos AA de S. alburnoides. A semejanza de S.
alburnoides y de la mayorifa de los vertebrados
unisexuales (VRIJENHOEK et al. 1989; ALVES et
al. 1997b; CUNHA et al. 2004) el complejo “Squa-
lius indeterminado del Guadiana” parece resul-
tar de eventos de hibridacién unidireccionales,
esto es, los hibridos resultan de cruces de hem-
bras de una especie con machos de otra pero
estos no son reciprocos. La hipétesis de que la es-
pecie ancestral materna del nuevo complejo sean
hembras de S. alburnoides en vez de S. pyrenaicus
con la especie paterna es igualmente plausible
una vez que las hembras triploides PAA produ-
cen oocitos haploides A pero con ADN mitocon-
drial de P, pero este tendria que vivir en simpa-
tria con la especie ancestral de Squalius.

El hecho de que el complejo “Squalius indetermi-
nado del Guadiana” no forme un grupo monofi-
lético indica que los eventos de hibridacién cier-
tamente se produjeron mds de una vez y a lo
largo del tiempo. Estos resultados fueron con-
gruentes con los obtenidos en la red de haploti-
pos del linaje materno (cytb) para las poblacio-
nes de los complejos S. alburnoides y “Squalius
indeterminado del Guadiana” en que se observa
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una fuerte estructuracién geografica congruente
con los resultados de estudios anteriores
(CUNHA et al. 2004). Esta estructuracion se co-
rresponde con los cuatro potenciales origenes in-
dependientes del complejo S. alburnoides. El com-
plejo “Squalius indeterminado del Guadiana”
comparte el mismo linaje mitocondrial del com-
plejo S. alburnoides del sur de la Peninsula Ibérica
indicando que los eventos de hibridacién estu-
vieron limitados a la cuenca del Guadiana.

Los resultados de los andlisis con el marcador nu-
clear indican que estdn involucradas dos especies
paternas en el origen de este nuevo complejo: la
especie ancestral paterna de S. alburnoides / ma-
chos AA y una especie nueva de Squalius apa-
rentemente ya extinta una vez que hasta ahora
nunca se han encontrado representantes de la es-
pecie bisexual. Este resultado es bastante inespe-
rado pues a pesar de compartir especies donan-
tes de esperma estos dos complejos hibridos
parecen tener estrategias que les permiten man-
tenerse en simpatria. Datos de microsatélites (no
publicados de CUNHA, COELHO & DOADRIO)
indican que en el genoma que comparten los dos
complejos hibridos (genoma A) se observan dis-
tintas frecuencias alélicas sugiriendo que hay ais-
lamiento reproductor de estos complejos pero
que son necesarios mds estudios.

Los resultados de citometria de flujo y determi-
nacién del sexo indican que estamos ante un
complejo constituido por diferentes formas di-
ploides y poliploides pero contrariamente a S. al-
burnoides s6lo constituido por hembras necesi-
tando parasitar esperma de otras especies. Ya
que no se han encontrado individuos de la espe-
cie bisexual del nuevo linaje de Squalius se de-
duce que en la actualidad son los machos AA de
S. alburnoides los que contribuyen en la dindmica
de este complejo unisexuado, pero todavia no se
sabe cudles son los mecanismos reproductores in-
volucrados en este nuevo complejo que ayuden a
comprender su dindmica poblacional.

En el rio Estena la composicién de las formas del
complejo S. alburnoides y del complejo “Squalius
indeterminado del Guadiana” es bastante seme-
jante, asi como con otras poblaciones del Gua-
diana, siendo la mayoria hembras triploides aun-
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que puede haber oscilaciones en su composicién
pues estos rios estdn sometidos a una fuerte va-
riacién estacional, alternando largos periodos de
sequia con riadas o avenidas de variable intensi-
dad. En la época seca habrd una mayor mortali-
dad pues la falta de disponibilidad de habitat, de
alimento y una mayor predacién por parte de las
especies exéticas explican esas variaciones que se
pueden verificar incluso en la misma estacién de
muestreo a lo largo del afio.

La ausencia de machos diploides hibridos de S.
alburnoides en la cuenca del Guadiana tiene im-
plicaciones directas en su dindmica poblacional,
asi como en su existencia a largo plazo. El hecho
de que no existan machos diploides hibridos di-
ficulta el establecimiento de lineas tetraploides,
una vez que los cruces de hembras diploides hi-
bridas PA con los machos diploides hibridos PA
resultaria en una progenie tetraploide (ALVES et
al. 2001). Ademds cruces experimentales indican
que esos tetraploides son fértiles y producen ga-
metos reducidos (2n).

Los tetraploides de S. alburnoides en el Guadiana
podrian obtenerse a través de hembras triploides
que esporadicamente podrian producir oocitos
no reducidos (PAA) que fecundados por esperma
reducido (P o A) podrian obtener una progenie
tetraploide (ALVES et al. 2004). Sin embargo, es-
tudios de comportamiento indican que las hem-
bras triploides tienen un comportamiento repro-
ductor preferencial con los machos AA
reduciéndose la posibilidad de obtener tetraploi-
des simétricos (SOUSA-SANTOS et al. 2006). Esta
reproduccién preferencial también puede expli-
car la ausencia de hibridos con Anaecypris hispa-
nica, especie hermana del ancestral paterno, una
vez que el complejo es capaz de reconstruir la es-
pecie ancestral paterna (machos AA).

El reestablecimiento de la bisexualidad y de la di-
ploidizacién del genoma a través de la tetraploi-
dizacién en S. alburnoides es poco probable que
ocurra en la cuenca del Guadiana por la compo-
sicién de los biotipos, por sus modos de repro-
duccién, y también por la falta de hébitat ade-
cuado para que la linea tetraploide se pueda
aislar de las otras formas del complejo. En la
cuenca del Tajo, contrariamente a lo que pasa en
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la cuenca del Duero, a pesar de la existencia de
tetraploides simétricos estos no son capaces de
aislarse de las otras formas no permitiendo una
evolucién por ploidia (CUNHA 2008; CUNHA et
al. 2008, 2009). Sorprendentemente, en el com-
plejo “Squalius indeterminado del Guadiana” te-
nemos un registro de un individuo tetraploide
sugiriendo que la triploidia pude ser un paso in-
termedio para la tetraploidizacién. La triploidia
es muchas veces vista como un paso intermedio
para la obtencién de ploidia par y restablecer de
nuevo la bisexualidad y la diplodizacién del ge-
noma. Sin embargo la tetraploidizacién no siem-
pre conduce al reestablecimiento de la bisexuali-
dad y la diplodizacién del genoma, como ocurre
en las poblaciones de S. alburnoides del Tajo.

Muchas veces la hibridacién estd asociada a una
amenaza para las especies parentales. Actual-
mente, el impacto de estos complejos en las es-
pecies parasitadas no parece ser significativo, ya
que nunca se observé en las especies donantes de
esperma sefial de introgresiéon genética ni tam-
poco se observé recombinacién de los genomas
interespecificos en los hibridos. Sin embargo, este
tipo de complejos puede haber contribuido a la
extincién de las especies ancestrales paternas re-

sultante de asimilacién genética, debido al gran
flujo entre hibridos y las especies ancestrales pa-
ternas ya extintas.

Para comprender mejor el potencial evolutivo de
este nuevo complejo hibrido unisexuado son ne-
cesarios mds estudios que ayuden a entender sus
mecanismos reproductores, su dindmica pobla-
cional y cudl es el mecanismo de determinacién
del sexo.
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