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La complejidad es un fenómeno inherente a todos los sistemas biológicos, entre

ellos los sistemas genéticos o multilocus. En estos se hacen necesarios nuevos

parámetros para describir la composición genética de las poblaciones, entre ellos el

desequilibrio gamético. El análisis de este último puede arrojar luz sobre las causas del

valor adaptativo diferencial de los portadores de distintas ordenaciones cromosómicas,

como ocurre en el caso del polimorfismo de inversión del cromosoma 2 de Drosophila

buzzatii, una especie cactófila originaria de América del Sur. Esto se debe a que las

inversiones capturan en su interior conjuntos particulares de alelos pertenecientes a

diferentes loci, que quedan protegidos de la recombinación y funcionan como una

unidad segregacional. Este fenómeno se traduce entonces como diferenciación

genética, debido a la presencia de asociaciones no aleatorias entre dichos loci y los

cromosomas, las cuales podrían ser las responsables del valor adaptativo diferencial de

cada una de las inversiones.

En el presente trabajo se analizó el desequilibrio gamético entre siete loci

enzimáticos y el polimorfismo de inversión del cromosoma 2 en una población natural

de D. buzzatii. Sólo tres de estos loci, Est-1 (Esterasa-l), Est-2 (Esterasa-Z) y th

(Xantin-deshidrogenasa), los cuales mapean dentro, cerca y lejos respectivamente de

los segmentos involucrados en los reordenamientos cromosómicos, exhibieron

desequilibrios significativos, postulándose distintas explicaciones para la presencia de

los mismos. También se detectaron desequilibrios entre pares de alelos de estos tres

loci, de los cuales sólo una combinación presentó resultados significativos para los dos

componentes de desequilibrio presentes en loci asociados a un sistema de inversiones:

el componente “entre” (desequilibrio por covarianza) y el componente “dentro”. El

resto de las asociaciones mostró sólo desequilibrio “dentro”, el cual fue siempre

atribuible a una determinada ordenación, sugiriendo que, si los desequilibrios entre

enzimas son causados por mecanismos selectivos, el valor adaptativo de las

combinaciones alélicas no sen’aindependiente de las ordenaciones cromosómicas.

Los resultados obtenidos fueron acordes con los provenientes de estudios

similares en el área de origen y en áreas de colonización de la especie, demostrando la

existencia de diferencias genéticas en el contenido de las inversiones del cromosoma 2

previas a la expansión de la especie a otros continentes.
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To every complexproblem, there is a simple solution, and it is usually wrong.

H. L. MENCKEN

Durante varios siglos, desde las ideas de Galileo hasta Descartes y Newton, ha I

predominado la idea de simplicidad, poniéndose énfasis en la búsqueda de un universo

fundamental, estable a través de las apariencias. Sin embargo hoy en día, hay que

rendirse ante las evidencias que, en todos los niveles en los cuales pensemos, desde los

sistemas planetarios hasta las particulas subatómicas, la naturaleza ya no es explicable

en términos de este paradigma clásico (Pn'gogine, 1983; Weinberg, 1994).

Los nuevos desarrollos en fisica y matemática asociados con el caos y la

inestabilidad han introducido una nueva visión del mundo, donde lo casual y lo

irreversible asoman por todas partes. Este “nuevo comportamiento” de la naturaleza

conduce a que las propiedades de los sistemas se tomen más complejas, dada su

imprevisibilidad, irreversibilidad y dinámica.

La Biología siempre se ha enfrentado con este tipo de problemática, debido a que

los sistemas biológicos, en cualquiera de sus niveles de organización, ya sean las

moléculas celulares como las poblaciones y los ecosistemas, son sistemas complejos;

están formados por un gran número de unidades integradas e interdependientes, cuya

acción está coordinada en el espacio y en el tiempo y no están aisladas del entorno, ya

que intercambian con el mismo materia y energía.

La Genética, especialmente la Genética de Poblaciones, no es ajena a esta realidad

de la complejidad biológica y ha tratado desde muy temprano en su desarrollo de

aplicar modelos que ayuden a comprender mejor el funcionamiento de la naturaleza.

En este sentido los trabajos pioneros de Fisher (1930) y Wright (1932) plasman la idea

que los genes no son entidades aisladas, si no que constituyen sistemas cuyas

propiedades emergentes no pueden ser explicadas como la mera suma de cada una de

las partes. Los trabajos de este último han resultado particularmente influyentes en el

campo de la Biología Evolutiva, donde su “shifting balance theory of evolution”

(1968-1978), es un ejemplo perfecto de este esfuerzo por crear modelos complejos que

describan los procesos naturales de una manera más real. En el mismo los patrones

microevolutivos son explicados considerando simultáneamente la acción de las



distintas fiJerzas evolutivas (selección natural, deriva, migración), el efecto de la

estructura poblacional y la presencia de interacciones génicas.

¿Los SISTEMAS MULTII-OCUS

Los genes, como se ha dicho anteriormente, constituyen un tipo particular de

sistemas, los llamados sistemas multilocus, nombre que proviene del hecho que están

integrados por dos o muchos más loci. En estos sistemas los genes muestran diferentes

grados de cohesión, pudiendo ser ésta simplemente de tipo fisico o de tipo fiincional,

en cuyo último caso los loci pueden o no estar juntos pero presentan interacciones

entre ellos. En este aspecto merecen destacarse las ideas de Mayr, quien en su libro

Animal Species and Evolution (1963) puso énfasis en el fenómeno de las interacciones

génicas, tanto a nivel de los cromosomas como del genoma y aún del pool génico de

las poblaciones.

Cuando se consideran sistemas multilocus para describir los cambios en la

estructura genética de una población hay que establecer parámetros diferentes a los

que se utilizan para un solo locus, donde las frecuencias alélicas y genotípicas son

suficientes para detallar la variación genética poblacional. Si, en cambio, se quiere

realizar un análisis que involucre a varios loci simultáneamente, es preciso considerar

las frecuencias de las combinaciones alélicas de dichos loci, es decir que serán

necesarias las frecuencias gaméticas o haplotípicas.

EL-bEsEoumsmo GÁMÉTICO

Si en una población la asociación de alelos de diferentes loci en las gametas es al

azar, es decir que los haplotipos son el resultado del producto de las frecuencias

alélicas de cada locus, dicha población se encuentra en equilibrio gamético (EG). En

este sentido el EG es para un sistema multilocus análogo al equilibrio de

Weinberg (EHW) para un locus y describe el equilibrio que se alcanza en ausencia de

fiJerzas evolutivas en una población de tamaño infinito con apareamiento al azar. No

obstante hay que destacar que el EG es una propiedad de los haplotipos y no de los

genotipos.

Sin embargo, existen factores que pueden afectar este equilibrio. El más simple de

ellos es el ligamiento, es decir la localización de dos o más loci en un mismo



cromosoma, fenómeno que genera el desvío de las proporciones observadas respecto

de las esperadas cuando la segregación de los alelos de cada locus es independiente.

Este desvío de las frecuencias gaméticas esperadas por azar recibe el nombre de

desequilibrio gamético (DG), el cual puede ser descripto mediante diferentes

parámetros como por ejemplo D (Lewontin y Kojima, 1960).

No obstante, en ausencia de algún factor que lo mantenga, el DG decaerá con el

tiempo debido a que la recombinación contrarresta el efecto del ligamiento

destruyendo las asociaciones no azarosas.

Puede demostrarse que el DG (cuantificado mediante el parámetro D) varía a lo

largo de las generaciones en función de la recombinación de la siguiente manera

(Lewontin y Kojima, 1960):

D¡= (1-r)t D0

donde

Dt es el desequilibrio gamético en la generación t

Do es el desequilibrio gamético inicial

r es la tasa de recombinación

t es el número de generaciones transcurridas.

Por lo cual, cuanto mayor es el valor de r (cuyo máximo es de 0.5) mayor es la

velocidad con que se alcanza el EG (D=0), es decir menor es el número de

generaciones necesarias para que las frecuencias gaméticas sean las correspondientes

al producto de las frecuencias alélicas:



Es importante destacar que, a diferencia de lo que ocurre con el EHW que se

alcanza luego de una generación de panmixia, una población logra el EG tras

numerosas generaciones de aparcamiento al azar.

Existen otros factores, además del ligamiento, que pueden provocar DG en las

poblaciones naturales (Hedrick et al., 1978; Ridley, 1996, pag. 206):

o Aún no transcurrieron las generaciones suficientes para alcanzar el equilibrio: el

número de generaciones necesarias para que se aleatoricen las frecuencias

gaméticas puede ser muy grande, especialmente si la tasa de recombinación es muy

baja (genes fuertemente ligados). Por ejemplo para que Do decaiga a la mitad con

r = 0.001 se necesitan 693 generaciones.

o Sistema de apareamiento: si el sistema de apareamiento no es panmíctico, la tasa

de decaimiento del desequilibrio gamético disminuye. Si, por ejemplo, los

portadores de un gen A1 tienden a aparearse con mayor frecuencia con los

portadores de un gen B2, existirá un exceso de gametas con el genotipo A1B2.

También cierto grado de endogamia, reproducción asexual o autofecundación

reduce la proporción de heterocigotas, con lo cual disminuye la probabilidad que se

formen gametas o individuos recombinantes.

o Tamaño poblacional pequeño: si el N es pequeño, procesos estocásticos como la

deriva génica pueden provocar un exceso de algún haplotipo, generándose DG. Este

efecto puede hallarse aún en poblaciones que hoy tienen un tamaño grande pero han

sufrido algún proceso del tipo efecto fiJndador o un cuello de botella más o menos

recientemente.

e Migración y estructura poblacional: si existe migración o hibridación entre dos

poblaciones y las frecuencias alélicas para los diferentes loci son distintas, se

generará desequilibrio gamético el cual puede ser cuantificado de acuerdo con la

siguiente expresión propuesta por Cavalli-Sforza y Bodmer (1971):

D = m1m2(P1x —ply) (q1x - Chy)

donde

m1 proporción de individuos de la población x

m2 proporción de individuos de la población y

plx frecuencia del alelo A1en la población x

ply frecuencia del alelo A1en la población y

qlx frecuencia del alelo B1en la población x



qu frecuencia del alelo B1en la población y,

asumiendo D = 0 en cada población.

e La subdivisión poblacional: tiene generalmente un efecto similar al del sistema de

aparcamiento. Debido a que las subpoblaciones pueden tener frecuencias alélicas

diferentes, la frecuencia de heterocigotas es menor a la esperada en una población

única más grande (efecto Wahlund) y esta condición reduce la probabilidad de

recombinación de las gametas.

Efecto de arrastre (“genetic hitchhiking”): Thomson (1977) demostró que puede0

generarse DG entre dos loci neutros por arrastre de un tercer locus favorecido por la

selección natural con el cual ambos están asociados.

Selección natural: los portadores de ciertas combinaciones alélicas tienen unQ

mayor valor adaptativo. Este valor adaptativo total puede depender de tres tipos de

relaciones entre los valores adaptativos de cada locus:

e Independencia aditiva: el valor adaptativo de cada genotipo multilocus es igual

a la suma de los valores adaptativos para cada locus:

LOCUS A

LOCUS B

o Independencia multiplicativa: el valor adaptativo de cada genotipo multilocus

es igual al producto del valor adaptativo para cada locus:

LOCUS A

LOCUS B



e Interacciones epistáticas: cada genotipo posee un valor adaptativo determinado

que no puede explicarse en términos de suma o producto de los genotipos para

cada locus (no existe independencia aditiva ni multiplicativa para los valores

adaptativos de los loci):

LOCUS A

LOCUS B

' LAS INVERSIONES como GENERADORES DE DESEQUILIBRIO

Las inversiones son un tipo de alteración cromosómica estructural en la cual un

segmento de un cromosoma se ubica en sentido inverso respecto de la secuencia

normal o estándar.

Podemos considerarlas como un tipo particular de sistemas multilocus, ya que

afectan las relaciones de ligamiento de los genes contenidos en los cromosomas que

las portan. Esto se debe a que, al generarse, capturan en su interior un conjunto

particular de alelos pertenecientes a diferentes loci, que quedan protegidos de la

recombinación, y funcionan como una unidad segregacional. Esta inhibición de la

recombinación se explica porque los individuos heterocigotas para un cromosoma

portador de una inversión, producen durante la meiosis gametas recombinantes que no

son balanceadas. En el caso de inversiones que involucran el centrómero

(pericéntricas), los entrecruzamientos dentro de la región invertida llevan a un 75% de

gametas con duplicaciones o deficiencias, mientras que si el centrómero no está

involucrado (inversiones paracéntricas), las gametas desbalanceadas constituyen el

50% del total.

Sin embargo en algunas especies los individuos heterocigotas para inversiones no

sufren una reducción en la fertilidad gracias a la existencia de mecanismos

compensatorios, que sortean los problemas mecánicos durante la meiosis. Un ejemplo

de ello lo constituye el género Drosophila, donde las cromátidas di y acéntricas son



dirigidas a los cuerpos polares durante la oogénesis mientras que en la

espermatogénesis no se producen entrecruzamientos (Sturtevant y Beadle, 1936). Este

mecanismo compensatorio permite que tal tipo de alteración cromosómíca sea muy

abundante en las poblaciones naturales y que, como consecuencia, exista una

reducción en la recombinación efectiva entre cromosomas portadores de diferentes

inversiones.

La existencia de inversiones paracéntricas en el género Drosophila fue

descubierta por Sturtevant (1917), cuyos estudios posteriores junto a Plunkett (1926)

pusieron de manifiesto la existencia de diferencias interespecíficas en las inversiones,

a través del ahora clásico caso de la inversión en el cromosoma 3 que diferencia a D.

melanogaster de D. simulans. A partir de entonces los trabajos de Dobzhansky y

colaboradores (Sturtevant y Dobzhansky, 1936a y b; Dobzhansky y Sturtevant, 1938),

fundamentalmente en las especies D. pseudoobscura y D. persimilis, sentaron las

bases para todos los estudios posteriores sobre los polimorfismos de inversión en el

género.

El origen de cada inversión, de acuerdo ala llamada "visión tradicional" (Krimbas

y Powell, 1992) postula la existencia de un evento único en el cual se produce la

ruptura simultánea pero independiente de dos regiones del cromosoma, que se vuelven

a unir con una orientación opuesta respecto de la secuencia original.

Este modelo de origen único trae aparejadas tres suposiciones:

o Una inversión es un evento raro.

o La probabilidad que dos de tales eventos involucren la misma porción del

cromosoma es aún menor (lo cual equivale a decir que las rupturas ocurren al

azar a lo largo de todo el cromosoma).

e Si aún estas dos cosas ocurrieran, la inversión debe establecerse en la población

o la especie, lo cual también constituye un evento de baja probabilidad.

Esto significa que el origen polifilético de las inversiones exigiría una

concatenación de eventos cuya probabilidad de ocurrencia es muy baja.



Sin embargo numerosos estudios han puesto en tela de juicio la monofilia de las

inversiones. A partir de los trabajos de Goldschmidt (1939) ha existido abundante

información y discusión sobre la presencia de regiones donde ocurren rupturas

masivas (ver revisión en Krimbas y Powell, 1992), a la vez que el descubrimiento de

regiones móviles (transposones) en el genoma de Drosophila (Green, 1980; Engels,

1983; Engels y Preston, 1984) dio una nueva perspectiva al origen de las inversiones.

Por otra parte, trabajos más recientes basados en estudios moleculares tanto

mediante análisis de sitios de restricción (Aquadro et al, 1991; Babcock y Anderson,

1996) como de secuenciación de ADN (Wesley y Eanes, 1994; Hasson y Eanes, 1996)

hallaron que las diferencias genéticas entre distintas inversiones fueron mucho

mayores que entre cromosomas portadores de un mismo reordenamiento, dando apoyo

a la hipótesis de un origen único.

Una vez que la inversión se ha generado pueden señalarse tres etapas en su

historia evolutiva (Krimbas y Powell, 1992):

o Tras su origen como evento único se perderá o mantendrá en la población a

través de procesos estocásticos.

o Si logra aumentar su frecuencia, su destino podrá depender no solamente del

azar sino también de procesos selectivos.

o Se genera un polimorfismo estable mantenido por algún tipo de selección o la

inversión continúa aumentando su frecuencia hasta fijarse por deriva o selección

direccional.

r¿Quéroc‘ums MIENTRASTANTO con ELCONTENIDOGENÉTICO

DE LA¡mansiónv como ÉSTE PUEDEINFLUIRENLA FIJACIÓN
DE LA MISMA?

Si las inversiones tienen un origen único, los alelos de los genes dentro de

cualquier copia de una inversión dada deben ser iguales, y dicha identidad daría por

resultado una asociación no al azar (DG) de loci ubicados dentro del segmento

invertido. Sin embargo debe destacarse que la identidad de las ordenaciones disminuye

a lo largo del tiempo debido a entrecruzamientos dobles, conversión génica y

mutación.



Las evidencias acumuladas durante veinte años (Prakash y Lewontin, 1968, 1971;

Kojima et al., 1970; Nair y Bmic, 1971; Charlesworth y Charlesworth, 1973; Prakash

y Levitan, 1973, 1974; Prakash, 1974; Loukas y Krimbas, 1975; Charleswoth et al,

1979; García y Prevosti, 1981; Prevosti et al., 1983; Fontdevila et al., 1983;

McBride et al., 1988) han mostrado que para las inversiones de Drosophila puede

esbozarse el siguiente patrón: los loci ubicados fiiera de la inversión no exhiben DG

con la misma, los loci localizados dentro tienen grados variables de DG según la

posición (por ejemplo, los loci ubicados en el centro de la inversión sufren mayor

recombinación porque existe una mayor probabilidad de apareamiento entre

cromosomas homólogos) y los loci cercanos a los puntos de ruptura exhiben DG,

como resultado del efecto inhibitorio de la inversión sobre la formación de quiasmas

en esas regiones (Dobzhansky y Epling, 1948a y b; Carson, 1953; Grell, 1962).

Existen diferentes explicaciones para estos patrones de DG:

e Razones históricas: los alelos se asocian entre sí y con las inversiones cuando

éstas se originan, es decir simplemente por azar.

e Deriva: procesos poblacionales tales como cuellos de botella permiten a la

deriva construir el desequilibrio. Diversos trabajos (Ishii y Charlesworth, 1971;

Nei y Li, 1975, 1980; Strobeck, 1983) han concluido que los patrones

observados de DG junto con las tasas conocidas de recombinación son

compatibles con explicaciones histórico-neutralistas. No obstante Krimbas y

Loukas (1980) postularon, en un estudio de las inversiones de D. subobscura,

que la selección mantiene las asociaciones por un tiempo mayor al esperado por

azar, ya que las estimaciones de la antigüedad del polimorfismo bajo un modelo

neutralista indicarían que éste es reciente.

o Selección: la selección puede favorecer ciertas combinaciones de alelos dentro y

entre ordenaciones generando DG. Según Wasserman (1972) hay tres niveles en

los cuales puede actuar la selección para generar y mantener un polimorfismo

cromosómico:

o Selección génica: el valor adaptativo de la inversión se explica simplemente

por dominancia (que enmascara los efectos de los alelos perjudiciales

recesivos) o sobredominancia (los heterocigotas tienen mayor valor

adaptativo que los homocigotas) de los genes capturados por ella, sin

necesidad de interacciones entre loci.
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Selección cariotípica: cada ordenación está adaptada a un ambiente particular.

Los alelos contenidos en una inversión son diferentes a los de otra

ordenación, y sus portadores tendrán un valor adaptativo elevado en

ambientes diferentes. En este modelo el polimorfismo puede ser mantenido si

la población ocupa un ambiente heterogéneo o si existe una selección

dependiente de las frecuencias contra el homocariotipo mejor adaptado.

Selección supergénica: para explicar este modelo de selección es necesario

introducir previamente dos conceptos: supergen y coadaptación. Un supergen

es un grupo de genes tan fiiertemente ligados que la recombinación entre ellos

ocurre muy raramente (Darlington y Mather, 1949). El término coadaptación

fue acuñado por Dobzhansky (1949), para referirse a la compatibilidad entre

reordenamientos cromosómicos alternativos de una misma población, es decir

que las inversiones adquieren valor adaptativo si surgen en cromosomas que

contienen sistemas de modificadores (genes) que dan origen a heterocigotas

altamente adaptados con otros sistemas de modificadores en la misma

población. Otros autores como Lewontin (1974) lo han aplicado para definir

las asociaciones entre alelos particulares en los loci dentro de una inversión

cromosómica y la inversión misma.

A diferencia de los dos tipos anteriores de selección, aquí existen

interacciones epistáticas entre genes localizados en un mismo cromosoma, las

cuales constituyen los puntos iniciales para generar coadaptación dentro de

las inversiones. Cada reordenamiento representa no un tipo único, sino una

familia de supergenes que difieren entre sí en las combinaciones alélicas que

poseen. La recombinación entre los distintos supergenes de la misma familia

en los homocariotipos destruye la coadaptación de los mismos, provocando la

desaparición de las combinaciones alélicas que generan mayor valor

adaptativo en sus portadores. Este fenómeno no se produciría en los

heterocariotipos, que pasarían a sus descendientes los supergenes

coadaptados, mientras que una selección dependiente de la frecuencia contra

el homocariotipo más abundante permitiría la existencia de polimorfismo

cromosómico.



Dentro de las especies de Drosophila que presentan polimorfismos cromosómicos

se encuentra D. buzzatii (Grupo repleta, Subgrupo mulleri, complejo buzzatii; Ruiz y

Wasserman, 1993). Es una especie cactófila, habitante de zonas áridas y semiáridas,

que se alimenta y desarrolla en los tejidos necróticos de Cactáceas, principalmente del

género Opuntia (Hasson et al, 1992). Es originaria de América del Sur y ha sido

recientemente introducida en forma pasiva en el Viejo Mundo (Fontdevila et al., 1981)

y en Australia (Barker, 1982).

Gracias a su nicho ecológico bien definido, constituye un excelente modelo de

estudio, tanto para evaluar procesos evolutivos en poblaciones naturales (Barker y

East, 1980; Ruiz et al, 1986; Hasson et al, 1991; Rodríguez et al., 1999) como para

realizar estudios eco-genéticos (Fanara, 1995; Fanara et al., 1996; Fanara et al., 1998;

Fernández Iriarte, 1999) y genético-poblacionales asociados a la colonización

(Fontdevila et al., 1982; Fontdevila, 1989).

Su can'otipo consiste en seis pares de cromosomas: cuatro pares de autosomas

acrocéntricos de igual longitud, un par de cromosomas puntiformes, un X acrocéntrico

largo y un pequeño Y también acrocéntrico (Wasserman, 1962). Su polimorfismo

cromosómico está bien caracterizado: los cromosomas 2 y 4 (secuencias estándar-st)

presentan un total de ocho inversiones paracéntn'cas: 2j, 2jz3, 2jq7, 2jc9, 2js9, 2r9 2y3 y

4s (Fontdevila et al, 1982; Ruiz et al, 1985; Ruiz y Wasserman, 1993, Hasson et al.,

1995). En las poblaciones argentinas, las ordenaciones más frecuentes son 25t, 2j y 4st.

2jz3 y 4s muestran una distribución más limitada (Hasson et al, 1995) mientras que

2jq7, 2jc9, 2js9, 219y 2y3 son muy raras y se han encontrado en al menos una

población.

Las poblaciones del Viejo Mundo presentan sólo seis ordenaciones: 2st, 2j, 2jz3,

qu7, 4st y 4s (Fontdevila et al, 1981, Fontdevila, 1989) las cuales también están

presentes en Australia, con excepción de 2qu7y 4s. Esta reducción en la cantidad de

ordenaciones junto con incrementos en las frecuencias de inversiones raras en

América del Sur (por ejemplo jq7) ha sido interpretada como un patrón resultante de

procesos estocásticos asociados a la colonización (efecto fundador) (Fontdevila,

1989). Sin embargo debe destacarse que diversos estudios han puesto de manifiesto la

naturaleza adaptativa del polimorfismo de inversión del cromosoma 2.



Las poblaciones del Nuevo Mundo muestran un patrón de estructuración

poblacional concordante con las regiones fitogeográficas (Hasson et al., 1995) y la

existencia de correlaciones significativas de las inversiones con variables geográficas

(latitud, longitud y altitud) similares a los patrones clinales detectados en Australia

(Knibb y Barker, 1988) da sustento a la hipótesis de una diferenciación selectiva.

Por otra parte, análisis de componentes de selección, tanto en una población del

área de origen de la especie (Hasson et al, 1991) como en una población colonizada

del Viejo Mundo (Ruiz et al, 1986), evidencian la existencia de diferentes patrones de

selección endocíclica, donde cada ordenación afecta pleiotrópicamente varios

componentes del valor adaptativo (una ordenación confiere una ventaja adaptativa en

un estadío del ciclo de vida, pero resulta desventajosa en otro).

También se estudiaron caracteres morfológicos y su relación con las inversiones y

la adecuación darwiniana, teniendo en cuenta que la selección natural opera

fundamentalmente a través del fenotipo. Estos trabajos han demostrado la existencia

de correlaciones entre las inversiones del cromosoma 2 y varios rasgos relacionados

con el tamaño corporal (Norry et al, 1995a), entre el tamaño del tórax y componentes

del valor adaptativo del adulto como la longevidad (Santos et al., 1992, Hasson et al,

1993) y la fecundidad (Santos et al, 1992) y entre el ancho de la cara y la probabilidad

de aparcamiento de los machos (Nony et al, 1995b). Más aún, este tipo de estudios ha

permitido demostrar que el efecto medio de las inversiones sobre el tamaño corporal y

la correlación entre tamaño y longevidad, permiten explicar los cambios de

frecuencias cromosómicas debidos a longevidad diferencial (Rodríguez, 1998;

Rodríguez et al, 1999).

Una orientación alternativa para analizar las diferencias de valor adaptativo entre

los portadores de diferentes ordenaciones cromosómicas es comparar el contenido

genético de las diferentes ordenaciones. Dado que éstas, como se expuso

anteriormente, capturan combinaciones particulares de alelos en diferentes loci que

segregan como un bloque (supergen), una manera de cuantificar la diferenciación en el

contenido genético de las inversiones es estudiar las asociaciones gaméticas entre

inversiones y loci que mapeen dentro o cerca de los segmentos involucrados en el

rearreglo.

Knibb et al. (1987) estudiaron el desequilibrio gamético entre las inversiones del

cromosoma 2 y las enzimas Esterasa-l (Est-1) y Esterasa-2 (Est-2) en poblaciones



colonizadas de Australia. Dichos autores encontraron que los desequilibrios totales

entre ambas enzimas y los cromosomas fueron significativos y que, además, Est-l

exhibía patrones de desequilibrio consistentes en todas las poblaciones analizadas.

Otro estudio de desequilibrios enzima-inversiones se llevó a cabo en dos

poblaciones del Viejo Mundo utilizando las enzimas Est-2 y Peptidasa-2 (Pep-2)

(Betrán et al., 1995). Est-2 exhibió un desequilibrio casi completo en ambas

poblaciones, pero con asociaciones alelo-inversión diferentes a las encontradas en las

poblaciones australianas.

Sin embargo, una limitación de ambos trabajos es que fueron realizados en

poblaciones colonizadas y, como los mismos autores sugieren, estudiar qué ocurre con

los desequilibrios gaméticos en el área de origen puede contribuir a arrojar luz sobre

las causas de los mismos.

En este contexto se ha abordado el estudio de los desequilibrios

enzima en poblaciones naturales pertenecientes a diferentes regiones fitogeográficas

de Argentina (Rodríguez, 1998; Rodríguez et al., en preparación), utilizando

marcadores que mapean dentro de los segmentos comprometidos en las inversiones j y

jz3 (Aldehído oxidasa (Aldox) y Est-l), dentro de las inversiones jz3 y jq7(Est-2) y

fuera de todas las ordenaciones (Pep-2, Leucil aminopeptidasa (Lap) y Xantín

deshidrogenasa(th)).

En este trabajo se presenta el análisis de una de dichas poblaciones.

e Cuantificar el desequilibrio gamético entre las ordenaciones del cromosoma 2 y

siete loci enzimáticos que mapean en el mismo en una población natural del área

de origen de Drosophila buzzatii.

e Comparar los resultados obtenidos a partir de dos métodos diferentes para aislar

cromosomas salvajes ya utilizados en trabajos anteriores, para comprobar si existe

algún tipo de efecto debido al tratamiento empleado.



 



El muestreo se llevó a cabo en la población natural denominada Otamendi

(Hasson et al, 1995), localizada a unos 30 km al noroeste de la ciudad de Buenos Aires

en el kilómetro 50 de la Ruta Nacional 9.

Esta localidad se encuentra en la Región Fitogeográfica de la Pampa Meridional

(Cabrera, 1976) y sus coordenadas geográficas son 34.4° de latitud y 58.8° de longitud.

El área estudiada es un cortaderal que corre paralelo a las vías del ferrocarril Mitre y

está ocupada irregularmente por cactus de la especie Opuntia vulgaris.

La recolección de adultos se realizó durante el mes de octubre de 1996 por la

tarde, utilizando trampas de banana fermentada con levaduras, que se distribuyeron

alrededor de las plantas de 0. vulgaris donde fiJncionaron como cebos. Luego, con

ayuda de una red entomológica, se procedió a la captura de individuos adultos, los

cuales fueron colocados en frascos y llevados al laboratorio.

En sus estudios para identificar la presencia de genes letales en los cromosomas

de Drosophila, Muller (1950) y posteriormente Dobzhansky (1970) idearon una

técnica de cruzamientos controlados para aislar cromosomas de individuos colectados

en poblaciones naturales y ponerlos en homocigosis.

Para ello utilizaron cepas con dos marcadores dominantes visibles localizados en

cromosomas homólogos y letales en homocigosis (cepas de letales balanceados).

Debido a que la finalidad era obtener cromosomas “salvajes” (es decir provenientes

de la población natural) utilizaron sólo a los machos, ya que en éstos el

entrecruzamiento está inhibido y no se producen quíasmas durante la meiosis.

La técnica consiste en cruzar los machos (cuyo genotipo puede representarse

como +1 / +2) con hembras vírgenes de la cepa (genotipo MMA/[2).Los individuos de la

siguiente generación resultan todos heterocigotas y portadores de un cromosoma

salvaje y otro mutante (Ml/+1, M1+2,M2/+1, M2/+2). De esta F1 se toma nuevamente

un macho (seleccionando de esta manera un cromosoma salvaje) y se lo cruza con otra

hembra de la misma cepa. Suponiendo que el macho elegido sea M1/+1,la F2 estará

compuesta por individuos M1/Ml (que mueren), M1/M2,M1/+1y M2/+¡. Con este paso

se logra amplificar el número de individuos portadores del cromosoma +1.
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Finalmente se realiza un cruzamiento entre machos y hembras F2 portadores de la

mutación M1(M1/+1)y se obtiene una F3con los genotipos Ml/Ml (que mueren), M1/+1

(mutantes visibles) y +1/+¡ (fenotipo salvaje), lográndose de esta manera poner en

homocigosis el cromosoma de interés.

Sobre 1abase de esta técnica se utilizaron dos esquemas de cruzamientos

controlados para obtener haplotipos de los individuos colectados en la población

natural.

Tras la identificación y sexado de los adultos, se obtuvieron 199 machos de

Drosophila buzzatii los cuales fiieron distribuidos uniformemente en dos grupos,

Otamendi A y Otamendi B.

Cada uno de estos grupos fue sometido a un tratamiento diferente para aislar

cromosomas 2 y determinar su ordenación (ZSt,2j, etc.) y los alelos correspondientes a

siete loci isoenzimáticos que mapean dentro de dicho cromosoma. Es decir que a partir

de los 199 individuos se obtuvieron los datos cromosómicos y enzimáticos de 199

gametas o haplotipos.

Los cien machos asignados a Otamendi A fiJeron cruzados con hembras de una

cepa de letales equilibrados para el cromosoma 2, portadora de las mutaciones

Antennapedia y A5(Barker, 1994), cedida por el Profesor Dr. J. S. Barker, de acuerdo

al siguiente esquema de cruzamientos:

HEMBRA VIRGENAnt/A5 HEMBRA VIRGENF2 Antl+

HEMBRAVIRGENAnt/A5 —> X ————+F3 (+ )
X ———> MACHO Fl Ant/+ MACHOF2 Ant/+

MACHO CAPTURADO+/+

PROCESAMIENTO PROCESAMIENTO ANÁLISIS CHOLÓGICO

ELECTROFORÉ’I'ICO ELECTROFORÉTICO DE LARVAS

Genotipo de cada macho
capturado

Haplotipo presente en la F1 Ordenación cromosómica presente
en cada individuo F1

Los individuos restantes (Otamendi B) fueron cruzados individualmente con

hembras de una cepa homocariotípica para el cromosoma 2 y para los 7 loci

enzimáticos estudiados (cepa B®H, cedida por el Profesor Dr. A. Fontdevila),

mediante el siguiente esquema:



HEMBRAVIRGEN BGH j/j HEMBRAVIR(EN BQH j/j

X H X H F2j“?ill
MACHOCAPrURADo+/+ MACHO F. j/+

V l ANÁLISISCITOLÓGICO
PROCESAMIENTO PROCESAMIENTO DE CINCO LARVAS

ELECTROFORÉ‘HCO ELECI’ROFORÉTICO

Genotipo de cada macho Haplotipo presmte en la Fl Ordenación cromosórnica
presente en cada individuo Fl

Todos los cruzamientos se llevaron a cabo en tubos individuales conteniendo una

fórmula modificada de un medio de cultivo preparado con levaduras muertas (David,

1962)

°
Ingredientes

120 gr de levadura

8 gr de agar

2 gr de sal

180 gr de harina de maíz (tipo paraguaya)

2.5 gr de nipagín sódico

1400 ml de agua destilada

10 ml de etanol

2 ml de ácido propiónico

Preparación

Se calienta hasta ebullición el agar con la sal en 600 ml de agua. Se le

agrega la levadura previamente disuelta en 200 ml de agua y se cocina todo

durante media hora revolviendo constantemente.

Se agrega la harina disuelta en 600 ml de agua y se cocina hasta que cambia

la consistencia de la mezcla (aproximadamente 1-2 minutos).

Se retira del fuego, se deja enfriar brevemente y se le adiciona el nipagín

sódico (fungicida) en 10 ml de etanol y 2 ml de ácido propiónico.



Se vuelca con ayuda de una cuchara y un embudo en tubos esterilizados, los

cuales se tapan con algodón una vez que el medio está frío.

Para determinar los haplotipos cromosómicos de los machos capturados se

disecaron larvas de tercer estadío, de acuerdo a la técnica descripta por Fondevila et al.

(1981). En ella las larvas se colocan en una caja de Petri con una mezcla 3:1 de etanol

absoluto y ácido acético 60%. Con dos agujas enmangadas se seccionan y se extraen

las glándulas salivales, dejándolas desprovistas de grasa.

En un porta-objetos se pone una gota de mezcla de orceína lacto-acética (60% de

orceína acética y 40% de ácido láctico) sobre la que se depositan las glándulas

dejándolas teñir durante 30 minutos. Luego se coloca el cubreobjetos y se realiza el

aplastado con ayuda de un papel de filtro.

Para la muestra Otamendi A se analizó una sola larva, ya que todos los individuos

F3 contenían al menos una copia del cromosoma salvaje. En el caso de Otamendi B fire

necesario analizar cinco larvas de la F2 para que la probabilidad de no muestrear el

cromosoma salvaje fuese menor al 5%. Esto se debe a que en la F2 se espera que la

mitad de los individuos sean j/j y el resto j/+; la probabilidad que de n larvas

analizadas ninguna tenga el cromosoma proveniente de la población natural es

entonces (1/2)". Si n es igual a cinco el valor de esta probabilidad es de 0.031.

En ambas muestras, una vez que hubiesen dejado descendencia, los machos

colectados en el campo y sus correspondientes Flse colocaron en tubos de plástico

rotulados y se congelaron a —70°Chasta el momento de su procesamiento

electroforético.

En la figura 1 se muestra la localización de los siete loci enzimáticos analizados

que mapean en el cromosoma 2 (Schafer et al, 1993; Betrán et al, 1995, Ranz et al,

1997): Esterasa-l (Est-l), Aldehido oxidasa (Aldox), Esterasa-2 (Est-2),

aminopeptidasa (Lap), Peptidasa-l (Pep-l), Peptidasa-2 (Pep-2) y

deshidrogenasa (th). Se sabe que tanto Est-l como Aldox se encuentran dentro del

segmento involucrado en la inversión j, mientras que Est-2 es cercana al sitio de rotura

proximal de la misma inversión y está involucrada en la porción que cambia de



orientación en las inversiones jz3 y jq7. Pep-2, Lap y th están por fuera de las

regiones comprometidas en los reordenamientos y de Pep-1 sólo se sabe que mapea en

el cromosoma 2.
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La electroforesis se llevó a cabo en cubetas horizontales utilizando geles de

almidón SIGMA como soporte, de acuerdo a las técnicas descritas por Barker y Muller

(1976), Barker et al. (1976), Sánchez (1986) y Rodríguez (1998).

Se montaron dos sistemas de corrida: ZOUROS para Est-1, Est-2, Lap y Aldox y

TBE paraPep-1,Pep-2y th.



almidón con la solución correspondiente en un erhlenmeyer hasta ebullición. Una vez

alcanzado este punto se aplica vacío mediante una bomba para quitar las burbujas e

inmediatamente se vuelcan en bandejas de acrílico de 450 x 170 x 15 mm.

Una vez que los mismos se solidifican, se practican las ranuras para la siembra de

los homogenatos. Debido al ancho de los geles se pueden analizar por corrida 36

individuos, que se alternan con moscas de la cepa BQH. Ésta se utiliza como control

debido a que se conoce su contenido alélico para los sistemas enzimáticos estudiados,

por haber sido utilizada en trabajos de electroforesis previos de poblaciones

colonizadas, permitiendo la comparación de resultados.

El día de la corrida los individuos congelados y los controles se colocan en una

grilla con dos gotas de tampón de extracción (Tris-clorhídrico 0,1M pH 7) en cada

una de las celdas. Las moscas se homogeneizan con ayuda de una varilla adosada a un

rotor y luego se colocan dos papeles Whatmann 6MM de 6 x 3 mm en cada celda, uno

para cada gel. Los papeles se siembran en las ranuras practicadas a los geles y se

agrega una gota de azul de bromofenol en algunos carriles como control del frente de

corrida.

Los geles se montan en las cubetas, donde previamente se vuelcan las soluciones

en los electrodos y hielo picado en el centro para mantener el sistema más refrigerado.

Se coloca una toalla de fibra (tipo Mortimer) entre cada electrodo y un extremo

del gel para que actúe como puente en el flujo de la corriente y los iones y todo se

cubre con una película autoadherente de RESINITE RMF-ól y un vidrio para evitar

que las toallas se muevan.

Se ponen las cubetas en la heladera y se conectan los electrodos a una fuente

Sigma PS 250-2. La relación voltaje-miliamperaje debe ser de aproximadamente

lOOvolts a 70-80 miliamperes, cuidando que el último nunca supere los 100

miliamperes.

La corrida se interrumpe cuando el frente llega a la toalla opuesta a la línea de

siembra. Los geles se retiran y cortan con ayuda de una tansa montada en un soporte

de madera, de acuerdo al grosor y al número deseado de cortes.



Finalmente se colocan los cortes en bandejas en las cuales se agrega la

correspondiente solución de tinción y se llevan a estufa a 37° hasta la aparición de

bandas. Una vez que esto ocurre se fijan los geles y se los conserva en la heladera

hasta el momento de su lectura e interpretación.

La determinación de los alelos enzimáticos se realiza sobre el gel ya fijado y con

ayuda de un transiluminador, utilizando los individuos controles como referencia para

asignar los alelos enzimáticos correspondientes.

ZOUROS
En este sistema se revelaron las enzimas Esterasa-l (Est-l), Esterasa-2 (Est-2), Leucil

aminopeptidasa (Lap) y Aldehído oxidasa (Aldox).

Solución A (Tris-cítrico) pH 8.6

2.944 g de ac. cítrico monohidrato (0.007 M)

12.114 g de tris (0.050 M)

2 .000 1de agua destilada

Solución B (Borato-litio) pH 8.5

94.000 g de ácido bórico (0.760 M)

17.204 g de LiOH monohidrato (0.205 M)

2.000 1de agua destilada

Gel

31.5 g de almidón hidrolizado (9%) en 315 ml de ZOUROS A + 35 ml de ZOUROS

B.

Electrodos

200 ml de ZOUROS B + 600 ml de agua destilada por cubeta.

grite sistemase revelaronlas enzimasPep-1,Pep-2y th.

Solución TBE (Tris-bórico-EDTA) pH 8.6

43.60 g de tris (0.180 M)

12.36 g de ácido cítrico (0.100 M)

2.98 g de EDTA-Na (0.004 M)

2.00 l de agua destilada
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Gel

27 g de almidón hidrolizado (9%) en 60 ml de TBE + 240 ml de agua destilada.

Electrodo

750 ml de TBE por cubeta.

PEP-l Y PEP-2

Función enzimática

Dipéptido_Ï’_’_ L-aminoácido+péptido

Reacción de tinción

Pep L_aminoácido L-ammoamdoox1dasa(snakevenom)H202
(LEU-TYR)

Amino-etilcarbazol
Peroxidasa

Amino-etilcarbazoloxidadoí; H20
Tincio'n
Tampón fosfato pH 7.6

1 g de Na2HP04012H20

100 ml de agua destilada

Solución l

Disolver en 15 ml de tampón fosfato

12 mg de L-leucil-L-tirosina

6 mg de Snake Venom

12 mg de Peroxidasa

Solución 2

Disolver en 1.7 m1de N-N-dimetilformamida
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15 mg de 3-amino-N-etil-carbazol

Sobregel de agar

Disolver en 15 ml del tampón fosfato

120 mg de agar

Procedimiento

Se practica un nuevo corte longitudinal de unos 2 mm. de espesor al corte destinado a

las peptidasas.

Se realiza una ventana en la capa superior, cuidando dejar al menos l cm en cada lado

del gel.

Se calienta el agar hasta ebullición y se enfría a 45°.

Se le agregan agitando las soluciones l y 2.

En el sitio donde estaba la ventana se vuelca el agar con las soluciones 1 y 2.

Se incuba a 37° hasta la aparición de bandas, fijando inmediatamente por la difusión.

XDH

Función enzimática

Hipoxantina Xantina + Hzo
th

NAD NADH

Reacción de tinción

Hipoxantina“a XdINAD P FORMAZAN\ d N»
MS

Xantina y NADH MTT



Tincio'n

Tampón DH: Tris-HCl (0.05 M) pH 7.5

6.055 g de tris

1.000 l de agua destilada

HCl hasta ajustar pH

Procedimiento

Disolver 100 mg de hipoxantina en 100 ml de tampón DH.

Calentar a ebullición y dejar enfriar.

Agregar 20 mg de MTT, 25 mg de B-NAD y 15 mg de KCL.

Justo antes de colocar sobre las bandejas de tinción agregar una punta de espátula de

PMS.

Incubar a 37° hasta la aparición de bandas.

LAP

Función enzimática

Péptidoami... " : aminoácido + péptido

Reacción de tinción

L-leucil-Nafiilamida Compuesto diazo coloreado

Lap

Nafiol Fast Black-K

Solución Lap A pH 3.5

19.6 g de anhídrido maleico

8.0 g de NaOH



1.0 l de agua destilada

Solución Lap B pH 13.5

12.8 g de NaOH

1.0 l de agua destilada

Procedimiento

Previamente a la tinción sumergir los geles en ácido bón'co 0.5 M durante 15 minutos.

Retirar el bórico y agregar una solución de 50 ml de Lap A, lO ml de Lap B y 40 ml de

agua destilada con 70 mg de L-leucil-nafiilamida (disuelta en l ml de metanol) y 30

mg de Fast Black (que se agregan al final de todo y en ausencia de luz).

Incubar a 37° hasta aparición de bandas.

EST-l Y EST-2

Función enzimática

Estercarboxílico_E“__> Alcohol + anión ácido

Reacción de tinción

Nafiilacetato E“ Naftol+FastGarnet_> Bandacoloreada

ü
Tinción
Tampón fosfato (0.1 M) pH 6.5

27.217 g de KHzPO4 (0.2 M)

14.194 g de Na2HP04 (0.1 M)

2.000 l de agua destilada

Solución ANA

Disolver 20 mg de a- y 20 mg de B-nafiilacetato en 0,5 ml de acetona, añadir 0,5 ml

de agua destilada y agitar.
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Procedimiento

Colocar los geles en ácido bón'co 0.5 M durante 15 minutos.

Lavar y agregar 100 ml de tampón fosfato con 1.5 ml de solución ANA y 60 mg de

Fast Garnet GBC disueltos en 10 ml de n-propanol.

Incubar a 37° hasta aparición de bandas.

ALDOX

Función enzimática

Aldehído Md“ Ácido + Superóxido

Reacción de tinción

Benzaldehído NADH FORMAZAN

I Aldox PMS
Acido benzoico NAD MTT

Tinción

Tampón DH: Tris —HC] pH: 8,6

20.186 g de tris

3.0001 de agua destilada

HCl hasta ajustar pH

Procedimiento

En 100 ml de tampón de tinción DH se colocan 2,5 ml de benzaldehído, 15 mg de

NAD, 30 mg de MTT y 5 mg de PMS (al final y en ausencia de luz).

Incubar a 37°C hasta aparición de bandas (aprox. 2 hs). Si se incuba con otros geles,

tapar las bandejas ya que los vapores de benzaldehído pueden actuar como sustrato en

donde estén revelando deshidrogenasas.



Una vez que se obtuvo la caracterización cromosómica y enzimática de una

gameta de cada individuo (haplotipo), se realizaron pruebas de homogeneidad para

determinar si las distribuciones alélicas eran significativamente diferentes entre las

muestras Otamendi A y Otamendi B utilizando el programa Genepop, versión 3

(Raymond y Rousset, 1995).

La hipótesis nula testeada fue Ho “las distribuciones alélicas de ambas muestras

son idénticas”. Para cada locus se realizó un test exacto de Fisher mediante una tabla

de contingencia de este tipo:

54 46 100
85 15 100
139 61 200

y se obtuvo un estimador insesgado del valor de P (Raymond y Rousset, 1995).

Simultáneamente se realizó una prueba de x2 de homogeneidad entre muestras (Sokal,

1981)

Para aquellos loci en los cuales las diferencias fueron no significativas (P>0.05)

ambas muestras se agruparon para estimar las frecuencias alélicas y los desequilibrios

de ligamiento cromosoma-enzima.

La significación estadística del desequilibrio cromosoma-enzima global se realizó a

partir de una prueba de XZT(Weir y Cockerham, 1978) mediante tablas de contingencia

del tipo:

l ¡»un
CII/¡Inalicn

l

v

lnlnl

Aceptando únicamente frecuencias esperadas mayores o iguales a 1 (Weir y

Cockerham, 1978; Knibb et al, 1987).
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La hipótesis nula puesta a prueba file: Ho “las frecuencias gaméticas observadas

son iguales al producto de las frecuencias alélicas” (independencia de las frecuencias

alélicas de cromosoma y enzima).

El desequilibrio gamético entre pares de alelos se cuantificó a partir de

estimaciones del parámetro D (Lewontin y Kojima, 1960) que mide el desvío de las

frecuencias esperadas por azar entre alelos de dos loci diferentes:

Dis: Pij' I)in

donde pü es la frecuencia observada de gametas que contienen el alelo i del

locus A y el alelo j del locus B,

pi es la frecuencia del alelo i del locus A y

pj es la frecuencia del alelo j del locus B.

La significación de D (Ho: Dij = 0, no existe desequilibrio gamético entre los

alelos i y j), se realizó mediante el estadístico:

Xu2 = 2 n Dijz/ pi (1 —pi) ¡31(1 - PJ)

donde n es el número de gametas analizadas y que sigue una distribución x2 con

un grado de libertad (Weir, 1996).

También se calculó el coeficiente D’ que es el valor de D estandarizado con

respecto al máximo valor que éste puede alcanzar de acuerdo con las frecuencias

ale'licas correspondientes alos dos loci cuyo desequilibrio se está considerando

(Lewontin, 1964):

D,ij Z Díj
Dijmnx

donde Dijmax toma uno de los siguientes valores:

mín ( Pipi, (l-pi)(1-Pj)) Si Dü<0

mín ((11301)), Pi(1-pj)) Si Dij>0



D, su probabilidad asociada y D’ se calcularon utilizando el programa estadístico

Arlequín, versión 1.1 (Schneider et al., 1998).

Finalmente, para aquellos loci que exhibieron desequilibrios significativos con las

inversiones se calcularon los desequilibrios enzima-enzima. Para ello es importante

destacar que al estudiar el desequilibrio gamético total entre dos loci asociados a un

sistema de inversiones, éste puede descomponerse en dos factores: a) el desequilibrio

“dentro” de las inversiones y, b) el desequilibrio “entre” inversiones (Ruiz et al, 1991;

Betrán et al., 1995). El primero corresponde al desequilibrio de los loci dentro de cada

ordenación y el segundo al desequilibrio de cada locus con las inversiones

(desequilibrio por covarianza).

El caso más simple de este tipo de desequilibrios es el que corresponde a dos

ordenaciones cromosómicas y dos loci dialélicos, para el cual puede demostrarse que

el desequilibrio total puede descomponerse de la siguiente manera (Ruiz et al., 1991):

Duv= PDuv(C1)+ unv(C2) + Du(C1)Dv(C1)/P + Du(C2)Dv(C2)/q

donde p y q son las frecuencias de las ordenaciones cromosómicas C1 y C2

respectivamente, Duv(C¡)es el desequilibrio entre los alelos u y v de los loci A y B

dentro de la ordenación Ciy Du(C¡)y Dv(C¡) son los coeficientes de desequilibrio de

los alelos u (del loci A) y v (del loci B) con la ordenación Ci.

Para el caso particular de Otamendi, una población donde coexisten tres

ordenaciones cromosómicas (2jq7 se excluye porque debido a su muy baja frecuencia

se aisló un solo cromosoma y los desequilibrios no pudieron ser calculados), se

verifica que el desequilibrio total o global entre los alelos u y v de los loci A y B es:

DW: pDuv(25t)+ unv(2j) + rDuv(2jz3)+ Du(25t)Dv(2st)/p + Du(2j)Dv(2j)/q +

+ Du(2jz3)Dv(2jz3)/r

donde p, q y r son las frecuencias de las ordenaciones 25t, 2j y 2jz3 respectivamente.

Duv(25t) es el coeficiente de desequilibrio entre los alelos u y v de los loci A y B (por

ejemplo Est-1a y Est-2”) dentro de la ordenación 2st; Du(2st) es el coeficiente del

desequilibrio del alelo u del locus A (Est-l“) con la ordenación 2st y Dv es el
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coeficiente de desequilibrio entre el alelo v del locus B (Est-2h) y la ordenación 2st, es

decir corresponden a los desequilibrios cromosoma-enzima de los dos loci que se están

analizando. Los mismos criterios se aplican a las ordenaciones 2j y 2jz3.

Se calcularon entonces los desequilibrios enzima-enzima totales y enzima-enzima

dentro de cada ordenación (desequilibrio “dentro”), ya que el tercer componente

(desequilibrio “entre”) file considerado previamente al analizar los desequilibrios

enzima-cromosoma.



 



Tras el procesamiento de los individuos se obtuvieron los datos correspondientes

a 186 gametas. Con esta información se calcularon las frecuencias cromosómicas y

alélicas para las muestras Otamendi A y B, las cuales se presentan en las tablas 1, 2 y

3.

La homogeneidad de estas frecuencias fue evaluada mediante dos análisis, un test

exacto de Fisher y una prueba de x2. Las tablas de contingencia para ésta última se

construyeron admitiendo solamente frecuencias esperadas mayores o iguales a uno,

con el fin de evitar posibles sobreestimaciones del estadístico X2(Sokal y Rohf, 1981).

Se hizo entonces necesaria la agrupación de algunas clases y, siempre que file posible,

se aplicó algún criterio que justifique la asociación de los datos. Así, para los

cromosomas se agruparon las clases jz3y jq7 por ser ambas ordenaciones derivadas.

También se reunieron en una clase única los alelos Est-2a y Est-26 debido a que en los

análisis electroforéticos de ésta y otras poblaciones de Argentina (en los cuales se

corrieron simultáneamente progenitor y F1), se observó que Est-2‘” siempre proviene

de un progenitor portador de un alelo que se interpreta como Est-23.Un aspecto

llamativo de Est-2a (que había sido presentado previamente en estudios de

poblaciones australianas como Est-2c+fl(nibb et al., 1987; Knibb y Barker, 1988)) es

que genera en heterocigosis un patrón de tres bandas, pese a que se trata de una

enzima monome’rica. Finalmente fiJeron agrupadas las clases Aldoxb con Aldoxc y

Pep-2alcon Pep-23+respectivamente, utilizando como criterio la mayor cercanía de

estas bandas en el patrón de migración electroforético.

Los alelos nulos fueron excluidos del análisis debido a la imposibilidad de fijar un

criterio no arbitrario para agruparlos y a su muy baja frecuencia (menos del 1%)



Tabla2.Frecuenciasaléllclas.delossistemasEst-1,Est-2,LapyAldoxenlasmuestrasOtamendiAyB.Ñ eselnúmerbtotaldegametasanalizadas.

A0.1000.8110.089900.2000.4000.2780.0110.111900.0350.9070.058860.1250.7750.1000.0000.00080

Otalgendl0.1430.7860.071840.1060.4240.3060.0120.152850.0590.8940.047850.0620.8400.0740.0120.01281

Tabla3.FrecuenclasaiélicasdelossistemasPep-1,Pep-2ythenlasmuestrasOtamendiAyB.Neselnúmerototaldegametasanallzadas.

Sislcmal

¡Il)cnulonuln

Otamendi

A

Otamendi

B.90
Total



Los resultados obtenidos, tanto mediante el test exacto de Fisher como a través de

la prueba de x2 de homogeneidad, se resumen en la tabla 4. En ella puede verse que las

diferencias entre Otamendi A y B no fiieron significativas para ninguno de los loci

analizados,con excepciónde th.

robabilidad Xl . Pp desvío estándar g. l

Cromosoma 0.140 0.009 4.940 2 0.085

Est-l 0.860 0.004 0.861 2 0.650

Est-2 0.464 0.015 3.064 3 0.382

Lap 0.805 0.004 0.631 2 0.729

Aldox 0.313 0.010 2.010 2 0.366

Pep-l 0.305 0.011 1.930 2 0.381

Pep-2 0.969 0.003 0.129 2 0.938

th 0.005 0.001 11.562 2 0.003

Debido a que éste fue el único caso en el que se detectaron diferencias entre los

dos tipos de tratamientos para aislar cromosomas, se decidió realizar un nuevo x2

aplicando un criterio de frecuencias esperadas más rigurosos El motivo de esta nueva

prueba file cerciorarse que la diferenciación entre muestras no fuese producto

exclusivamente de variaciones en alguna clase con frecuencias esperadas bajas (alelos

raros o poco frecuentes), ya que éstas al hallarse en el denominador del estadístico

utilizado (X2=(fobmadas-fespmdas)2/fespmdas) pueden conducir a una sobreestimación del

mismo.

Admitiendo entonces valores esperados mayores o iguales a cinco, se agruparon

los alelos tha y thb en una clase única y esta vez se obtuvo un resultado no

significativo (X2= 2.980; g.l.=l; P=0.084). Estos resultados evidencian que la falta de

homogeneidaden los datos de th sería causada principalmente por una

representación diferencial del alelo a en ambas muestras (tabla 3), la cual podría ser
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atribuida al azar, dada la baja frecuencia del mismo (se detectaron 6 casos en un total

de 162 cromosomas analizados) y la ausencia de efectos similares en los otros loci.

Se procedió entonces a agrupar todos los datos en una muestra única y con ella se

realizaron las siguientes estimaciones.

FRECUENCIAS CROMOSÓMICAS Y ENZIMÁTICAS

Con la información proveniente de todos los haplotipos obtenidos a partir de la

población natural se estimaron las frecuencias cromosómicas totales (tabla 5) y las

frecuencias alélicas totales y condicionales (dentro de cada ordenación cromosómica)

para cada locus enzimático (Tabla 6).

Tabla 5. Frecuencias cromosómicas población de totales para la i
Otamendi. Nes el número de gametas analizadas.

Ordenación frecuencia
2st 0.154
2j 0.657

2jz3 0.183
2jq7 0.006
N m

Tabla 6. Frecuencias álóllcas totales y cóndiclonalos para los loci enzimátlcos estudiad

en la población de Otamendi. Nes el número de gametas examinadas.

Locus Global

a 0.121 0.280 0.098 0.034

b 0.799 0.680 0‘814 0.897 1.000
c 0.080 0.040 0.098 0.069
N 174 25 102 29 l

Est-2
a 0.154 0.320 0.067 0.241 —
b 0.412 0.360 0.462 0.242 1.000
c 0.292 0.040 0.365 0.310

c* 0.011 0.080 - -
d 0.131 0.200 0.106 0.207
N 175 25 104 29 1
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(ilulml

a 0.047 0.040 0.040 0.067 —
b 0.901 0.920 0.901 0.867 1.000
c 0.052 0.040 0.059 0.066 —
N 171 25 101 3o 1

Aldox
a+ 0.093 0.048 0.074 0.143 —
a 0.808 0.809 0.820 0.821 1.000
b 0.087 0.143 0.084 0.036 —
c 0.006 — 0.011 — —

nulo 0.006 — 0.011 — —

N 161 25 95 28 1

Pep-l
a 0.105 0.136 0.096 0.138
b 0.802 0.818 0.798 0.724 1.000
c 0.087 0.046 0.096 0.138 —

nulo 0.006 — 0.010 — —

N 172 22 104 29 1

Pep-2
a+ 0.005 — 0.009 — —

a 0.446 0.400 0.445 0.419 1.000
b 0.495 0.600 0.482 0.516 —
c 0.049 — 0.055 0.065
n 0.005 — 0.009 —

N 184 25 110 31 1th
a 0.037 - 0.021 0.091 —
b 0.833 0.905 0.853 0.682 1.000
c 0.130 0.095 0.126 0.227 —
N 162 21 95 22 1

A partir de esta información (tabla 5) puede observarse que en la población de

Otamendi están presentes cuatro ordenaciones del cromosoma 2: 2j, que es la más

frecuente (66%), seguida por 2jz3 (18%), 2st (15%) y 2jq7 (menos del 1%).

Con respecto a los loci enzimáticos estudiados (tabla 6) todos resultaron ser

polimórficos, siendo el número promedio de alelos por loci de 3.6. La presencia de

alelos nulos fue detectada únicamente en los sistemas Aldox, Pep-l y Pep-2, aunque

en muy baja frecuencia (menor al 1%).
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Cuando se analizaron las frecuencias condicionales resultó llamativo que, para

algunos alelos, las frecuencias de éstos dentro de las ordenaciones difirieran de las que

resultan al considerar la población total (tabla 6). Un ejemplo de ello lo constituye

la, cuya frecuencia es mayor dentro de 25t y, por el contrario, menor dentro de 2j y

2jz3respecto de su frecuencia global. Otro caso es el de Est-2c donde ocurre el

fenómeno opuesto: su frecuencia dentro de 2st y 2j es, respectivamente, menor y

mayor a la que se espera de acuerdo al global. Estos datos pueden ser tomados como

indicios de la presencia de asociaciones entre algunos alelos y determinadas

ordenaciones cromosómicas. Con el objeto de analizar si dichas asociaciones eran el

resultado de desequilibrios gaméticos entre los cromosomas y las enzimas, se

realizaron las pruebas estadisticas que se presentan a continuación.

“ ne¿seau¡LlÏBRIOS"“GAMÉ'ncos CROMOSOMA-ENZIMA

La estimación del grado de desequilibrio entre las ordenaciones del cromosoma 2

y cada locus enzimático se llevó a cabo primero globalmente y después entre cada par

posible ordenación-locus enzimático.

Para el primer análisis se utilizaron pruebas de x2 a partir de tablas de

contingencia (XZT)(Weir, 1996). Las clases se agruparon siguiendo los mismos

criterios que para las tablas de homogeneidad, de manera tal que las frecuencias

esperadas fuesen mayores a uno. En el caso que las diferencias fuesen significativas,

se realizaron nuevos agrupamientos admitiendo valores esperados mayores a cinco,

para evitar la sobreestimación de los estadísticos por efecto de los alelos poco

frecuentes o raros.

Los resultados obtenidos se presentan en las tablas 7 a 13 y ponen de manifiesto

que solamente Est-2 exhibe un desequilibrio gamético global altamente significativo

(p=0.0001, tabla 8).

Tabla 7. Fréduenclas absolutas y valor de x’para estimar el desequlllbrlo
global entre los cromosomas y el locas Est-1. , , »

Esl-|/('r0m0sonm 3 ' 2jz“+ qu Total

b 17 83 27 127
c l 9 2 12

Total 25 102 30 157

X2=9.420 g.1.=4 p=0.051



1

list-2('mnmwmn , j l' “ _' lolul

XI: 28.153 g.l.= 6 p=0.0001
X2: 20.494 g.l.= 4 (agrupando c + d) p=0.0004

Zjl’ * l‘iq 'l 0m!Itup (‘rmnowum
a

b
c

Total
x2: 0.551 g.l.=4 p=0‘96819.

4\I(I0\‘('mmnsnmu 2st Zj :j/“ÏJQ 'Imul
+a

a
b+c

Total
X2=3.129 g.l.=4 p=0.537

I’cp-I ('mmmmnu le Zj -j/ a -jq 'l'uml
a

b 22
c

Total 30
X2: 1.631 g.l.= 4 p=0.803
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Tabla 12. Frecuencias ¿absolutasy valor de X‘para estimar si desequilibrio
r ' l “ » global entre los cromosomas y'ol locos, Pop-2.

Pep-2/(‘romosoma 7: ijj+ qu- Total
a + 8+ 10 50 14 74

b 15 53 16 84
c 0 6 2 8

Total 25 109 32 166

X2=2.134 g.l.=4 p=0.7ll

Tibia 13; Frecueneias'absoiutas y valor de X’para estimar ei desequilibrio
globalentre los cromosomasy ei iocus th.

th/(‘romosoma 2st -k' ijj+ qu- Total
a + b 19 83 18 120

c 2 12 5 19
Total 21 95 23 139

X2=1.662 g.l.=2 p=0.436

Posteriormente se realizó un análisis de los desequilibrios más detallado,

comparando todos los pares posibles ordenación-alelo enzimático, para lo cual se

calcularon los estadísticos D y D’ junto con su probabilidad asociada.

De los siete loci analizados, solamente tres mostraron desequilibrios significativos

entre alelos y ordenaciones cromosómicas (tabla 14). Uno de ellos es Est-2, cuyo

desequilibrio con las ordenaciones ya era detectable en el análisis global, y que se

ubica cerca del sitio de rotura proximal de la inversión j. Los otros dos loci son Est-1,

localizado dentro todas las inversiones, y th, un locus que curiosamente no presenta

una asociación fisica con las inversiones, ya que mapea por fuera de todos los

segmentos comprometidos en ellas.
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Locus ()I'(Icnzlci(m \lv|o (¿muelas

Est-2 25t a 8 0.0286 0.2449 0.0042
c 1 -o.o412 -0.8675 0.0019

21 a 7 -0.0465 —o.5135 0.0004
c 38 0.0415 0.3977 0.0165

2jz3 b 7 —o.o3os —o.4095 0.0425
Total 159

th 2jz3 b 15 -0.0242 —o.1830 0.0356
Total 139

Estos loci presentan combinaciones alelo-ordenación que están presentes en la

población tanto en frecuencias mayores (desequilibrios “por asociación”, D>O) como

menores (desequilibrios “por repulsión”, D<0) a las esperadas por azar. Dentro de las

primeras se encuentran las combinaciones Est-la/ 2st, Est-2a/2st y Est-2c/2j, mientras

que en las segundas se hallan Est-2c/2st, Est-Za/Zj,Est-2h/2jz3y thb/2 jz3.

El hecho de encontrar que tres de los loci analizados están asociados con el

sistema de inversiones, llevó a la formulación de preguntas respecto de los

desequilibrios gaméticos de estos loci entre sí. La primera de ellas fue si existía un

desequilibrio total significativo entre dichos loci. La segunda si, dado que podría

existir un componente de desequilibrio “entre” alelos enzimáticos, también estaría

presente un segundo componente del desequilibrio total, llamado desequilibrio

“dentro” de cada ordenación. La tercera pregunta planteada fiie referente a si estos

desequilibrios “dentro” eran iguales o diferentes para cada ordenación cromosómica.

Para intentar responder estos puntos se realizó un análisis de desequilibrio

gamético enzima-enzimaentre los loci Est-l, Est-2 y th.

Dado que las ordenaciones 2st y 2jz3 poseen frecuencias en la población que

determinan un tamaño muestral bajo para las mismas, no se utilizaron pruebas de x2
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globales sino que se calcularon directamente los valores de D y D’ (tablas 15, 16 y

17).

r rama 15.!neuquinmo's globales íhontr‘ó de cada, inversión entre los loci Est-1 y Est-2.

Ordenación Gmnetas
Global haploide - - - -

Total 173

Global diploide Est-la/Est-Za ll 0.0142 0.1596 0.0270
Total 334

Zst Est-la/Est-Za 0.1104 0.5798 0.00845

Est-la/Est-Zb o -0.1008 -1.oooo 0.0194
Est-lb/Est-Za 2 -0.1376 -O.6324 0.0016
Est-lb/Est-Zb 9 0.1152 1.0000 0.0101

Total 25

2jz3 Est-lb/Est-Zd 4 -O_O476 -O.5797 0.0379
Est-1°fEst-2d 2 0.0547 1.0000 0.0041

Total 29

Tablj‘lfi. bésáqumbñps'ïylopmesy «¡diamde cana ¡misión entre los ¡st-1'y xau.

0!‘(I(‘ll:l(‘ÍÓll Gamems

Global haploide — - — -
Total 140

Global diploide - - - -
Total 262

28t Est-lc/thb 0 -O_O450 -1.0000 0.0021
Est-lc/thc 1 0.0450 1.0000 0,0021

Total 20

zjz3 Est-lb/thb 13 0.0650 1.0000 0.0422
Est-lb/thc 3 -0.0750 -l .0000 0.0098

Total 20
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Ordenación (¿unlclus
Global haploide

Total 141

Global diploide Est-Zd/thb 24 -0.0l70 0.0864 0.0368
Est-Zd/thc lO 0.0198 0.0192 0.0059

Total 263

2j Est-2°lehb 32 0.0440 0.7949 0.0162
Est-2c/th° 1 —o.o355 -0.7576 0.0375
Est-Zd/thb 6 -0.0287 -0.2960 0.0169
Est-2d/thc 4 0.0312 0.3143 0.0052

Total 88

2jz’ Est—2°/th" 3 —o.1100 -0.5238 0.0353
Total 20

De acuerdo a los resultados obtenidos, ninguna de las combinaciones posibles

entre los tres loci mostró desequilibrios globales significativos entre alelos (“globales

haploides”, tablas 15 a 17). Sin embargo también se contaba con la información

enzimática (no así la cromosómica) de la otra gameta de cada macho colectado en la

población natural, ya que durante las electroforesis se comieron simultáneamente los

padres y sus respectivas F1. De esta manera, la metodología de trabajo permitió

deducir el haplotipo enzimático de la gameta que no fue transmitida al descendiente

analizado.

Utilizando esta información en los análisis de desequilibrios globales, se logró

duplicar el tamaño muestral, y los resultados obtenidos se presentan bajo el título de

“globales diploides” (tablas 15, 16 y 17). Este procedimiento permitió detectar la

presencia de desequilibrios significativos, tanto entre Est-1 y Est-2 (tabla 15) como

entre ésta últimay th (tabla 17).

También puede observarse en estas mismas tablas que todas las asociaciones

cuyos desequilibrios globales resultan significativos siempre tienen un componente

“dentro” atribuible a una ordenación en particular, que en el caso de Est-1/Est-2 es 2st

(tabla 15) y en el de Est-2/th es 2j (tabla 17).
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Todos los demás desequilibrios son detectables únicamente dentro de los

cromosomas, y son exclusivos de cada inversión, es decir distintas combinaciones

están presentes en 2st, en 2j o en 2jz3, pero no simultáneamente en todas ellas

(Est-Zc/thb es el único caso que posee desequilibrios en dos ordenaciones, 2j y 2jz3,

pero estos son en un caso por exceso y en el otro por defecto, informacióm compatible

con los demás resultados obtenidos, tabla 17).

En la tabla 18 se resumen estos desequilibrios “dentro”, separando los

desequilibrios “por asociación”(D>O) y “por repulsión”(D<O) para cada ordenación.

Tabla 18. Resumen de los ‘alelosenzimática que exhiben desequllíbños positivos y negativos
a , a significativos dentro de las Inversiones.

Ordenación Desequilihrios por l)esequilibrios por
asociación repulsión

2st Est-la/Est-Za Est-la/Est-Z
Est- lb/Est-Zb Est-lb/Est-Za
Est-1°/th° Est-lc/thb

2j Est-ZC/thb Est-2°fth°
Est-Zd/th° Est-Zd/thb

2jz3 Est- lc/Est-Zd Est- lb/Est-Zd
Est-lb/thb Est-lb/th°

Est-2‘7thb

Así, dentro de ZSthay un exceso de gametas con las combinaciones alélicas

la/Est-Z“,Es’r-lblEst-2by Est-lcfth", en j, hay asociaciones positivas significativas

entre Est-2°/thb y Est-Zd/thc y en jz3 se detectan desequilibrios positivos para los

pares de loci Est-1"/Est-2dy Est-lb/thb.
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'5 DTM"?mm :ÏVÏÉRS Í’ÏSÉÍ
Uno de los objetivos del presente trabajo fue determinar si existía algún tipo de

diferencia en los dos métodos utilizados previamente en el laboratorio para aislar

cromosomas salvajes. De acuerdo con los resultados obtenidos, tanto a partir de un test

exacto de Fisher como de tablas de contingencia, las diferencias en la estimación de

frecuencias cromosómicas y alélicas fueron no significativas para todos los sistemas

analizados, salvo th. No obstante, esta significación se pierde cuando se agrupan las

clases alélicas tha y thb, poniendo de manifiesto que existe una representación

diferencial del alelo a en las dos muestras, con frecuencias observadas de 0.083 en

Otamendi A y de 0.000 en Otamendi B, respectivamente.

Una posible causa de esta diferencia es que ocurra selección en el laboratorio. Sin

embargo, ambos tratamientos se realizaron bajo las mismas condiciones de cría (medio

de cultivo, temperatura, humedad, etc) y de apareamiento (edad de machos y hembras,

tiempo de aparcamiento, etc) de los individuos, motivo por el cual esta posibilidad

puede ser desestimada. Cabría entonces preguntarse si tal diferencia en el contenido

alélico proviene de errores en la discriminación de los individuos que fiieron cruzados.

Pueden plantearse al respecto dos hipótesis alternativas: o bien existe una

sobreestimaciónde tha (y por lo tanto una subestimaciónde thb) en Otamendi A o,

por el contrario, hay una subestimación de este alelo (y una sobreestimación de thb)

en Otamendi B.

Los errores en la estimación de las frecuencias enzimáticas en Otamendi A, de

acuerdo al esquema de cruzamientos seguido (ver materiales y métodos), podrían ser

atribuidos a un congelamiento incorrecto de algunos individuos F1. Si hubiesen

existido problemas en la selección de hembras vírgenes, algunos de estos machos

podrían poseer el genotipo Ant/A5en lugar de Ant/+. Estos dos tipos de machos son

distinguibles fenotípicamente, pero la penetración del carácter A5es variable, y pueden

ocum'r errores en su detección. Sin embargo la cepa Ant/A5está caracterizada

electroforéticamente para los marcadores analizados, y no posee el alelo th“, sino

thb, por lo cual un error de este tipo conduciría a una sobreestimación de este último

alelo, contradiciendo los resultados observados.

La otra posibilidad involucraría errores en la detección de las frecuencias en los

cruzamientos de Otamendi B. Si las hembras vírgenes BQH no hubiesen sido
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seleccionadas correctamente, algunos machos F1congelados serían BQH / BGH y no

BQH / +. En este caso se esperaría un exceso de alelos thb, que son los que posee la

cepa, a expensas del menos frecuente tha. Esto es precisamente lo que se observa,

pero este tipo de error también conllevaría a un exceso de los alelos enzimáticos de la

cepa en los otros sistemas (Est-lb, Est-2h, Lapb, Aldoxa, Pep-1b y Pep-2h), provocando

también en ellos una pérdida de los alelos menos frecuentes. No obstante, al comparar

las frecuencias alélicas en ambas muestras (tabla 2) se ve que tal pérdida no ocurre y

alelos aún menos frecuentes que tha (por ejemplo Est-2°: Lapa, Lap°, Pep-2°)

aparecen representados en Otamendi B.

Todas estas consideraciones sugieren que las diferencias para el sistema th no

son atribuibles a las dos metodologías de cruzamientos utilizadas, y que la explicación

más sencilla para éstas es una cuestión de aleatoridad en las dos submuestras, dada la

baja frecuencia del alelo a (se detectaron 6 casos en un total de 162 gametas

analizadas).

La conclusión final con respecto a los dos tratamientos para muestrear

cromosomas salvajes, es que pueden ser utilizados alternativamente, ya que no

introducen sesgos en las estimaciones de las frecuencias alélicas y cromosómicas. Por

esta razón los datos obtenidos a partir de cada uno de ellos permiten tanto la reunión

de los mismos en una muestra única como la realización de comparaciones válidas si

se los utiliza en análisis conjuntos de poblaciones que fueron sometidas a uno u otro

tratamiento.

De los sistemas enzimáticos analizados solamente tres presentaron desequilibrios

gaméticos significativos con las ordenaciones del cromosoma 2: Est-l, Est-2 y th,

siendo estos resultados consistentes con los obtenidos en otras poblaciones naturales,

tanto de Argentina como de áreas de colonización de la especie (Knibb et al, 1987;

Betrán et al, 1995; Rodriguez, 1998; Rodríguez et al, en preparación).

Est-2 fue el único sistema cuyos desequilibrios resultaron tan importantes y

consistentes como para ser detectados en el análisis global (x21 tabla 8), si bien cabe

destacar que el desequilibrio global para Est-1 file marginalmente significativo (tabla

7). También es Est-2 el locus que presenta los mayores grados de desequilibrio entre
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alelos y ordenaciones, como lo ponen de manifiesto sus elevados valores de D’ (tabla

14).

Los desequilibrios alelo-ordenación detectados para los tres sistemas evidencian

un contenido genético diferencial entre inversiones: los alelos Est-1a y Est-2a tienden

a estar asociados con 2st, mientras que Est-2c lo hace con 2j. Al mismo tiempo, otras

combinaciones, como lo es el caso de thb con 2jz3,están presentes en la población

en frecuencias menores a las esperadas por azar.

Los desequilibrios de Est-1 y Est-2 con el cromosoma 2, pueden, en principio, ser

explicados por la posición de ambos marcadores en el mismo (figura 1). Est-l es un

locus que se ubica dentro de los segmentos involucrados los reordenamientos 2j, 2jz3 y

2jq7. Si se asume un origen único de las inversiones, y si no ha transcurrido suficiente

tiempo para que ocurra homogeinización en las frecuencias alélicas de los loci

capturados por ellas (por entrecruzamientos dobles, conversión génica y mutación), se

espera que la disminución de la recombinación en los heterocariotipos mantenga

diferencias genéticas en el contenido de las ordenaciones cromosómicas. Este

fenómeno se traduciría en la detección de desequilibrios gaméticos para los

marcadores localizados dentro de las inversiones, y este patrón es precisamente el que

se observa para el locus Est-1.

En este contexto, resulta llamativo que Aldox, el otro marcador analizado que

mapea dentro de las inversiones, no presente desequilibrios gaméticos significativos

con ellas. No obstante, estudios más abarcativos, donde se analizaron conjuntamente

varias poblaciones argentinas (Rodríguez, 1998; Rodríguez et al., en preparación),

mostraron la existencia de desequilibrios globales positivos (D>0) significativos para

los pares Aldoxa/Zj, Aldox“/2jz3 y Aldoxb/Zst. Estas mismas asociaciones exhiben

tendencias idénticas en la población de Otamendi, sugiriendo que su falta de

significación sería producto de un tamaño muestral insuficiente para detectarlas.

En el caso de Est-2, cuya localización es cercana al sitio de rotura proximal de la

inversión j, la presencia de desequilibrios con los cromosomas puede ser interpretada

como el resultado de un aparcamiento homólogo restringido entre cromosomas

portadores de distintas inversiones. Este fenómeno se traduce en la ausencia de

quiasmas en regiones cercanas a los puntos de rotura de las mismas, generando una

disminución de la recombinación en esos sitios (Dobzhansky y Epling, 1948a y b;

Carson, 1953; Grell, 1962), y la presencia de desequilibrios gaméticos.
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Hasta aquí se ha propuesto que los desequilibrios entre las esterasas y los

cromosomas pueden ser explicados por ligamiento y origen reciente de las inversiones,

si bien es posible plantear hipótesis alternativas. Una de ellas es que estos

desequilibrios gaméticos sean el resultado de algún tipo de proceso selectivo que esté

actuando sobre los loci capturados por los diferentes reordenamientos cromosómicos‘

En este sentido, estudios de correlación de ambas enzimas con variables geográficas y

climáticas tanto en Australia (Knibb y Barker, 1988) como en Argentina (Rodríguez,

1998) han puesto de manifiesto la existencia de patrones clinales diferentes para cada

una de ellas. Las clinas detectadas para Est-1 son coincidentes con las de las

inversiones y, dado el desequilibrio gamético existente entre ambas, son explicables

por el efecto de arrastre de éstas últimas. Est-2, en cambio, exhibe clinas

independientes de las cromosómicas y coincidentes con las mismas variables

analizadas tanto en Australia como en Argentina. Estos datos sugieren que las mismas

podrían ser el resultado de selección natural diferencial en distintos escenarios

ecológicos.

No es esta la única evidencia que apoya el papel de la selección como mecanismo

responsable del mantenimiento de la variabilidad en el locus Est-2. En primer lugar se

ha observado que, al perturbar artificialmente las frecuencias alélicas de este locus en

una población natural, éstas retomaron a sus valores originales (Barker y East, 1980);

mientras que otros estudios han demostrado que los individuos portadores de

diferentes alelos para este locus exhiben respuestas diferenciales a shocks térmicos

(Watt, 1981). Finalmente distintos análisis han puesto de manifiesto que los genotipos

de Est-2 muestran diferencias tanto en los patrones de oviposición frente al estímulo

de distintas especies de levaduras (Barker et al, 1981), como en atracción hacia

sustratos y viabilidad en cactus hospedadores de diferentes especies

Iriarte, 1999).

Todas estas evidencias indicarían que el desequilibrio gamético detectado entre

Est-2 y las inversiones no debería explicarse únicamente en términos de la historia del

polimorfismo cromosómico, ya que parte del mismo podría ser atribuido a algún tipo

de proceso selectivo. Esto explicaría las razones por las cuales Est-l, pese a mapear

dentro del sistema de inversiones, presenta un grado de desequilibrio con ellas mucho

menor que Est-2.



Por otra parte, los desequilibrios observados permiten hacer inferencias sobre el

contenido alélico ancestral de las ordenaciones derivadas a partir de 25t. Si los

desequilibrios presentes en las ordenaciones son producto principalmente de eventos

históricos únicos, la ordenación 2j podría haberse originado a partir de un cromosoma

2st que contenía a los alelos Est-lb o Est-1° y Est-2°. Estudios en poblaciones

argentinas (Rodríguez, 1998; Rodríguez et al, en preparación) y australianas (Knibb et

al, 1987) han detectado no solamente los mismos desequilibrios registrados en

Otamendi, sino también un exceso de haplotipos Est-lb/ 2j. Toda esta información

sugiere que el contenido alélico de la ordenación 25t que originó a 2j sería Est-lb y

Est-2°. En lo que respecta a la ordenación 2jz3, los resultados de estos mismos trabajos

permiten inferir que el contenido alélico ancestral habría sido Est-1b y Est-2°“,

información compatible con la del presente trabajo donde sólo se detecta una

deficiencia del alelo Est-2ben dicha inversión.

Finalmente, el desequilibrio de thb con 2jz3no puede ser explicado por

ligamiento con los reordenamientos, ya que este locus se localiza por fuera de todos

los segmentos comprometidos en los mismos.

th es una enzima compleja que forma parte del ciclo de degradación de las

purinas (Glassman, 1965) y que requiere de la actividad de por lo menos otros tres loci

que mapean en otros cromosomas: cin, lxd y mal (Glassman et al, 1968). También

presenta interacciones con otras enzimas localizadas en el mismo brazo cromosómico.

Por ejemplo, O’Brien y MacIntyre (1978) observaron que la presencia de mutaciones

en th tenían efectos pleiotrópicos sobre los loci Aldox y pyridoxal oxidasa (Po). No

se conoce la naturaleza de estas interacciones pero se sabe que las tres enzimas

requieren la presencia de molibdeno como cofactor para su actividad normal (Browder

y Williamson, 1976; Bentley y Williamson, 1982).

Debido a que Aldox mapea dentro del sistema de inversiones y Po se localiza en

el cromosoma 3R de D. melanogaster (Nelson y Szauter, 1992), que es elemento

homólogo al cromosoma 2 de D. buzzatii Masserman, 1982; Ranz, et al, 1997), los

desequilibrios detectados entre th y las inversiones, podrían ser el resultado de la

presencia de interacciones entre th y alguno de estos dos marcadores.

Por último resulta importante destacar que, el hecho de encontrar desequilibrios

significativos entre los cromosomas y las enzimas en poblaciones colonizadas tanto de

Australia (Knibb et al., 1987) como de España (Betrán et al, 1995) coincidentes con
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los de Otamendi (Est-2a /2st, Est-Zc/st y Est-Zb/jz3)y los de otras poblaciones del área

de origen (Rodriguez, 1998; Rodriguez et al, en preparación) pone de manifiesto que

estos desequilibrios son previos a la expansión de la especie a otros continentes y que

los individuos colonizadores poseían una muestra representativa de las gametas

presentes en el área de origen (y por lo tanto no se produjo un aumento de

combinaciones poco frecuentes por efecto fundador como fue sugerido por los autores

en dichos trabajos).

De los tres loci que mostraron desequilibrios gaméticos significativos con las

ordenaciones solamente los pares Est-1/Est-2 y Est-2/th presentaron desequilibrios

globales significativos entre si.

Brown (1975) demostró que el tamaño muestral necesario para detectar

m, ,_ desequilibrios gaméticos es una función tanto de las frecuencias alélicas de los loci

°°o_ involucrados en los mismos como del parámetro D, requiriéndose tamaños muestrales

'E mayores cuanto menores son D y/o las frecuencias alélicas. En este contexto, las

- diferencias en los tamaños muestrales para los desequilibrios enzima-enzima respecto

i de los desequilibrioscromosoma-enzimapodría atribuirsea la presenciade

frecuencias menos extremas para el polimorfismocromosómicocuando se lo compara
".3: con el de los loci enzimáticos (tablas 1, 2 y 3), junto con valores menores de D' para

estos últimos, al menos en el caso de los loci Est-Z/th (tabla 17).

Para proseguir con la discusión de los desequilibrios enzima-enzima, resulta

conveniente analizar la diferencia entre los dos componentes posibles de los mismos

cuando los loci se encuentran asociados a un sistema de inversiones. Con tal objeto se

podría pensar, a modo ilustrativo, que las inversiones son “vehículos” que transportan

distintos “pasajeros” (los alelos de los diferentes loci). Se pueden encontrar dos causas

por las cuales dos de dichos pasajeros están juntos. La primera de ellas es que ambos,

por causas diferentes, toman con mucha frecuencia el mismo vehículo, por lo cual

aumenta la probabilidad de encontrarlos juntos. Éste es el desequilibrio “entre”(o

desequilibrio por covarianza), que mide la probabilidad de encontrar dos alelos

asociados dado que ambos presentan desequilibrios con una inversión o con varias de

ellas. La segunda posibilidad es que ambos pasajeros tengan algún vínculo entre sí,

(por ejemplo son amigos) y por eso los encontramos juntos a bordo de algún(nos)
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vehículo(s). Éste componente es el desequilibrio “dentro” y mide las asociaciones de

los alelos dentro de cada inversión. A su vez, las distintas ordenaciones pueden

mostrar asociaciones “ dentro” iguales (encontramos frecuentemente a los dos alelos

en cualquier ordenación) o diferentes (ambos alelos viajan juntos sólo en alguna

ordenación en particular).

Bajo esta óptica, de los loci analizados cuyos desequilibrios globales resultan

significativos, la única combinación alélica que posee un componente significativo

“entre”cada locus y alguna ordenación es Est-l’ÍEst-Z‘, debido ala asociación de cada

uno de estos marcadores con 2st (tabla 15).

En cambio, el componente de desequilibrio “dentro” de las inversiones, está

presente en todos los desequilibrios globales significativos ya sea por una contribución

diferencial de 2st (caso de Est-lalEst-Z“, tabla 15), o de 2j (caso de Est-Zd/thb y

2d/th", tabla 17). También existen desequilibrios "dentro" significativos para alelos

de los pares de loci Est-l/ Est-2, Est-1/th y Est-Z/th (tablas 15, 16 y 17) pero que

no determinan desequilibrios globales.

Si se analizan conjuntamente todos estos desequilibrios "dentro", puede verse que

estos nunca fueron independientes de las ordenaciones cromosómicas, es decir que no

se registraron simultánemente en 2st, 2j y 2jz3, sino solamente dentro de alguna de

ellas, sugiriendo que en los desequilibrios de alelos alozímicos existiría algún tipo de

efecto de los cromosomas. A partir de estos resultdos no podemos saber si estos

desequilibrios son sólo atribuibles a razones históricas o están mantenidos por algún

tipo de selección, pero, en caso de estar actuando esta última, los pares alélicos

tendrían un valor adaptativo que dependería del ambiente genómico (la ordenación) en

que se encuentran presentes.

Integrando todos los resultados obtenidos, tanto a partir de los desequilibrios

enzima-enzima, como de las asociaciones cromosoma-enzima, podemos concluir que

los mismos reflejan la presencia de diferencias en el contenido genético de las

inversiones del cromosoma 2 en la población de Otamendi. Sin embargo, este no sería

un caso aislado, ya que este mismo tipo de análisis en otras poblaciones del área de

origen ha arrojado resultados similares (Rodriguez, 1998; Rodríguez et al, en

preparación). Esta presencia de desequilibrios significativos comunes a poblaciones de

diferentes regiones fitogeográficas de Argentina ha llevado a plantear dos hipótesis

con respecto a las diferencias genéticas detectadas entre inversiones. O bien la especie
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atravesó un cuello de botella poblacional previo a su expansión a otros continentes,

(como ya se había sugerido en trabajos anteriores; Rossi et al, 1996) o bien el origen

del polimorfismo cromosómico de Drosophila buzzatii es reciente.

l) Las dos metodologías utilizadas son igualmente idóneas para aislar

cromosomas salvajes y estimar frecuencias alélicas y cromosómicas.

2) En esta población de Drosophila buzzatii existen diferencias en el

contenido genético de las inversiones del cromosoma 2, como lo ponen de

manifiesto los desequilibrios gaméticos detectados para los loci Est-l y Est-2.

3) El desequilibrio de th con las ordenaciones podria ser el resultado de

interacciones con loci que mapean dentro de ellas, como Aldox y Po.

4) El par de alozimas Est-lalEst-Za es el único cuyo desequilibrio global posee

un componente de desequilibrio por covarianza significativo, debido a las

asociaciones de estos alelos con las inversiones (desequilibrio “entre”).

5) Todos los otros desequilibrios significativos entre pares de alozimas

presentan únicamente un componente de desequilibrio “dentro”.

6) No obstante este desequilibrio “dentro” no es independiente de la

ordenación cromosómica en que se hallan presentes los pares de loci enzimáticos.
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