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RESUMEN

El problema de 1la supresidén de la recombinaciodn
genética en el sexo heterogamético fue investigado en la mosca del
Mediterréneo Ceratitis capitata, una importante plaga de los
frutales. En esta especle unas pocas mutaciones morfoldgicas con
casl nulos datos de ligamiento entre ellas habian sido reportados en
el momento de comenzar esta investigacidn. En el transcurso de 1la
misma se logrd, en primer término aumentar el surtido de
marcadores genéticos disponibles incorporando las variantes para
movilidad electroforética o alozimas. Se identificaron dos alelos de
la Ksterasa pupal (Es) y se establecieron cepas puras para cada uno de
ellos. Con dichas cepas se consiguld establecer que el gen para la
esterasa pupal se encuentra en el mismo grupo de ligamiento que un gen
denominado niger (ng) causante de una extrema melanizacidn cuticular
en la pupa y en el adulto. Con estos materiales se aportd la primera
prueba genética de que la recombinaciodn en el macho de esta
especie no tenla lugar, al menos con frecuencia comparable a la de
la hembra. Esta parte del trabajo se completd con la incorporacion
de otro gen llamado long pupa (1lp) gque se manifiesta fenotipicamente
por un sensible alargamiento y cambio de forma de la pupa, y que fue
mapeado aproximadamente a 15 unidades de ng, estando ambos genes a su
vez alejados de Es.

Utilizando una cepa con una traslocacidon cromosdmica
entre el cromosoma Y y el autosoma portador del grupo de ligamiento
lp—ng-Es, bautizada T5038B, se hicieron observaciones prelimlnares que
indicaron una gran estabilidad en cuanto al ligamiento del marcador ng
con el s8exo. Una observacidn mas atenta de 1la misma puso de
manifiesto que ciertas cigotas portadoras de duplicaciones parciales
que son producidas regularmente en la progenie de 1la cepa T5038 son
capaces, bajo ciertas circunstancias, de avanzar hasta un estadio
final del desarrollo pupal. El estudio minucioso de estos individuos
abortivos permitid conclﬁir que la totalidad de 1los marcadores
probados deben ubicarse en la porcidn no traslocada del autosoma
mencionado mas arriba.

Al considerar los fendmenos que serian responsables de
inestabilidad en la cepa traslocada, fue posible distinguir entre la
supervivencia tardia de cigotas aneuploides y raros eventos de
recombinacidén en machos. Para abordar de lleno el estudio de este
ultimo fendmeno se decidid usar el par de marcadores lp y dd,

-4-



este ultimo (dark dorsal abdomen) manifestado por un oscurecimiento
de la cuticula del adulto. Dichos marcadores fueron elegidos por
estar muy separados en el mapa genético, por eger de facil
observacion sin lupa, vy por permitir de ese modo recuentos mucho
mayores que los obtenidos usando corridas electroforéticas. Con
ellos, y luego de revisar 49697 moscas, fue posible demostrar 55 casgos
genuinos de recombinacidn en el macho, cada uno de ellos comprobados
por prueba de progenie. El analisis de estos datos ha revelado: 1)
que este fendmenos se presenta en nuestro sistema con tasas un orden
de magnitud menores que las informadas por 1la literatura, 2) una
notable constancia y repetibilidad del fendémeno, 3) que el
fenémeno se presenta tanto en los cruzamientos directos como
reciprocos, 4) que no tlene efecto la presencia de un caso previo de
recombinacion en los padres, y 5) que tal vez exista alguna
oscilacidn entre dos niveles de frecuencias del fendmeno, un
maximo de 0,13 %, y un minimo de 0,042%, medidos siempre entre los
dos marcadores lp y dd.

En un esfuerzo final se emprendid la busqueda exhaustiva
de recombinacidén en la cepa traslocada TY+++/1p dd sw, en la cual se
incorpord el nuevo marcador sesw (Bslow-mazzard), caracterizado por
ojos de color guinda y tasa de desarrollo mas baja que lo normal. En
total, luego de revisar 10510 mogcas de la cepa traslocada fue posible
demostrar 7 casos clertos de recombinacidon en la misma. Cinco de
elloes permitieron ademéds mapear el lado del cual 8se encuentra el
punto de ruptura de 1la traslocacidén respecto del conjunto de
marcadores. Se concluyd® que el mapa mas probable es: T5038-1p (49)

dd (33) sw, siendo 1los valores entre paréntesis las distancias de
recombinacidn entre los marcadores en la hembra.

Finalmente estos resultados se evaluaron en su 1importancia
aplicada y tedrica. Los mismos se compararon con los obtenidos por
otros autores y se discutieron dentro del contexto amplio del problema
de la regulacidn de la recombinacidn en general, y de su papel en
la evolucidn de las especies, poniendo especial énfasis en el
problema de la supresidon de la recombinacidén en uno de los dos
sexos. Se concluyd el trabajo discutiendo los mecanismos posibles vy
el rol adaptativo que estos fendmenos pueden desempefilar en las

especies.



INTRODUCCION

"Seria disparatada creencia, que se
destruiria por si misma, esperar

que lo que Jamas se ha hecho pueda
hacerse, a no ser por medios nunca
hasta aquil empleados"”

Novum organum, Libro I, Afor. 6

Perspectiva geperal

Bajo el nombre de recombinacidon génica se agrupan todos
los fendmenos que dan lugar a un intercambio de material genético
entre dos segmentos distintos de ADN. En principio estos fendmenos
pueden ser subdivididos en dos categorias: 1la ‘'recombinacidn
general” y la recombinacion "especifica de lugar', aunque algunos
autores distinguen hoy una tercera clase que agrupa a los eventos
asi llamados de recombinacidén "ilegitima’.

En la "recombinacidn general” el intercambio se produce
entre dos secuencias homdlogas de ADN, por ejemplo la Que ocurre
entre los cromosomas homdlogos durante 1la meiosis de los
eucariontes, o la que resulta de los fenomenos de parasexualidad
entre los procariontes. En la recombinacion "“especifica de lugar”,
por el contrario, no ee8 necesaria la homologia entre largas
secuencias de ADN 8ino que el intercambio ocurre entre cortas
secuencias de nucledtidos. Reclibe ese nombre porque en ella todo el
proceso de recombinacidn (incluido el paso inicial de
reconocimiento) estd guiado por wuna enzima que reconoce unas
secuenclas espacificas de nucleodotidos, y es Justamente en estas
gsecuencias donde se produce 1la recombinacidn (Grindley y Reed,
1985). Son ejemplos de esta ultima la que ocurre cuando un virus se
integra o se desprende del cromosoma bacteriano, y la que ocurre
cuando un elemento trasponible penetra en un genoma. En la
recombinacion "ilegitima"” se producen uniones novedosas de ADN en
moléculas recombinantes. Estos eventos ocurren a frecuencias que
son Ordenes de magnitud mas bajas que la recombinacidn general o
la especifica de 1lugar pero tienen importantes consecuencias
bioldgicas; por ejemplo la duplicacidon de genes, la unidn de
extremos de ADN doble cadena que forma la base de ciertos tipos de

reparacidn y la integracion de ADN foraneo dentro del genoma
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eucaridntico (Kucherlapati y Smith, 1988).

Mecanismo molecular de la recombinacidn

Ain no ha sido posible desentrafiar los detalles
bioguimico-moleculares de la recomblnacidén génica en organismos
superiores. Sin embargo 1los analisis genéticos realizados en
virus, bacterias y hongos permitieron aclarar ciertos aspectos de 1la
recombinacidn general (Alberts et al, 1986).

La recombinacidn general se inicia con una muesca en una
hebra de 1la doble hélice. Los agentes capacee de producir estas
muescas como los rayos X o gama son capacee también de desencadenar
procesos de recombinacidn génica. Es probable que exista una
enzima productora de muescas en distintos 1lugares durante la meiosis
aunque todavia ella no ha sido identificada. Se conocen en cambio
varias protelnas que Juegan un prapel 1importante durante la
recombinacidn que ocurre 1luego de la conjugacidn bacteriana
(Stahl, 1987).

El paso dificil y lento en 1la recombinacidn es el
establecimiento inclal de un intercambio entre dos hebras simples de
las dos doble hélices homdlogas. Después de este intercambio
inicial la regidon de apareamiento puede ampliarse con rapidez y
ademés el lugar donde 1las dos hebras se cruzan puede migrar
rapidamente hacia adelante o hacia atras. En este momento el
entrecruzamiento consta de dos hebras entrecruzadas y dos hebras no
entrecruzadas. Para volver a tener dos hélices separadadas las dos
hebras entrecruzadasas se deben cortar. Pero antes del corte deberia
producirse una isomerizacidn de las estructuras, la cual
provocaria que las dos hebras originalmente no entrecruzadas, pasen
a ser las entrecruzadas Yy viceversa, (Modelo de Meselson y Radding,
1975). S1 el corte ocurriera antes de dicha isomerizacidn las dos
hélices 8Be separarian casi inalteradas, es decir, habiendo
intercambiado un corto fragmento de ADN monohebra. Este proceso
seria el que da origen al conocido fendmeno de la ‘“conversidn
génica"”, sobre el que volveremos luego. En cambio, sl el corte
ocurre luego de la isomerlzacidn, entonces el resultado serd que
las dos hélices se habran entrecruzado y la recombinacidén se
habra consumado. Esta 1somerizacidén podria ser espontaénea o
podria estar regulada de alguna forma por la célula. Pareceria
lo mas logico pensar que sl existe regulacidn durante la melosis

ésta ocurra en el momento en que las dos doble hélices se aparean
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formando el "complejo sinaptonémico”. Esta estructura, si bien wuna
gran cantidad de observaciones citoldgicas han revelado que es
dindmica y heterogénea y que sufre cambios a 1lo largo del
paquitene sobre cuya funcidén se sabe poco, no obstante se piensa que
no es probable que ella participe por si misma del proceso activo de
la recombinacidn. En cambio, se estan acumulando pruebas de que
dicho proceso 8e localiza en 1los asl llamados “nddulos de
recombinacidon”, estructuras de unos 90 nm que contienen protelnas

y son visualizadas por el microscopio electrdnico distribuldas a
lo largo del componente central del complejo sinaptonémico (von
Wettestein et al. 1984, Dresser, 1987).

Una de las varias lineas de evidencia a que nos referimos
muestra que algunas mutaciones de Drosophila melanogaster causantes de
una disminucidn en la frecuencia de recombinacidén asl como wuna
distribucidn alterada de los sucesos de entrecruzamiento, va
acompafiada de una reduccion en el numero de noddulos de
recombinacion vy una alteracion de su distribucidon que son
praralelas a las primeras (nos referimos a mei-218, Carpenter, 1979).
Esto nos trae al tema de las mutaciones en D. melanogaster.

Desde hace por lo menos quince afios Adelaide Carpenter viene
estudiando una coleccidén de mutantes que afectan la recombinacidn
observada durante la meiosis en la hembra de esta mosca (Baker vy
Carpenter, 1972). Se conocen unos 15 loci requeridos para obtener wuna
frecuencia y una ubicacion normales de los sitios de intercambio.

Al llegar a este punto de 1la presentacidn es oportuno
repasar, ahora desde el punto de vista genético, el fendmeno de la
“"conversion génica” que fuera detectado primeramente en hongos
graclas al analisis de tetradas. Este fendmeno que podria ser
descrito mejor como una recombinacidn intragénica no reclproca,
es el que se presenta cuando una baja frecuencia de tetradas (~-1%) a
partir de un nucleo Aa no segrega 2A:2a como se espera sino por
ejemplo 3A:1a, o bien 3a:1A. Pareciera como si una cromatide hubiera
adquirido el genotipo del cromosoma homélogo. Una gran cantidad de
observaciones genéticaes acumuladas en hongos permiten considerar la
recombinacion y la conversion como dos caras de una misma moneda
(o Bea recombinacidén recliproca y no reciproca), aunque el punto
de vista actual tiende a separarlos (Hasting, 1987 a y b; Carpenter
1987).



A pesar de que exclusivamente entre 1los hongos el estudio
del fendmeno de la conversidon génica cuenta con 1la valiosa
herramienta del analisis de ascas, también es posible estudiar
dicho fendmeno en organismos donde los productos de la meiosis no
permanecen juntos, siempre que se cuente con suficientes marcadores
genéticos (Finnerty 1976). El estudio minucioso de la conversidn
génica en el locus rosy en Drosophila melanogaster y del efecto
operado sobre ella por la presencia de 1los mutantes meidticos
(Carpenter 1982, 1984) aparece hoy como la mas fructifera
aproximacidn al estudio del problema de la recombinacidén general
en 1insectos. Exlsten 1incluso eJemplos donde el estudio de la
conversidén en el locus rosy ha alcanzado ya la sofisticacidon de
utilizar sitios de restriccidn en el ADN como marcadores genéticos
(Clark et al 1988).

En definitiva el panorama qQue surge en la actualidad parece
indicar no solo que el paso de la 1lsomerizacidn que decide si un
entrecruzamiento se resuelve en conversion o en recombinacidn no
ocurre al azar (méas bien se encuentra regulado presumiblemente por
medio de una enzima que actua durante la meiosis), sino también
que ambos procesos estarian separados en el tiempo y cada uno
cumpliria funciones propilas. Segun Carpenter (1987) la
converslidon génica seria la impronta dejada por un fendmeno de
intercambio que ocurre en paquitene 1iniclal y cuya funcion es
garantizar el apareamiento estrictamente homdlogo. Por su parte 1la
recombinacion que desde luego cumple los conocidos roles de mezclar
los genes y asegurar la disyuncidén de los cromosomas homdélogos por
medio de los quiasmas, recién ocurriria en paquitene tardio
(Carpenter 1987). (Es interesante confrontar con estas 1ideas las
observaciones a nivel ultraestructural de cambios en los apareamientos
durante el paquitene, por ejemplo las realizadas en B.mori 3n y 4n por
von Wettestein et al 1984, Fig. 7 y 8).

Ahora bien, la informacidn obtenida a partir de 1los
mutantes para recombinacion, provee s86lo un cuadro parcial acerca
del control genético de la recombinacidn el cual debe ser
complementado con estudios de la variacion natural existente y del
rol adaptativo que ella cumple en 1las poblaciones. Después de todo
"Nothing in Biology makes sense except on the light of evolution” como
reza el aforismo de Dobzhansky (Ayala, 1977).
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Podemos comenzar con algunas consideraciones puramente
tedricas. Ante todo se deben distinguir dos situaciones: “ambiente
constante” y "ambiente variable” (cf. Hedrick, 1983). Si el ambiente
es variable a lo largo del tiempo, la conclusidon se alcanza en forma
intuitiva: Un ambilente variable significa gque 1la seleccidn puede
variar en magnitud y en direccidn; en este caso resulta mas
ventajoso dlsponer de wuna mayor variedad de genotipos en la
poblacidn, los cuales deberlan presentarse con ligamiento escaso
para otorgar a la especie mayor plasticidad.

El caso en que el ambiente, o la selecciodn, es constante
es mas s8imple de modelar y ha recibido un tratamiento mas
riguroso. Ya por 1930, Fisher fue el primero en sefialar que si dos
genes interaccionan en sus efectos sobre un caracter adaptativo, la
seleccidon natural favorecera el aumento del ligamiento genético
entre ellos dos (c¢cf Fisher, 1958, p. 117 y p. 133). A menudo se ha
postulado que éste seria el mecaniemo genético por el que se
originarian los asl llamados "supergenes"”; por ejemplo en Papilio
memnon, una mariposa mimética, se han identificado 6 1loci que
controlan los diversos elementos del patrdn mimético, todos ellos
dentro de una longitud del mapa menor que 0,006 (Clarke y Sheppard,
1971, 1977).

Fue Kimura (1956) quien inicid el camino del tratamiento
matematico del tema. Feldman y sus colaboradores proponiendo modelos
mas detallados como el de un gen R que afecta la recombinacidn
entre dos genes A y B sometidos a seleccidn, sdlo consiguieron
refinar mas la conclusidn basica: toda mutacidn nueva en el
gen R que afecta la recombinacion aumentara de frecuencia en 1la
poblacion s8i y s8dlo sl disminuye la recombinacidon entre Ay B
(Feldman et al. 1980). El problema es que, siguiendo por este camino,
se llega a una conclusion paraddjica: el genoma deberia terminar
por ‘‘congelarse” (Turner, 1967) en un solo y gligantesco cromosoma.
Dado que esto no es lo que se observa, las explicaciones de porquée
ello no ocurre se han multiplicado a lo largo de los afios (Maynard
Smith, 1977). Por ejemplo el autor ruso Kondrashov ha publicado en los
ultimos afios una serie de trabajos tedricos en 1los que trata de
explicar las ventajas de la reproduccion sexual utilizando un modelo
de "seleccidn umbral"” o "seleccidn truncante o truncadora” (Crow y
Kimura, 1979) actuando en contra de las mutaciones deletéreas, De

esta serie de trabajos es pertinente citar aqui solo uno
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(Kondrashov, 1984) donde dicho autor aplica su modelo a explicar las
ventajas de la existencia de 1la recombinacidn. Sin embargo, la
clésica explicacidn de la recombinacidn como origen causal de la
bisexualidad ha sido desacreditada recientemente por un trabajo que
muestra que la segregacion genética basta por si misma para
explicar la prevalencia de la reproduccidn sexual (Kilpatrick vy
Jenkins, 1989), sin necesidad de apelar para ello a la
recombinacidn.

En clerta forma emparentado con las mutacliones deletéreas
estda el tema del "dafilo genético’”, aunque este ultimo encierra un
concepto algo diferente. En wuna mutacidon se reemplaza una o mas
bases normales por otras bases normales y, aunque el contenido
informativo del ADN cambie, 1la nueva secuencia es perfectamente
heredable. En cambio, frente a un daflo genético (rotura en el ADN,
depurinacidn, depirimidinacioén, formacion de dimeros de
timina, aparicidon de Dbases modificadas), se produce una inmediata
detencion de la replicacidn. Probablemente debido a ello 1los
organismos poseen refinados sistemas para reparar dafilos en el ADN:
existen enzimas de reparacidn que actuan escindiendo la zona
andémala la cual es luego corregida usando la otra hebra de la doble
hélice como templado. Pero con este mecanismo de reparacion,
8d6lo pueden ser reparados los dafioge ocurridos en una cadena. Sin
embargo, en el ADN también ocurren, aunque con menor frecuencia,
dafios que afectan a ambas cadenas (roturas de doble hebra,
entrecruzamientos). Segun se ha postulado recientemente este tipo de
dafio s8&lo podria ser '"reparado” por la recombinacidn genética
(silegitima?) (Bernstein el al., 1985).

Un enfoque experimental seguido por muchos autores consiste
en usar recuentos de numero de quiasmas en lugar de mediciones
directas entre marcadores genéticos para estimar frecuencias de
recombinacidn. Esta 1linea ha sido seguida por trabajos
realizados en Schistocerca y ratones (Shaw, 1972; De Boer y Hoeven,
1977, ambos mencionados por Turner, 1979) y una larga 1lista de
organismos. En algunos casos los resultados han sido bastante
debatidos (cf. Burt y Bell, 1987, y sus réplicas). De cualquier
manera en la base de este tipo de aproximacidn subyace latente la
pregunta sobre la validez universal de la relacidn univoca entre
quiasmas observados citoldgicamente y eventos de recombinacidn
génica manifestados por segregacion de caracteres, pregunta sobre

la que volveremos mas adelante en el contexto de la supresidén de
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la recombinacidén en un sexo.

El enfoque experimental directo del asunto ha sido abordado
en algunos organismos sometiendo poblaciones de 1laboratorio a
seleccidn para mayor o menor tasas de recombinacidon entre dos
marcadores genéticos dados. Uno de 1los primeros de estos
experimentos fue reportado en el gusano de seda por Hasimoto (1957),
pero permanecid ignorado en occlidente por mas de 20 anios
(redescublierto por Turner, 1979). En este insecto 1la respuesta a la
selecidn resultd ser muy grande y 1los cruzamientos entre las
lineas con alta y baja tasa de recombinacién han permitido hoy
dia detectar dos clases de modificadores de recombinacidn: unos
generales, que afectan la frecuencia de recombinacidén global del
genoma, Yy otros locales que presentan efectos especificos de
cromosoma (Ebinuma, 1987). Un experimento similar ha sido reportado en
el tenebridnido Iribolium castaneum (Dewees, 1875) donde se obtuvo
mayor respuesta para aumento que para disminucidn de la
recombinacidon, lo que fue explicado por el autor como dominancia
direccional: aumento seria recesivo y disminucidén dominante.

En Drosorhila melanogaster hay experimentos de selecciodn
direccional para tasa de recombinacidn que se remontan al afio 1920
pero no vamos a revisarlos aqui. Soélo mencionaremos un lindo
ejemplo realizado por Kidwell (1972) quien obtuvo nuevamente mayor
éxito en las lineas seleccionadas para aumento que para
disminucidon. Una revisidn breve pero reciente puede encontrarse en
el trabajo de Charlesworth (1985), de donde surge Qque no puede
extraerse un patrdn claro de respuesta a seleccidn en esta especie
excepto que, al menos en varios ejemplos, la variacidn natural para
tasa de recombinacién s8se debe con mayor frecuencia a alelos
recesivos para ‘“tasa-mas-alta’, mientras que los alelos mutantes
obtenidos artificialmente (a los que hicimos referencia en una
seccidn anterior), se comportan como recesivos para "tasa-reducida”.
Pero debe tenerse cuidado con generalizar esta observacidon pues

también hay ejemplos en contrario (Charlesworth 1985).



Supresion de la recombinacidn en un sexo

Desde que Morgan observdo en 1912 que los genes ligados no
recombinan en el macho de Drosophila melanogaster, y Sturtevant tres
aflos mds tarde reportd que otro tanto ocurre en 1la hembra del
gusano de seda Bombvx mori, empezd a madurar la idea conocida 1luego
como "Regla de Haldane”, o mejor debiéramos decir "Regla de Huxley”
(cf. Dunn y Bennett, 1967), la cual establece que “toda vez que el
entrecruzamiento esta marcadamente reducido o ausente de uno de los
dos sexos ese sexo es8 el heterogamético”. Tal el caso del sexo
masculino (XY) en dipteros y del gsexo femenino (ZW) en
lepiddpteros.

Por el afio 1930 varios laboratorios establecieron
independientemente que existe una correspondencia en términos
generales entre el entrecruzamiento a nivel genético y a nivel
citologico (Darlington, 1930; Stern, 1931; Creigton y Mc Clintock,
1931). Pero las observaciones de 1la citologia convencional en
conexidén con el problema de la supresidon de la recombinacidn en
el macho de Drosgophila han sido un tanto desconcertantes. En principio
se observaron llamativas diferencias entre los cromosomas meidticos
del macho de esta especle, y 1los observados en la meiosis de 1los
ortopteros, diferencias que fueron interpretadas como las bases
cltoldégicas para la ausencia de entrecruzamiento (Huettner, 1930).
Sin embargo, Cooper (1949) informa sin lugar a dudas que en la meiosis
del macho de Drosophila se producen regularmente quiasmas. A pesar de
ello vy no obstante 1la intensa manipulacion genética a gque fue
sometida esta especie en el interin, jamas se reportd un solo
caso de recombinacidon génica espontanea verificada en el macho
(hasta que Hiraizumi halld el primero en 1972 en conexidn con un
fendmeno en el cual no se verifica wuna recombinacidn de tipo
general y sobre el cual abundaremos luego)

Por medio del microscopio electrdnico ha podido
establecerse que en el macho de D, melanogaster no se forma en
absoluto un compleio sinaptonémico como el de la hembra (Meyer
1960). Sin embargo esta estructura sl ocurre en la hembra de B. mori
tanto como en el macho de la misma especie (Miya et al 1970) aunque se
ha reportado que la hembra carece de los ndédulogs de recombinacidn
ubicados en el componente central de la estructura mientras que el
macho sl los presenta (ver revieidn en Von Wettstein et al 1984).

Antes de entrar de lleno en el tema de la supresidn de la

recombinacidon en un sexo vamos a considerar un caso trivial de no
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recombinacidén en un sexo, pero que trae asociado otro no tanto. Se
trata de 1la haplodiploidia en himendpteros, organismos en los
cuales los machos 8on haploides y, obviamente, no hay en ellos
posibilidad de recombinacidn de caracteres. Hamilton (1964) ya ha
demostrado elegantemente que este sistema aumenta el grado de
parentesco entre las hembras hermanas y constituye el fundamento
genético de la evolucidn de la conducta social altruista en
hormigas, abejas y avispas. Curiosamente, se ha descubierto hace poco
en las termitas, lnsectos sociales que no presentan haplodiploidia,
que es muy frecuente encontrar especies con complejas traslocaciones
involucrando al cromosoma Y del macho y a numerosos autosomas. En la
melosis de estos machos heteroclgotas para las traslocaciones se
forman anillos, pero gracias a 1la prevalencia de ‘“disyuncién
alternada"” (Strickberger 1968) no se producen gametas desbalanceadas;
el resultado es que todos los cromosomas involucrados en las
traslocaciones gquedan ligados al Y, y todos s8us homdlogos no
traslocados van a la gameta X. Lacy (1980) ha sefialado que bajo este
gistema aumenta el grado de parentesco entre hermanos del mismo sexo,
abriendo asi un camino que conduce nuevamente hacia la evoluciodn

de la conducta soclal altruista. Si bién algunos aspectos de esta
hipotesis han sido criticados (Leinaas 1983), el descubrimiento de
un slistema similar de heterocigosis compleja ligada al sexo en una de
las pocas especies de arafias soclales que existen, 1le ha dado nuevo
impulso (Rowell 1985). Es interesante el paralelo con monotremas donde
los cromosomas sexuales también forman parte de complejas
traslocaciones que se encadenan durante la meiosis (Murtagh, 1977)
aunque en este caso dicha rareza ha sido interpretada como un estado
inicial en 1la diferencilacidn de 1los cromosomas sexuales de los
mamiferos (Marshall Graves, 1987).

Si bién es clerto que buscando en la literatura uno puede
encontrar ejemplos de aparente violacidén de la ‘"regla de
Haldane-Huxley"” como el de Tribolium castaneum, en el que el macho
heterogamético presenta tasas de recombinacidn mayores que 1la
hembra homogamética, debe reconocerse que, al menos en este caso, no
se trata de un fendémeno todo/nada sino de diferencias cuantitativas.
Por ejemplo, para cierto par de genes en el grupo VII la tasa de
recombinacidn pasa aproximadamente de 40% en la hembra a 50% en el
macho (Sokoloff 1964), y para otro par de genes en el grupo V, de 21%
en hembras a 33% en machoe (Dewees 1967). Hay que reconocer, por fin,

que no se registra en la literatura un s6lo caso de supresiodn
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total de la recombinacidn en el sexo homogamético. No obstante
ello, también es cierto que la supresion de la recombinacidén no

es tan perfecta en todas las especies del género Drogophila. Se han
registrado casos raros de recombinacidén en el macho de D, virilis
(Kikkawa 1935), D. subobscura (Phillips 1944), D, willistoni (Franca
et al 1968), D,asimulans (Woodruff y Bortolozzi 1976), y un informe muy
preliminar indica que en D, litoralis la recombinacidén en el macho
seria alta (Lumme y Lankinez 1981).

Dejamos aparte "ex profeso'” el caso de D,anapnagsae porque
merece algun detenimiento. Fue uno de los primeros casos registrados
de recombinacidén en el macho (Moriwaki 1837 y Kikkawa 1937,
independientemente), pero lo realmente diferente en esta especie es
que se trata de la unica Drosophila en la que se ha demostrado una
frecuencia considerablemente alta (1,3 a 6%) de recombinacidon en el
macho, caracteristica presente en el 95% de los cromosomas traldos
de la naturaleza; se ha reportado ademas considerable variacion
para tasa de recombinacidn tanto entre cepas como entre familias. En
una serie de estudios realizados antes de la Segunda Guerra Mundial
ambos investigadores Japoneses fueron capaces de identificar genes
responsables de aumentar la tasa de entrecruzamiento en el macho, pero
todas estas cepas se perdieron luego (ver revision sobre la especie
en Moriwakil y Tobari 1975); modernamente el tema ha sido retomado por
investigadores de la India, Japdn y Estados Unidos, infomandose
respuestas positivas a seleccidn para frecuencia de recombinacidn
en macho, algunas evidencias de control poligénico, y hasta la
presencia de dos factores ubicados en distinto cromosoma, uno
aumentando y el otro suprimiendo la recombinacidn (ibidem, pag.
518). Una revisidén mas reciente ha sido realizada por Singh
(1985); este autor esta investigando actualmente ciertos
polimorfismos para inversiones cromosdmicas y ha mostrado en forma
reciente algunos efectos del genotipo de fondo sobre 1la tasa de
entrecruzamiento en la hembra (Singh y Singh 1988). Hinton y sus
colaboradores, por su parte, 8e han concentrado en el estudio de
sistemas hipermutables en esta especle (ver Tanda et al 1989 vy
referencias alll). También en esta especie se ha informado de wuna
correlacidn entre frecuencia de quiasmas y frecuencia de
entrecruzamientos (Matsuda et al 1983).

Respecto de la presencia o no de complejo sinaptonémico en
espermatocito primario de D. ananassae hay informes encontrados.
Mientras Grell y sus colaboradores (1972) afirman que no 1lo hay,
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Moriwaki y Tsujita (1974) opinan que si; estos ultimos dicen que
no se encuentra una estructura tripartita tipica pero que en
leptotene y zigotene inicial es posible observar un filamento axial, vy
agregan que los cromosomas homdOlogos forman sinapsis incompletas con
ayuda de un complejo sinaptonémico imperfecto. Finalmente un tercer
trabajo, revisando los dos anteriores ha desacreditado a ambos, al
primero por sospecha de no haber localizado espermatocitos en
paguitene y al segundo por mala calidad de las fotografias
publicadas (Hinton y Downs 1975). Por el lado de la hembra parece no
haber dudas respecto de la presencia de un complejo sinaptonémico
normal (Grell et al 1972).

Aunque desde hacia muchos afios era conocido que agentes
fisicos como rayvos X v luz ultrovioleta, y agentes qulmicos como
el formaldehido, eran capaces de inducir entrecruzamientos (por
ejemplo Paterson y Suche 1934 en el macho de D.melanogaster, y
Moriwaki 1935 en 1la hembra de Bombyx mori, y varios trabajos
posteriores), el primer caso reportado de recombinacion espontanea
en el macho de D.melanogaster despertd un gran interés. Fue
informado por Hiraizumi (1971) quien lo encontrd con una frecuencia
de 4,5 x 10-3. Pronto se vid que algo similar ocurre en B.__mori
aunque con mayor rareza: 3,1 x 10 -5 (Murakami 1976, Tabla 2). El
estudio ha procedido a mucha mayor velocidad en D.melanogaster y hoy,
luego de una considerable acumulacidén de datos exprerimentales se
puede afirmar que la recombinacion en el macho de esta especie
invariablemente forma parte de un conjunto de sintomas conocldo como
"sindrome de la disgenesia hibrida” cuyo origen molecular debe
buscarse en la mobilizacidon de elementos trasponibles dentro del
genoma. (Una descripcidon al dla de este fendmeno asi como
referencias bibliograficas pueden encontrarse en la introduccidn
de cualqulier trabajo reciente, por ejemplo Exley y Eggleston 1989).

Objetivos del trabajo

En este trabajo se estudiara una situacidn en algunos
aspectos similar surgida mas recientemente en torno al problema de
la falta de recombinacidén del sexo heterogamético de la mosca del
Mediterraneo Ceratitis capitata Wied. (Diptera, Tephritidae), una
conocida plaga de numerosos frutales en grandes regiones productoras
de clima templado y subtropical en todo el mundo.

Uno de los métodos para controlar esta plaga,

experimentado con éxito en varios paises, se basa en la cria,
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esterilizacidn y posterior 1liberacidn de cantidades masivas del
insecto, siendo el efecto buscado con esta inundacidn de individuos
estériles una reduccidn del tamafio poblacional de la plaga. Este
método veria 1incrementada su eficiencia si, en vez de 1liberar
individuos de ambos sexos, se consiguiera eliminar las hembras en el
criadero y liberar solamente machos estériles. Una de las maneras de
consegulr ésto es ligar genéticamente, por medio de una
translocaciodn, la herencia de cualquier gen 1letal condicional a la
herencia del sexo. Esto es posible gracias a que, en esta especie, la
mera presencia de la regidn proximal al centrdmero del cromosoma Y
determina la masculinidad, y a que la regidn distal al centrdmero

del mismo cromosoma es dispensable (ya que se ha visto que individuos
deficientes para dicha regidn son perfectamente fértiles; ver
revisidén en Lifschitz y Cladera, 1989). Este sistema de “"autosexado
genético” sdlo es capaz de mantenerse estable a lo largo de las
generaciones si durante la melosis del macho no existe recombinacidn
de caracteres entre el cromosoma traslocado y su homdlogo no
traslocado.

A pesar de su importancia econdmica y aplicada, el
interés por conocer los detalles de 1la biologla de Ceratitis
caritata sdlo se ha incrementado muy recientemente. En particular,
sobre la genética de esta especie en el momento de iniciarse nuestra
investigacidon apenas habla una medlia docena de trabajos
preliminares publicados.

Respecto de los cromosomas de C. capltata el trabajo pionero
fue realizado por el brasilefio Luis Mendes quien reportd la
formula 10+XX para las hembras y 10+XY para los machos, observd
apareamiento somatico en mitosis, cromosomas glgantes en glandulas
salivales, tubos de Malpighl y pared del intestino, y 6 bivalentes en
meiosis (Mendes, 1858); no hay mencidn en este informe sobre 1la
presencia o nd de quiasmas en la meiosis del macho. Sobre este
asunto en particular dos citdlogos tuvieron opiniones dispares:
mientras que uno de ellos afirma taxativamente que estamos en
presencia de una espermatogénesis tiplicamente ‘'quilasmé&tica”
sugiriendo que la recombinacidén debe ocurrir en el macho (Radu et
al., 1975), el otro en cambio , dice que la meiosis del macho puede
ser "aquiasmatica”™, aunque reconoce la presencila de estructuras que
podrian ser interpretadas como entrecruzamientos (Southern, 1876).
Una tercera posicién parece haber surgido mas tarde haciendo

referencia a zonas '"pseudoquiasmaticas'” (Gonzalez, 1981) pero no
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hemos tenido acceso a mas detalles. El hecho innegable es que los
bivalentes son tan pequeflos y estan tan condensados gue las
técnicas citoldogicas de rutina en estos casos resultan de
dificultosa interpretacidon (ver revisidn en Lifschitz y Cladera,
1989).

Desde un principio se habia visto en Ceratitis capitata
que las cepas traslocadas mantenian, con algunas excepciones, la
estabilidad de 1la herencia holandrica (Rossler, 1979, Lifschitz,
Manso y Gonzalez, sin publ.), y este hecho argumentaba en favor de
que, de existir recombinacidén en el macho, ésta debia ser poco
frecuente. Se podria pensar que todas las traslocaciones
seleccionadas fueran precisamente aquellas que presentaban “buen”
ligamiento, por ejemplo por presentar un punto de ruptura muy cercano
al marcador. Robinson y Heemert (1982) hicieron un experimento vy
probaron que éste no era el caso. S1 la tasa de recombinacidén en
el macho fuera alta se esperaria inducir por azar raramente
traslocaciones causando ligamiento total y mas frecuentemente casos
intermedios. El resultado de su experimento fue el opuesto: de 148
familias examinadas, seis dieron ligamiento completo y hubo sdlo dos
(o tres?) casos intermedios (Robinson y van Heemert, 1982). Sin
embargo ya en diciembre de 1980 existia informacion preliminar del
Dr. Yoram RYssler (com. pers.) quien opinaba que, mientras en el
macho de esta especie normalmente no ocurria la recombinacién, en
cambio ésta sl se presentaban en las cepas traslocadas causando el
desacople entre sexo y marcador.

La respuesta definitiva sdlo podia llegar por mediciones
directas de recombinacidén entre marcadores genéticos. Se pensod
entonces en atacar este problema midiendo la recombinacidén masculina
entre marcadores geneticos tanto en moscas normales como en
individuos portadores de una traslocacidén Y-autosoma, y observar en
estos Ultimos si se detectaban casos de desacople entre el sexo y el

marcador genético.

El pionero en los estudios geneéticos de Ceratitis capitata

fue Sandro Cavicchi quien realizd primero un experimento de
genética cuantitativa, seleccionando para tasa de desarrollo
larvario; este autor reconoce alli gque la menor respuesta a

seleccidn que él obtuvo en machos podria deberse a que la
recombinacidn no ocurriera en este sexo,(y a gque, por esta razodn,
el macho liberara menos variabilidad que la hembra) pero en realidad

este autor prefirid explicar dicha diferencia entre sexos como
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"efecto materno” (Cavicchi 18972). Al afio siguiente, un experimento de
seleccidn disruptiva para color del pupario permitid concluir a
este mismo autor que dicho caracter debia estar controlado por muy
pocos genes (Cavicchi y Bellettini, 1973). Las primeras mutaciones
descriptas fueron mutaciones espontdneas; el mismo Cavicchi (1973)
describe un gen recesivo autosdmico que cambia la forma y oscurece
el pedunculo de la cepa orbital espatulada del macho y ese mismo afio
aparece publicada la descripcidén de un gen de ojos blancos (Sharp vy
Chambers, 1973); ambas mutaciones se han perdido. Aparece entonces
R8ssler con sus tres mutaciones espontaneas ap (apricot), dc
(double chaetae) y dp (dark pupae), (Rossler y Koltin, 1976) y 1luego
una cuarta, w (white pupae), aparecida en un material irradiado
(Rossler, 1979); todas ellas se comportan como autosomicas recesivas

v segregan independientemente excepto double chaetae cuya herencia no
parece ser simple. Contemporaneamente, en el Laboratorio de Insectos
del Instituto de Genética del INTA Castelar, se comenzd a utilizar

el metano-sulfonato de etilo (EMS) como agente mutagénico con el
cual se obtuvo ng (niger), la primera mutacion inducida con
mutageno quimico en esta especie (Manso y Lifschitz, 1979) la cual

se manifiesta por pupas y adultos totalmente melédnicos y se comporta
como autosdmica y recesiva. Al mismo tiempo gque en el INTA Castelar
se iniciaba la busqueda sistematica de mutaciones inducidas por
metano sulfonato de etilo (EMS) y de aberraciones cromosodmicas
inducidas por rayos X, el autor de esta tesis se incorpordé al grupo
iniciando una busqueda de variantes electroforéticas de enzimas.
Sobre este tema la bibliografla no registraba antecedentes en la
especie. Asi fue como se llegd a identificar el gen Es (Esterasa
pupal), ubicado en el mismo grupo de ligamiento que ng (Cladera
1981a).

Luego de nuestro informe inicial afirmando que la
recombinacion genética entre el par de genes Es y ng (dist 50) se
verificaba exclusivamente en la hembra de esta especie (Cladera,
1981b; Cladera et al., 1987), otras observaciones hechas sobre el par
dc—-ap (dist. aprox. 20) hablaban de tasas de recombinacion en el
macho de 0,4 a 1,0 % (Rossler 1982a y b). S1 bien estos datos
presentaban una gran dispersidn (todo esto sera comentado en
detalle en la seccion de Discusidn), no obstante presentaban
frecuencias mucho mayores gue las nuestras, y una de las preguntas que

nos hicimos fue sl esta diferencia se debla al origen de las cepas

usadas.
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Las investigaciones que condujeron a los resultados
presentados en este trabajo se iniciaron alrededor de 1980 pero fueron
inspiradas en diversas observaciones realizadas en los dos afios
previos. Por aquella época en el Laboratorio de Insectos del
Instituto de Genética del INTA Castelar, se indujo la primera
traslocacidn cromosdmica ligando la herencia del cromosoma Y a la
del marcador ng. Dicha traslocacion fue inducida por medio de rayos
X, seleccionada por su efecto reductor de la fertilidad de huevos vy
aislada directamente por observaciones citoldogicas (Lifschitz, Manso
y Gonzalez, observaciones sin publicar). A pesar de que esta cepa se
extinguid en junio de 1880, ella permitid adjudicar el grupo de
ligamiento niger al cromosoma 2 (observaciones sin publicar).

En insectos existen informes en la literatura gue hablan de
supervivencia mas alla del periodo embrionario de cigotas
"aneuploides parciales”* por translocacidon. Se puede encontrar un
caso clasico en Aedes (Ved Brat y Rai, 1974) pero también hay
ejemplos de ello en Culex (Sakai et al, 1972), Glossinia (Curtis et al
1972), Hvlemva (Voselman y Heemert, 1980); incluso se ha informado
que aneuploides para un brazo completo pueden llegar a empupar en
Drosoprhila (Fitz-Earle y Holm, 1983). En Ceratitlis capitata se han
descripto ocasionalmente fendmenos que podrian obedecer a una
explicacion semejante (Robinson y Heemert 1982, Robinson 1984) de
manera que se decidid en este trabajo prestar atencidn también a
la aparicidén de 1individuos abortivos, probables portadores de
“aneuploidias parciales", en toda cepa portadora de una traslocacién
Y-autosoma.

En suma, con esta informacidon previa y estos materiales
disponibles se abordd el estudio por medio de marcadores genéticos
dirigido a clarificar la verdadera magnitud de la recombinacidn
génica en el macho de Ceratitis capitata asi como sobre el efecto
que dicho fendmeno puede tener sobre la estabilidad de la herencia
holandrica producida por las traslocaciones inducidas entre el

cromosoma Y y uno de los autosomas.

* Tanto ‘"aneuploide” como “trisdmico” son términos usados para
referirse a individuos con alteraciones de cromosomas enteros. En este
trabajo los usamos tambien para hablar de individuos con duplicaciones

de una parte del cromosoma.
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MATERIALES Y METODOS

Mutaciones v moscas usadas en este trabajo. Los marcadores genéticos

se enumeran en la Tabla MM.1l. Las moscas utilizadas en este trabajo
provinieron en su totalidad de 1la coleccidon del Laboratorio de
Insectos, Instituto de Genética, INTA Castelar (ver Tabla MM.2). El
método general que se sigue para la obtencidon de traslocaciones
Y-autosomas, usando un marcador m para su seleccidn es el siguiente:
los machos emergidos de pupas tratadas con radiacidon se cruzan con
hembras homocigotas para una mutacién m (Figura MM.1l). Los machos
hijos de este cruzamiento se retrocruzan luego por la cepa materna y
8e sgseparan las famillas que segregan machos salvajes y hembras m. Una
vez alslada una traslocacion entre el cromosoma Y y un marcador m
(TY+/m), cualquier mutante al estado homocigota 1ligado a m puede ser
usada, mediante cruza vy retrocruza por el macho, para producir una
cera “"macho salvaje - hembra mutante” (Figura MM.2). Siguiendo este
procedimiento de retrocruzas por la hembra fue como se construyeron a
partir de la 1linea TY+/ng 5038 (Manso et al 1986) las cepas
enumeradas en la Tabla MM.3. Para realizar esta investigacidn no se
dispuso de cepas puras de origen mediterraneo, pero se contd con una
cepa marcada con la mutacidn w (white pupa) del Dr. RYssler que en

su origen habia sido cruzada por moscas de Castelar (RG 17). De este
cruzamiento ya habla sido obtenida una cepa pura w/w que se
mantenia en nuestro Laboratorio con la identificacién RG 244. (El

gen w se encuentra en otro grupo de ligamiento y no interviene para
nada en el estudio, de manera Qque en el curso de la presente
investigacidén su segregacidn en los distintos cruzamientos fue

ignorada).

Condiciones generaleg de c¢cria. El1 medio usado para alimentar las

larvas, y el método de recoleccidn de huevos fueron descritos
previamente (Teréan 1977). Los huevos fueron recogidos en muestras de
aproximadamente 200 y depositados sobre recipientes de alrededor de 30
cm3, llenos con el medio de cultivo de Teran (1977). Todo el ciclo
se completd a la temperatura ambiente en el laboratorio (26-28<C) vy
con un control aproximado de las condiciones de humedad (60-90%). En
estas condiciones la duracidén del ciclo huevo-adulto es de 17
dias. Las condiclones especiales de cria wutilizadas en el
experimento descrito en la Parte III consistieron en sembrar alrededor

de 70 huevos por recipiente de 30 cm® de alimento, mantener los huevos
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en camara humeda por 48-72 h y suplementar el medio de cultivo con
unos 5 ml de agua corriente a los 4-6 dias de desarrollo.En este
caso todo el ciclo se completd en camara de cria con temperatura
regulada a 27<C (+ 0,5).

Estimacion de la viabilidad embrionaria. Al contar huevos no

eclosionados se debe discriminar entre los huevos embrionados (y por
tanto genuinos abortos embrionarios) y 1los huevos simplemente no
embrionados. Para ello se recurrid a 1la técnica descripta por
Cladera y Manso (1988). La misma consiste en lo siguiente: los huevos
no eclosionados son tratados durante 30m en hipoclorito de sodio al
4% con lo cual el corion y las membranas externas se hacen
transparentes y es posible detectar 1la presencia de embriones
abortivos observando a la lupa con iluminacidn por transmision. El
numero de abortos al estado de larva se estimd por la diferencia

entre embriones eclosionados y pupas obtenidas. Asi fue como se
realizaron las mediclones de letalidad a lo largo del desarrollo de la
Tabla II.2 y de la Figuras III.3 y III.4.

Separacidn electroforetica de los alelos de la esterasa pupal. La
técnica fue reportada previamente (Cladera 198la). Las pupas se
toman entre 24 y 48 horas después de que las larvas saltan a la cama
de arena y se machacan en 0.1 ml de buffer del gel. Un cuadrado de 5
mm de papel Whattman No 3 MM se embebe en esta suspensidn y se
introduce en una ranura previamente practicada en el gel, el cual se
prepara con almiddn Connaught 12.5% en tris 76 mM-acido citrico

5mM, pH 8.65. Las cubas se llenan con acido bérico 300 mM NaOH 60

mM. Se aplica una diferencia de potencial de 100 V entre las esponjas
separadas 10 cm de negativo a positivo hasta que el frente alcanza la
esponja anddica (unas 3 horas), a 5 C. Una vez corrido y cortado
horizontalmente en dos capas, el gel se preincuba 1/2 hora en A&cido
bdrico 50 mM. Luego se enjuaga y se incuba en 40 mg 1l-naftilacetato
disuelto en 1 ml de acetona y agregado sobre 40 mg de Fast Garnet GBC
disuelto en 100 ml de buffer fosfato 100 mM pH 6.5. Cuando las bandas
revelan satisfactoriamente, el gel se fija en 45 partes de metanol
mas 55 partes de acido acético 20%.

Tratamiento estadistico de los datos. Para la comparacidén entre

proporciones ubicadas demasiado cerca de los extremos se recomienda

aplicar primero una transformacidn matematica que normalice su
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distribucidon. En este caso dichas frecuencias se normalizaron
mediante la transformacidon arcoseno de la raiz cuadrada (Sokal vy
Rohlf 1969); pero, ademas del test de t de los valores transformados,
para probar diferencias entre frecuencias de recombinacidon masculina
observadas en dos muestras se utilizaron las tablas de Kastenbaum y
Bowman (1970); con las mismas se pudo establecer cual es el numero
minimo de recombinaciones que deben observarse en un grupo dado para
considerar que el mismo presenta una frecuencia significativamente
mayor de recombinaciones gque un segundo grupo a comparar. Para el
calculo del tamafio de cada muestra comparada en los experimentos
descritos en la Parte VI se procedid como sigue: Para detectar una
dada diferencia entre proporciones, pongamos en nuestro caso entre
0,5%. y 0,05%, hay una forma de calcular el tamafio muestral requerido,
usando la transformacidon arcoseno de la raiz cuadrada (Sokal vy
Rohlf, 1969). Con ese método y en nuestro ejemplo, para una
decisidén con un nivel de significacidn del 0,05 y una probabilidad

de éxito de 0,90 se debe utilizar un coeficiente igual a 17.249,8.
Si dicho coeficiente se divide por el cuadrado de la diferencia de los
arcosenos de 0,005 y 0,0005 se obtiene un valor de 2242,6. Se concluye
que necesitamos comparar muestras de por lo menos 2243 individuos cada
una. Para el calculo del tamafio muestral requerido para obtener al
menos un evento de recombinacidén en el experimento de la Parte VII
se razond asi: suponiendo que la tasa de recombinacidon sea r, la
probabilidad de fallo en n ensayos s8sera (l-r)r. Si deseamos que la
dimeneidén del experimento sea tal que garantice éxito con una
probabilidad de fallo <p, el tamafio muestral requerido se podria
despejar de la ecuacidon (1-r)n<p. Suponiendo conservadoramente que
r= 1/3 x 10-3 y asignando a p=0,05, con estos valores se puede
calcular que n> 9077 y éste es el numero Dbuscado. La esperanza
seria en este caso 1/3 x 10-8 x 9077= 3,02, o sea 3 casos como
minimo (cf. Tabla VII.3 donde se obtuvieron 4 casos en una muestra

de 8.800 individuos).
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Tabla MM. 1

Listado de marcadores utilizados en este trabajo.

Nombre Fenotipo Referencias
niger (ng) pupa, adulto,
y espiraculos larvarios negros (1)
esterasa movilidad electroforética
pupal (Es) en pupa de 24-48 hs. (2)

long pupa (1lp)

dark dorsal
abdomen (dd)

slow-mazzard (sw)

pupario elongado

adulto melanico

ojos color guinda

(3)

(4)

v desarrollo lento (5)
Referencias: (1) Manso y Lifechitz 1979; (2) Cladera 1881la;
Cladera et al.1987; (4) Lifschitz 1985, Wappner et al., 1987;
Cladera, 1980
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Tabla MM.2

Listado de cepas puras usadas en este trabajo:

Identif] . M i \ 10 ] I

RG17 Ninguno (Cepa salvaje de referencia)
RG21 1p
RG32 ng
RG84 dd
RG110 sw
RG237 1p dd
RG244 w (Rossler 1979a)
RG272 lp dd sw
Tabla MM.3
Listado de cepas con herencia holandrica del alelo salvaje
construldas para este trabajo a partir de la cepa IY+/ng 5038 (Manso

et al., 1986)

Identificaciédn Fenotipos

Macho Hembra
TY+/ng + ng
TY+/1p + 1p
TY+/dd + dd
TY++/1p dd + lp dd
TY+++/1p dd sw + lp dd sw




Figura MM, 1

Obtencidn de una traslocacidon entre el cromosoma Y y el autosoma
portador de un gen marcador m.

X...... A-———m*r—-

Y A————m+r—-

Rayos X
X...o..... A-———m+-- X..... A————m——-
X

Y(A)___-m+—- A(Y)——- X..... A-———m——-

Xeveuonooon A——m——- Xeo.... A————m+t—
Y(A) -m*t—-— A(Y)——- X...... A-——-m——-
machos: retrocruzar hembras: descartar



Figura MM.2
Mantenimiento de la cepa T5038 con una traslocacion Y-autosoma2
causando la herencia holandrica del alelo salvaje de todo gen

ubicado sobre dicho autosoma.
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"La clencias han sido tratadas o por
los empiricos o por los
dogméaticos. Los emplricos,
semejantes a las hormigas, sdlo
saben recoger y gastar; los
dogmaticos, semejantes a las
arafias, forman telas que sacan de
sl mismos. La abeja, en cambio,
recoge sus materiales en las flores,
pero los transforma por una virtud
Que le es propla. Esta es la imagen
del verdadero trabajo en la ciencia”

Novum organum, Libro I, Afor. 95

1. Establecimiento del primer grupo de ligamiento.

En el patrdn qQue presentan las esterasas de la pupa a las
24-48 horas de haber empupado se hallaron dos bandas que podian
faltar alternativamente o estar presentes ambas pero nunca faltar las
dos (Figura 1I.1). Se postuld entonces que estas bandas eran dos
alelos de un gen simple codominante. Esto fue luego confirmado por
los resultados del cruzamlento entre las cepas homocigotas para ambos
(Tabla I.1).

El siguiente paso fue establecer la relacidn de ligamiento
entre dicho gen de la esterasa pupal (Es®/EsP) y el gen niger (ng) ya
descripto previamente. Para ello se obtuvieron dos cepas: una Es2 ng-
y otra Es® ng+ al estado homocigota. Se cruzaron entre s8i y se
comprobd que la Fi daba pupas de color salvaje y patrdn doble de
esterasas. Al hacer las retrocruzas se comprobd que estos dos genes
recombinan casi libremente en la hembra pero no recombinan en el macho
(Tabla I.2).

Al poco tiempo se indujo en el laboratorio una nueva
mutacidn recesiva afectando la forma y elongacidn del pupario, que
fue denominada 1long pupa (1lp) la cual esta ligada al gen niger
(Cladera et al. 1987). No fue posible en un primer momento obtener una

cepa pura doble mutante ng lp que sobreviviera. En consecuencia, para
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poder medir 1la distancia de recombinaciodn en la hembra y
confeccionar de esta manera el primer mapa génico fue necesario
apelar a un complicado esquema de dobles retrocruzas. No vamos a
describir ese experimento aquil y s6lo nos quedaremos con el mapa

mas probable que resultd ser 1lp-15-ng-48-Es (ver Cladera et al.
1987).

Al llegar a este punto hubo de reconocerse que este conjunto
de marcadores no ofrecia un sistema eficiente si se desea aumentar
en forma considerable el numero de recuentos. Por ejemplo para el
experimento recién mencionado qQue rindio solamente 121
observaciones fue necesario armar ese mismo numero de familias,
seguirlo por dos generaciones y analizar por electroforesis un
numero entre doble y triple gue aquel de individuos.

Los sigulentes avances dependieron de la identificacidn de
nuevas mutaciones ubicadas en este mismo grupo de ligamiento, pero con
la posibilidad de obtener wuna cepa pura doble recesiva con buena
viabilidad y cuya manifestacion fenotipica fuera suficientemente
conspicua y de rapida observacion. El primer marcador con estas
caracteristicas no fue obtenido inmediatamente; mientras tanto, vy
como resultado de tratamientos con rayos X, en el Instituto de
Genética, del INTA Castelar, se indujeron traslocaciones ligando la
herencia del sexo a la del grupo de ligamiento niger, con las cuales

prosiguid la investigaciodn.



Tabla 1.1

Individuos segregantes en el cruzamiento Esterasa a x Esterasa b.

Generacidn Fenotipos
Esa Esa/Es® Esg®b Xz
P1 17 0] 0
P2 0 o) 18
F1 0 6 0
F2x ——=44--- 14 (3:1) 0.04 N.S.
"F2" 13 19 9 (1:2:1) 0.99 N.S.

¥ Corridas en las que no se distinguleron los patrones a/a de a/b.

Datos reelaborados a partir de Cladera 198la.

Tabla 1.2

Recuento de segregantes en las retrocruzas de la Fl1 (ng+* EsP/ng— Esa)

por la cepa pura (ng— Es® / ng— Ese).

Esa/ Eg= Eg®/ Eg=
Pupas + 13 20
Hembras
Pupas ng 13 19
Pupas + 0] 28
Machos
Pupas ng 28 Q

Datos agrupados de: Cladera 1981b y Cladera et al. 1987.
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El estudio prosiguidé entonces con una de estas cepas
portadoras de una traslocacidon que fue denominada TY+/ng 5038 (Manso
et al. 1986). En ella no se detectan cambios visibles en el largo de
los brazos cromosdmicos mitdticos ni en el aspecto general de la
meiosis (Manso y Lifschitz, com. pers.), lo cual inclina a postular
una traslocacidén 1igual y reciproca involucrando un fragmento
traslocado muy pequefio.

De entre 1los adultos emergidos durante 1las 15 primeras
generaciones se contaron 6173 machos que emergieron todos de puparios
salvajes y 5383 hembras, todas emergidas de ©puparios ng, sin
registrarse excepciones (Manso et al 1986). Para una muestra de 28
parejas formadas con individuos de la cepa tomados al azar el promedio
de eclosidn de huevos fue de 68.2(+ 1.5) % (Manso et al.1986).

Desde que fue obtenida la cepa TY+/ng 5038 se observd una
notable estabilidad en el ligamiento del cromosoma Y con el alelo +
del gen ng. De hecho, esta cepa fue mantenida durante casi cinco afios
de cultivo rutinario y, habiendo transcurrido 55 generaciones, no se
registraron indicios de desacople entre el gen ng y el sexo (Manso et
al 19886).

En ese momento fue cuando se 1inicid un estudio de 1las
propiedades de la cepa TY+/ng 5038, sobre el cual se informa a
continuacidn.

Si se observan los datos previos mencionados mas arriba,
se notarad que las hembras emergidas estaban en menor numero gque
los machos (X2=50;p<0.01). Sin embargo, al contar las pupas se
observd un exceso de pupas ng(Tabla II.1); obviamente la diferencia
se debe a que hay un numero de pupas ng de las cuales no emergen los
adultos. Se realizaron las disecciones de 170 de estos puparios y se
comprobd (Figura II.1 y Tabla II.1) que la mayor parte de ellos
contenian machos ng “"farados” (adultos practicamente a término
pero que permanecen dentro del pupario); otra cantidad importante era
abortos demasiado tempranos como para poder determinar el sexo (ver
Tabla II.1). También se observaron unas pocas hembras ng a medio
emerger, Yy algunos puparios salvajes que permanecian cerrados
conteniendo exclusivamente machos a punto de emerger, pero jamas se
observd una sola hembra de tipo salvaje.

Esta asimetria entre los individuos farados (128 machos
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ng y ninguna hembra tipo salvaje) fue explicada de 1la siguiente
manera: (ver Figura I1.2) supongamos gque algunas veces, durante la
meiosis el autosoma traslocado migra junto con el cromosoma X a una de
las gameta y que el autosoma entero migra junto con el cromosoma Y a
la otra gameta; el resultado seria una gameta deficiente para un
trozo del autosoma en el primer caso, y una gameta con dicha regiodn
duplicada y tan s8o0lo deficiente para un trozo (dispensable) del
cromosoma Y en el segundo.

Postulamos aqui que si bien todas las cigotas aneuploides
inician su desarrollo embricnaric, las cigotas duplicadas serian
capaces de llegar mas lejos que 1las deficientes a lo largo del ese
desarrollo. Estas cigotas parcialmente duplicadas serian entonces las
que se manifiestan como abortos tardios de machos portadores del
marcador. S1 esto fuera cierto deberla esperarse un gran numero de
abortos en estadios mas tempranos.

Con el objeto de poner a prueba esta prediccidn se
decidid® realizar observaciones sobre el numero de abortos
producidos en esta cepa a lo largo de todo el desarrollo, incluyendo
los primeros estadios. Al realizar los recuentos segun la técnica
descripta en Materiales y Méetodos, se observd que s6lo la mitad
o menos de las cigotas llegan a adulto; pero debe destacarse ademas
que las cigotas abortivas incluyen no sélo abortos embrionarios sino
también una elevada proporcion de individuos que eclosionan del
huevo y que alcanzan por tanto el estado de larva (Tabla I1I.2).

Reuniendo la informacidn de las Tablas II.1 y II.2 en un
grafico se podra observar claramente el destino predecible para
cada cigota producida en la cepa TY+/ng 5038 (Figura I1.3):
aproximadamente un cuarto darad machos tipo salvaje, otro cuarto
dara hembras ng y el resto dara cigotas que abortarédn a lo largo
del desarrollo; de entre ellas, las que llegardn a pupa seran
siempre los "machos ng".

Ahora bien, sl observamos nuevamente la Figura II.2 podremos
reparar en que solamente los marcadores ubicados sobre el segmento no
traslocado del autosoma (sefialados por D-) daradan origen a machos
farados marcados, ya que los marcadores ubicados sobre el sector
homdlogo del segmento traslocado al cromosoma Y (sefialados P-)
estaran cubiertos por el alelo salvaje que se encuentra en el trozo
traslocado sobre el cromosoma Y (P+), y para estos marcadores los
machos farados deberian ser salvajes. En la Tabla II.3 se ha

realizado el recuento completo de dosis vy alelos en las cigotas
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formadas en cada caso. En 1la parte de la 1izquierda estan los
individuos normales de la cepa y en la de la derecha los individuos
que se espera encontrar como abortos. Como se ve, solo es dable

esperar machos farados tipo mutante para aguellos marcadores ubicados

en la regiodon D.

Cabe entonces preguntarse cudntos de 1los marcadores
conocidos y 1ligados a ng presentaran esta caracteristica
viabilidad de los machos marcados y, por lo tanto, estaran ubicados
sobre el segmento no traslocado del autosoma. La respuesta a esta

pregunta serd abordada en la siguiente secciodn.
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Tabla II.1

Individuos que alcanzaron el estado de pupa producidos por

la cepa TY+/ng 5038.

—salvaje niger _Total
Pupas 630 788
——————————————————————————————————— 1418
macho hembra macho (?)
Adultos 630 618 128 42

.Se han sumado los datos de varias familias observadas a lo largo

tres generaciones. Datos presentados en Cladera, 1989.

Tabla 11.2.

Individuos que alcanzaron (pero no sobrepasaron) cada estadlo
desarrollo en la cepa TY+/ng 5038. Letalidad acumulada

estadlio expresada en porcentaje entre paréntesis.

____Abortos al egtado de; =~ Adultos Total
E ] T I. E ] ! ! i . I_aﬁ
232 223 58 407 920

(25.2) (49.4) (55.8)

Se han sumado siete muestras. Datos presentados en Cladera 1989.
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Tabla II.3

Comportamiento diverso de 1los marcadores ubicados sobre el segmento
autosdmico traslocado (tipo P) y de los marcadores ubicados sobre el

segmento autosdmico ngo traslocado (tipo D).

Marcador == Cigotas euplojdes = Cigotas aneuploides

macho hembra macho hembra
farado (aborto)
Y (2 2 2 2 Y 2 2 (2) 2
tipo P + 0 - - - + - - () -
tipo D () + - - - Q - - + -
Y: cromosoma Y portador del segmento autosdmico traslocado; (2):
autosoma deficiente para el segmento traslocado; 2: autosoma

estandar.
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Figura II.1
Macho farado niger obtenido en una cepa portadora de la traslocacion
T5038. La flecha sefiala la '"ceta espatulada”, caracter sexual

secundario caracteristico del macho.
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Figura 1I.2

Segregacidn cromosdmica en el macho traslocado dando origen a dos

gametas euploides y a dos gametas aneuploides parciales para

regidn autosdmica traslocada, una deficiente y una duplicada.
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Figura 11.3

Representacidén grafica de las wviabilidades alcanzadas y las
proporciones observadas de las distintas clases de cigotas producidas
por la cepa TY+/ng 5038. (En base a datos de las Tablas II1.1 y II.2).

(farado)
0,05
. Pupa
embrion l temprana
025 arva 0,02
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III. Ubicacion de marcadores respecto de la traslocacidén

Para responder a la pregunta formulada al final de 1la
seccidn anterior fue necesario construir cepas portadoras de 1la
misma traslocacidn, pero con otros marcadores ubicados en el mismo
grupo de ligamiento. Esto se logra utilizando el esquema de
retrocruzas por la cepa materna que fue descrito en Materiales vy
Métodos (cf. Figuras MM.1 y MM.2) Siguiendo este meétodo se
construyeron las cepas TY+/lp con el marcador 1long pupa mencionado
mas arriba, y TY+/dd con el marcador dark dorsal abdomen (Lifschitz
1985). Este uUtimo es un gen recesivo que causa oscurecimiento
general de la mosca y aparicion de manchas melanicas en varias
.partes del cuerpo del adulto y particularmente en la regidon dorsal
del abdomen (Figura III.1, A). Tal como se esperaba en estas cepas los
machos presentaron el fenotipo salvaje y 1las hembras el fenotipo
mutante (lp en un caso y dd en el otro). Una observacidon cuidadosa
de estas cepas mostrd que en ellas también se podian producir
pupas abortivas. La diseccidn de estas pupas abortivas (Tabla III.1)
permitid generalizar la regla de que no se obtienen hembras de tipo
salvaje; en el caso de 1lp los puparios no emergidos que rindido este
experimento fueron demasiado escasos como para extraer conclusiones
definitivas. (Sin embargo, la deteccidn de 2 machos 1lp farados es
sugestiva). En cambio, parece concluyente la evidencia de que dd se
comporta como un marcador ubicado sobre el segmento autosdOmico no
traslocado (ver marcador tipo D, Tabla II.3); debe remarcarse que,
siendo este ultimo wun marcador de cuticula adulta, sélo puede
ser observado en imagos "a término” (Figura III.1, B), cosa que no
ocurre con ng y lp por ser ellos marcadores de pupa. Esta es 1la
razén por la que aparecen individuos cuyo sexo fue determinado pero
cuya cuticula no 1llegd a pigmentarse 1o suficiente como para
discriminar entre el color salvaje y el mutante (Tabla III.1).

Al poco tiempo se aisld en el laboratorio wun nuevo
marcador ligado a los anteriores, el cual se caracteriza por presentar
una tasa de desarrollo mas bajJa gque el salvaje y por un tono
diferente en el color de ojos. El1 mismo fue denominado slow-mazzard
(sw) y nuevamente fue usado para construlr una cepa pseudoligada, Qque
en este caso es TY+/sw. También esta cepa rindid machos salvajes y
hembras mutantes (sw) y pupas abortivas conteniendo machos farados de
fenotipo mutante (Figura III.2).

Con el fin de comparar 1los efectos sobre 1la letalidad
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temprana de los distintos marcadores s8e realizaron recuentos de
abortos a lo largo del desarrollo con el procedimiento descrito en
Materiales y Métodos y los resultados se muestran en la Figura
IIT1.3. Se observa que si bien 1la presencia de uno u otro marcador
puede alterar un poco el patrdon de supervivencia de las cigotas
abortivas (por ej. mayor letalidad embrionaria con lp, mayor letalidad
larvaria con sw, mayor rendimiento de pupas abortivas con dd, siempre
en comparacidén con ng), sin embargo, en términos generales el
comportamiento de las distintas cepas es basicamente semejante al
presentado previamente por TY +/ng (Resultados, II Parte).

El ultimo experimento de esta serie fue realizado luego de
sitetizar la cepa doble marcada 1lp dd/lp dd (RG237). Con la cepa RG237
se obtuvo la cepa doble 1ligada TY ++/1lp dd, que presenta machos
salvajes y hembras doble marcadas 1lp dd. Precisamente con esta cepa se
hizo el ultimo experimento de esta serie. Se decidid incluir esta
vez la cepa homocigota (RG237) como testigo no traslocado. Ademas
de realizarlo en condiciones estandar, s8e hizo un tratamiento en
condiciones "especiales” de humedad (ver Materiales y Métodos) y se
probaron dos niveles de densidad de cultivo, el nivel estandar y un
nivel de densidad que equivale a 1/3 del estandar.

Los resultados se han graficado en porcentaje de letalidad
acumulada en la Figura III.4. En suma se observd lo siguiente: 1) en
condiciones estandar la viabilidad a adulto del testigo homocigota
fue de un 74% mientras que en la cepa traslocada dicha cifra se redujo
aproximadamente a la mitad (37%). 2) Las condiciones "especlales” de
cria tienden a favorecer el pasaje de un mayor numero de 'escapes”
como se refleja en la reduccidén de la letalidad embrionaria vy
larvaria, y en la acumulacion de un mayor porcentaje de abortos al
estado de pupa (del 6% pasa al 14-17%). 3) Incluso la baja en 1la
densidad del cultivo parece tener cierto efecto en la misma
direccidn, aunque menos marcado que las condicliones de humedad.

En resumen podemos generalizar que en presencia de 1la
traslocacidn TH5038 se ha comprobado invariablemente la produccidn
de al menos un 50% de zigotas abortivas de las cuales a su vez la
mitad o mas superan el periodo embrionario, y al menos un 5% de
ellas llegan a imago farado; estos Uultimos son invariablemente
machos mutantes. Se propone aqui que ellos representan casos de
"escapes'”: individuos portadores de una aneuploidia parcial para la
region del autosoma involucrada en la traslocacidn, los cuales

bajo clertas circunstancias favorables llegan a imago. Dichas
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"circunstancias” podrian incluir, segiin se ha mostrado aqui,
factores ambientales tales como humedad suplementaria o baja densidad

de cultivo.

Tabla III.1

Machos marcados encontrados dentro del pupario en cepas portadoras de
la traslocacion TH038 y de los marcadores genéticos lp y dd.

Fenotipo salvalie mutante (2)

Sexo: macho hembra macho (?) macho  (?2) Total
TY +/1p 219 179 2 6 (0] 0 406
TY+/dd 487 434 74 0 11 53 1059

Datos presentados en Cladera, 1989.
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Figura III.1
A. Abdomen en vista dorsal de tipo salvaje (derecha) y de tipo mutante
dark dorsal abdomen (izguierda).

B. Macho farado dark dorsal abdomen obtenido en una cepa con la

traslocacion TH5038. La flecha seflala la ceta espatulada del macho.




Fi s TIL.D
Macho farado slow-mazzard obtenido en una cepa con la traslocacidon
TH038. Flecha: ceta espatulada.
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Figura III.3

Porcentaje de letalidad acumulada en cada estadio del desarrollo en
las cepas TY+/ng, TY+/lp, TY+/sw y TY+/dd, todas portadoras de la
traslocacion TH038. Tamafios muestrales entre paréntesis.
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Figura III.4

Porcentaje de letalidad acumlada en cada estadio del desarrollo por
la cepa TY++/1p dd bajo condiciones de densidad de cultivo estéandar
(7 huevos/ml) y densidad baja (2,5 huevos/ml), y bajo condiciones de
humedad estandar y suplementaria (supl.). La cepa RG237 criada en
condiciones estandar fue incluida como control. Tamafio de

muestra entre paréntesis.
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V. C Fidedi i b L& 15

Vamos a ocuparnos ahora de wun fendmeno diferente: el
aislamiento de verdaderos productos de recombinacidn en el macho. El
primero de ellos fue aislado en uno de 1los experimentos cuyos
resultados se presentaron en la Tabla III.1 pero no se hizo menciodn
de ello hasta ahora para facilitar 1la presentacion. En aquel
experimento, trabajando con la cepa TY+/dd, de 503 cigotas iniciales
se obtuvieron 221 moscas adutas (macho salvaje o hembra dd), pero
entre ellas aparecieron dos individuos excepcionales, una hembra de
tipo salvaje y un macho dd. La hembra, al ser cruzada por la cepa
homocigota RG84 se probd heterocigota para el marcador (Tabla
IV.1,A). En cuanto al macho, éste fue cruzado por dos cepas
diferentes. Cruzado por hembras dd/dd se mostrd homocigota para el
marcador (Tabla IV.1,B) pero con la aparicion de machos farados
mutantes. Cruzado por la cepa salvaje segregd de una manera extrafia
en Fz (Tabla IV.1,C): 1) los machos segregaron 1:1 (X2= 0.22), 2) las
hembras no segregaron, 3) aparecieron individuos farados salvajes
tanto en Fi1i como en F=.

Estos resultados podrlan ser interpretados suponiendo que
un evento de recombinacion genética hubiera tenido lugar entre el
marcador y el punto de ruptura (Figura IV.1,A). El resultado esperado
al cruzar este macho excepcional con la cepa salvaje se muestra en la
Figura IV.1,B. Al cruzar entre si 1los machos heterocigotas y las
hembras heterocigotas de la Figura IV.1,B se espera obtener una Fz en
la que todas las hijas reciban un alelo salvaje del padre (100% hembra
salvaje) v que los hijos, al recibir el alelo mutante 1ligado al
cromosoma Y del padre, segreguen salvaje y mutante, segun cual alelo
reciban de la madre.

Seria importante para corroborar esta hipdtesis, mostrar
que la traslocacidn permanecid intacta. Esto fue logrado usando
los machos provenlentes de la Fi de 1los individuos cuyo recuento
aparece en el cruzamiento B de la Tabla IV.1l, los cuales se supone son
TYdd/dd. Dichoes machos se cruzaron y retrocruzaron por las cepas
portadoras de cada uno de los marcadores disponibles del grupo de
ligamiento y los resultados aparecen en la Tabla IV. 2. Como se ve, la
capacidad de producir el ligamiento entre el factor masculinizante del
cromosoma Y y cada uno de los marcadores permanecid intacta en el
macho "excepcional" original. Debemos pues concluir, ante la evidencia

presentada, que hemos sido capaces de aislar los dos productos de un
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raro evento de recombinacidon en el macho, inmediatamente después
de que éste se produjera.

El segundo ejemplo de esto se encontrd en la cepa TY++/1lp
dd que fue descrita en el apartado anterior (Figura 1III.4). Las
observaciones realizadas sobre esta cepa se han resumido en la Tabla
IV.3. En conjunto se observaron 24 individuos excepcionales los cuales
fueron cruzados por la cepa 1lp dd/1p dd (RG 237). En la Tabla IV.4 se
explicita el criterio usado para inferir el genotipo de 1los
individuos excepcionales en base a las segregacliones de sus
cruzamientos por la cepa doble homocigota recesiva (RG237). El
resultado fue que de 18 individuos que dejaron descendencia, solo 2
probaron ser auténticos casos de recombinacidn entre el marcador
dd y el marcador 1lp; debe concluirse que los otros fueron simplemente
casos de mala clasificacion de los caracteres.

Al llegar a este punto, vale la pena hacer un resumen de las
causas de aparicidn de individuos excepcionales en la traslocacidn
T5038 que habian sido detectadas hasta aqul, y sus incidencias
respectivas: 1) Viabilidad avanzada de aneuploides parclales para el
segmento involucrado en la traslocacion, la cual origina
fundamentalmente imagos farados y cuya frecuencia esta en el orden
de 10%; 2) mala clasificacidén de los caracteres, evento que ocurre
con una frecuencia de 1-2 % y que es descartado por la prueba de
progenie, y 3) raros eventos de recombinacidn en el macho que al
llegar a este punto hablan sido demostrados fehacientemente por
nosotros en dos ocasiones solamente.

Con este estudio previo se llegd al convencimiento de que
para estudiar un fendémeno de frecuencia tan baja como este ultimo
el mismo debla, en una primera aproximacidn, estudiarse en cepas
sin la traslocacidn, ya que las cepas traslocadas presentan una
fertilidad que es la mitad de la de cepas no traslocadas. Este fue el
objetivo perseguido por los experimentos descritos en las siguientes

dos secciones.
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Tabla IV.I.
Segregacliones obtenidas en los distintos cruzamientos realizados con

los individuos ‘“excepcionales’.

A, Hembra excepcional (fenotipo +) x macho dd/dd (RG 84)
+ dd N X2
Fy 11 14 25 (1:1) 0.36

B, Macho excepcional (fenotipro dd) x hembra dd/dd (RG 84)

+ dd dd

macho hembra {(macho farado)
Fa 0 38 32 22
F=2 0 59 50 34

+ dd + ad ()
. _macho hembra macho hembra  (machos farados) =
Fi 21 19 0 0 9 0 0
F> 38 [210) 34 (0] 12 5 14

Tabla IV.2.

Segregacliones observadas en cruzamientos de machos TYdd/dd (tomados de
entre la descendencia del cruzamiento B de la Tabla IV.1l), con hembras

de las diversas cepas indicadas.

Cruzamiento Salvales Mutantes X2 (1:1)
x hembra ng/ng (RG32) > 60 0
macho Fi X idem 66 (machog) 67 (hembras) 0.01 NS
x hembra 1lp/lp (RG 21) > 40 0
macho Fi; X ldem 48 (machos) 52 (hembras) Q.16 NS
X hembra sw/sw (RG 242) > 50 0
macho Fi X idem 22 (machog) 17 (hembras) 0.64 NS
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Tabla IV.3,

Segregacidn de los adultos emergidos de la cepa TY++/1p dd.

+ + + dd 1p + 1lp dd
macho 876 3 14 0
hembra (0] 8 1 800

Se probaron verdaderos : 1 hembra 1lp + y 1 macho + dd.

Tabla IV.4.

Clasificacidon de los supuestos casos de recombinacidon segun la

prueba de progenie por RG 237.

S l 5 & ] l c lusic

Macho 1lp +

Hembra 1lp +

Macho + dd

Hembra + dd

Segrega macho + + y hembra 1lp dd: debe ser macho + +
Segrega macho 1lp + y hembra lp dd: debe ser verdadero
No segrega (todo 1lp dd): debe ser hembra 1lp dd
Segrega 1lp + y 1lp dd: debe ser verdadera
Segrega macho + + y hembra lp dd: debe ser macho + +
Segrega macho + dd y hembra 1lp dd: debe ser verdadero
No segrega (todo 1lp dd): debe ser hembra lp dd
Segrega: + dd v 1p dd debe ser verdadera
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Figura IV.1.A
Probable origen de dos individuos "excepcionales” observados en

progenie de la cepa TY+/dd.
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Figura IV, 1.B

Interpretacion del cruzamiento entre el macho
en la cepa TY+/dd, y una hembra salvaje (RG 17).
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V: Pri I I hipotesis de trabaj

El objetivo era entonces medir la frecuencia de
recombinacidén masculina entre los marcadores 1lp y dd en una linea
de moscas gin la traslocacidén. En primer 1lugar, disponiendo de 1la
cepa doble marcada RG237, fue posible medir la distancia de
recombinacidén (en la hembra) entre lp y dd. Para ello se realizd
el cruzamiento RG237 x RG17, se separaron las hembras Fi1 y se las
retrocruzd por machos RG237. Los resultados obtenidos se ven en la
Tabla V.1. La distancia entre los marcadores resulta ser: 0.4702
(+0.0131). En estos datos de segregacidn se advierte, como ya fuera
observado antes, una falta significativa (X2 = 4.28) de individuos lp.

Por el otro lado, cuando se tomaron los machos Fi y se los
retrocruzd por RG237 se obtuvieron los resultados de la Tabla V.2.
En el primer experimento se cruzaron machos RG1l7 por hembras RG237, vy
los machos Fi1 obtenldos se retrocruzaron por la cepa doble recesiva
RG237. Los recombinantes obtenidos (que fueron confirmados por prueba
de progenie) fueron cinco en 1839 individuos, o sea entre dos y tres
por mil (Tabla V.2,A). Se hizo una pequefila experiencia para ver si
esta frecuencia era mayor en el cruzamiento reclproco y se observd
que ello no ocurria (Tabla V.2,B). Tampoco se logrd obtener una
frecuencia mayor usando la cepa parcialmente de origen externo RG244
(Tabla V.2,C).

Concluidos estos experimentos exploratorios se llegd al
convencimiento de que estabamos en presencia de un fendmeno de muy
baja incidencia: 6 casos en 5.107 individuos de la cepa no traslocada
(Tabla V.2), y 2 casos en 1702 individuos en la cepa traslocada (Tabla
IV.3). Este fendmeno requerla entonces disefilar un experimento de
gran envergadura para poder probar hipdotesis. Se hizo el calculo
del tamafio muestral requerido (ver Materiales y Métodos), y 1lo
siguiente fue decidir como se elegirian las entradas. Se pensod
en probar las siguientes hipdtesis respecto al parametro tasa de
recombinacidén en el macho Fi":
1e ) Si habia diferenclas entre familias que registraban un caso
previo comprobado de recombinacidon y familias que no lo registraban.
20) Si hablia diferencia entre probar estas familias cruzéndolas
por una o0 por otra cepa original (RG17 y RG237).

32) Si habla diferencia al cruzar por la cepa RG244, parcialmente de

origen externo.
40) En cada uno de los casos anteriores, probar si habla diferencia

-53-



entre los machos provenientes de los cruzamientos recliprocos.

Para este experimento se prepararon las sigulentes familias:
1 ) De 1individuos que habian registrado wun caso "bona fide" de
recombinacion (Tabla V.2) se derivaron tres familias doble marcadas
(1p dd/1p dd): F156--, F129-- y F145--, 20) Como testigos y a partir
del mismo material se derivaron dos familias gque no registraron caso
previo de recombinacion; sdlo que en este caso se obtuvieron dos
subfamilias derivadas de cada una de ellas, una doble salvaje (++/4+)
y la otra doble marcada : F154++ vy F154-- ; F134++ y F134--. 39)
Ademas se decidid incluir la cepa de origen externo RG244.

Estas familias fueron cruzadas por las cepas RG1l7 o RG237
segin correspondiera, a saber: F156--, F129--, F145--, F154-- vy
F134-- por la primera; y F154++, F134++ y RG244 por la segunda; en
cada caso se hizo el cruzamiento directo y el reciproco.
(Naturalmente que en todos los casos los machos Fi obtenidos deben ser
retrocruzados por la cepa probadora RG237). De cada uno de estos
cruzamientos se prepararon las cosas como para tratar de superar los
2243 individuos (ver Materiales y Métodos) recontados en la progenie

de cada retrocruza macho Fi x hembra RG237.
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Tabla V.1.
Individuos segregantes en la retrocruza de la hembra Fi (RG17 x RG237)
x macho RG 237.

+ + + dd + 1lp lp dd
macho 215 195 172 185
hembra 189 170 149 184

404 365 321 369

Tabla V.2.

Casos de recombinacidn masculina hallados en experimentos
exploratorios. A: Macho Fi1 (padre RG17 x madre RG237) x hembra RG237.
B: Macho Fi(padre RG237 x madre RG17) x hembra RG237. C: Macho Fa
(RG244 x RG237) x hembra RG237.

+ dd 1p +
_ macho hembra macho hembra = Total
A Q 1 3 1 1839
B 0 0] 0 Q. 705
C 1 (6] (0) 0 2563
Total 1 1 3 1 5107
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En total fueron revisadas en este experimento 44639 moscas.
Entre ellas se separaron 495 productos aparentes de recombinacion.
De los que dejaron progenie en los 406 cruzamientos-prueba realizados
357 resultaron ser falsos positivos segin un criterio semejante al
de la Tabla IV.4, y 49 casos se probaron genuinos productos de recom-
binacidn. Dichos casos genuinos de recombinacidon resumidos en la
Tabla VI.1, se presentaron en forma independiente del sexo de su por-
tador y en frecuencia comparable para cada uno de los dos productos
(X2 = 0.03).

El detalle de los casos genuinos demostrados (Xx), tamafio de
la muestra observada (n), frecuencia expresada en tanto por mil y su
valor transformado por el arcoseno de la raiz cuadrada, se ha
recopilado en la Tabla VI.Z2. Los wvalores de frecuencia de
recombinacidén normalizados por la transformacidon arcoseno de la
raiz han s8ido graficados en la Figura VI.1l. Dicho grafico permite
visualizar el agrupamiento y la dispersion de los valores obtenidos
en este experimento.

La primera comparacion realizada fue entre el cruzamiento
directo y el reciproco realizado dentro de cada familia. En la Tabla
VI.3 se han volcada 1los valor de t(S+R) de Sokal y Rohlf (1969),
calculados usando la transformacion matematica antedicha,
obtenidos en cada par de comparaciones. Se ve que todos ellos son no
significativos (t<1.96 para p <0.05). Aplicando un test independiente
del anterior se usaron las tablas de Kastenbaum y Bowman (1970) de las
que se extrajo el valor ¢(K+B) para un p< 0.05; para ser significativa
la diferencia entre las dos frecuencias comparadas (cruzamiento
directo vs. recliproco), el mayor de 1los dos X observados en cada
caso (Tabla VI.2), debe ser al menos igual al ¢(K+B) que figura en la
Tabla VI.3. Esto no ocurrid en ningun caso; 8e concluye que, en
cuanto a frecuencia de recombinacidn en 1los machos Fi, no hay
diferencias entre los cruzamientos directos y los reciprocos. Se
procedid, en consecuencia, a agrupar los datos por familias, en la
parte final de la Tabla VI.3.

La siguiente comparacion fue realizada entre las familias
dentro de cada ‘“grupo”; en el caso donde habia tres familias, las
comparaciones se hicleron tomandolas de a dos (Tabla VI.4). E1 re-

sultado fue que no hubo diferencias significativas cuando se compa-
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raron las tres familias con un caso previo de recombinacidn entre
sl. Tampoco hubo diferencias entre las dos familias testigos cuando
se las cruzd por RG17. En cambio, curiosamente, la diferencia de
frecuencia observada entre cada una de las dos familias testigo
cruzada por RG237 alcanzo el limite de significancia (p<0,05) por
ambos test estadisticos (Tabla VI.4). En consecuencia, sdlo se
agruparon los numeros observados en los “grupos' primero (un caso
previo de recombinacidn) y segundo (testigo x RG17) y no asl en el
tercero (testigo x RG237).

A continuacion las frecuencias observadas en el grupo de
familias que registraban un caso previo de recombinacién fueron
comparadas con las frecuencias de los testigos (Tabla VI.5). Se ob-
serva que no hay diferencias significativas con los grupos testigos,
sea el testigo x RG17 (2 familias agrupadas) o cada una de las 2
familias del testigo x RG237. No obstante ello, no debe pasarse por
alto que la comparacidén con el cruzamiento F134++ x RG237 dio valo-
res muy proximos a los niveles de rechazo (t= 1,85 vs t= 1.96 y C=14
ve C= 15, respectivamente en cada test). Este mismo efecto se incre-
menta (t=1.93) si este Ultimo cruzamiento se compara con todos los
cruzamientos x RG17 agrupados (Tabla VI.5, parte inferior).

Resta entonces comparar las frecuencias obtenidas con machos
Fi1 del cruzamiento RG244 por RG237. Esto se hizo en la Tabla VI.6.
Como se ve, en este caso el cruzamiento en cuestidn no presentd
una frecuencia de recombinacidn diferente del testigo F134++ x
RG237; sin embargo, fue significativa la diferencia con respecto al
testigo F154+4++ x RG237. También alcanzd el nivel de significancia
la diferencia entre el cruzamiento en cuestidén y todos los cruza-
mientos por RG17.

En consecuencia, los datos parecen agruparse en dos catego-
rias o niveles de frecuencia : cruzamientos en los que los machos Fi
presentan valores de recombinacidon masculina en torno al 0,13%. vy
cruzamientos con alrededor de 0,042%. Haciendo un agrupamiento "a pos-
teriori"” de los datos si se compara la frecuencia global observada en
los cruzamientos por RG17 mas el cruzamiento F154++ x RG237, por un
lado, contra la observada en los cruzamientos por RG237 con excep-
cion del antedicho, por el otro, se puede comprobar que la dife-
rencia entre ambas resulta altamente significativa por ambos tests

(t=3.03 y c=44; p <0.01).
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Tabla VI.1.
Resumen de los casos genuinos de recombinacidén masculina recuperados

entre 44639 individuos observados.

+ dd 1lp +
macho 11 10 21
hembra 14 14 28
25 24 49

Tabla VI.2

Planilla general de resultados.(Grupo, hace referencia a los grupos a
comparar, a saber: familias que presentaron previamente un caso de
recombinacién vs familias que no 1lo hicieron; estas ultimas
comparadas en dos cruzamientos. Hay ademas una cepa de otro origen

para ser comparada con las restantes.)

Cruzamiento

Grupo Familia Padre Madre p-4 n (x/n)108 arcgen(x/n)e-5
F156-- 1p dd RG17 3 3187 0.94 1.76
Un RG17 1p dd 1 1966 0.51 1.29
caso F129-- 1p dd RG17 5 2750 1.82 2.44
de c-o RG17 1p dd 2 2565 0.78 1.60
previo F145-- lp dd RG17 2 2047 0.98 1.79
RG17 1p dd 5 2172 2.30 2.75
F154-- 1p dd RG17 3 2643 1.13 1.93
Testigos RG17 1p dd 3 2494 1.20 1.99
x RG17 F134-- 1p dd RG17 3 2393 1.25 2.03
RG17 1p dd 5 2650 1.89 2.49
F154++ + + RG237 9 4651 1.93 2.52
Testigos RG237 + «+ 3 3156 Q.95 1.77
x RG237 F134++ + + RG237 1 3383 0.29 0.98
RG237 + + 2 2756 0.72 1.54
Externo RG244++ + + RG237 1 2968 0.34 1.05
RG237 + + 1 2809 0.36 1.08
Total 49 44590 1.10 1.90
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Tabla VI.3.
Comparacion entre los cruzamientos directos vy reciprocos;

posterior agrupamiento de datos por familias.

+ + 3 0.5
F156 x RG17 0.57 -(obs.3) 4 5153 0.78 1.60
F129 x RG17 1.07 7(obs.5) 7 5315 1.32 2.08
F145 x RG17 -1.09 T(obs.b5) 7 4219 1.66 2.33
F154 x RG17 -0.07 6(obs.3) 6 5137 1.17 1.96
F134 x RG17 -0.57 T(obs.8) 8 5043 1.59 2.28
F154 x RG237 1.44 11(obs.9) 12 7807 1.54 2.25
F134 x RG237 -0.76 -(obs.2) 3 6139 0.49 1.27

Prueba de homogeneidad dentro de grupos y agrupamiento de datos por

grupos (excepto en el caso en que hubo diferencias significativas).

Comparacidén t (S+R) ¢ (K+B) X n (X/n)1038 arcsen(xX/n)°-s

F166 vs F129 -0.86 9(obs.7)

F156 vs F145 -1.24 9(obs.7) 18 14687 1.22 2.01

F129 vs F145 -0.43 10(¢bs.7)

F164 vs F134 -0.57 11(obs.8) 14 10180 1.37 2.12
(XRG17)

F154 vs F134 2.00%x 12(obs.12)% 15 13946 - -
(XRG237)

* Diferencia significativa p <0.05



Tabla VI.S.
Comparacidén entre el grupo de familias que registran un caso previo

de recombinacidén y los testigos. Agrupamiento posterior de datos y

nueva comparacioén posterior al agrupamiento.

+ + 3 0.8
c-o0 previo
vs testigo -0.32 19 (14) 32 248867 1.29 2.05
(x RG17)

c-o previo vsF154
vs testigo xRG237 -0.28 16 (12) 26 11087 2.17 2.67
(xRG237) vsF134

XRG237 1.85® 15 (14)® 17 16319 1.04 1.04

c-o previo vsF154
+ testigo xRBG237 -0.581 16 (12) 44 32674 1.35 2.10
(xRG17) vaF134

xRG237 1.93® 33 (32)® 35 31006 - -

@ Diferencia no significativa, pero muy proxima al nivel de signifi-

cancia.

Tabla VI.6.
Comparacion de la cepa RG244 con sSu testigo y con el resto de los

datos (homogéneos) agrupados.

Comparacion  t(S+R) co(K+B) x n  (x/n)l03 _arcsen(x/n)°-%
vaF154
RG244 XRG237 =2.37% 12(12)* 14 13584 = -
X veF134
RG237 xRG237 -0.38 5(3) S 11916 0,42 1.17

vs c¢—-0 previo

+ testigos

(XRG17) 2.36% 32(32)% 34 30644 - -
¥ Diferencia significativa p<0.05
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Figura VI.1,

Representacion grafica de los valores de frecuencia de
recombinacidén masculina, normalizados por la transformacidon
arcoseno de la raiz ( @ :familia en cuestidn usada como padre; ?
:familia en cuestion usada como madre; ® :cruzamientos reciprocos
— 3 " " = (] I3
agrupados; X:frecuencia media de cada grupo'; X:frecuencia media

3
todos los cruzamientos por RG 17; x:media goblal del experimento).
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VIL. Ubi {on del I i ] >t i

En wuna seccidn anterior (Resultados, Parte III) se
menciond la mutacidon sw (slow-mazzard), ligada a las restantes
usadas en este trabajo y caracterizada por un color de ojos diferente
y por causar un retraso general del desarrollo (Cladera, 1990). En
cuanto fue posible sintetizar la cepa pura triple marcada 1lp-dd-sw,
que fue registrada con 1la identificacidon RG272, se hizo posible
también estudiar las distancias de recombinacidn (en la hembra)
entre dichos marcadores e intentar el establecimiento del orden
génico por medio de una prueba de tres puntos. Se realizd con este
fin el cruzamiento RG272 x RG17. Las segregaciones obtenidas cuando
las hembras F1 se retrocruzaron por RG272 se presentan en la Tabla
VII.1; se realizaron tres repeticiones. Los resultados mostraron
desvios que no llegaron a ser significativos entre sexos: X2global=
3.79, 1g.1. (n.s.); X2 heterog.=1.98, 2g.1.(n.s.). La segregaciodn
del marcador 1lp, como ya habia s8ido observado antes (Tabla V,1)
mostrd una falta significativa de individuos marcados (X2 global=
19.7, p<0.01; X2 heterog.= 2.4, n.s.). La segregacion del marcador
dd fue de acuerdo con 1lo esperado (X2 global = 0.06, n.s.; X2
heterog.= 0.77, n.s.), y finalmente la segregacidon del marcador sw
también mostrd una falta significativa del marcador (X2 global=
19.1, p<0,01; X2 heterog.= 1.15, n.s.).

En la Tabla VII.2 se muestran los recuentos globales de
gametas recombinantes en las que cada marcador ha recombinado respecto
de los otros dos. Observando los numeros de la Tabla VII.2 con la
debida precaucidén se puede concluir que el marcador dd esta
ubicado en el medio de los otros dos marcadores: Aun cuando no se
considere la frecuencia de + sw 1lp por la baja viabilidad de 1lp y sw,
de todos modos + + dd, que tiene viabilidad normal, aparece en
frecuencia mads baja que cualquiera de 1las otras combinaciones (+ +
sw y + + 1lp, las cuales de hecho sl tienen viabilidad menguada como
vimos mas arriba). Si es clerto el orden génico lp-dd-sw, las
distancias calculadas entre ellos (ignorando viabilidad reducida)
serlan 394+1004/2799 = 49.95 % y 542+394,/2799=33. 44 % 5
respectivamente. En 1la parte V ya se hizo una estimacidén de la
distancia lp—-dd; ambos experimentos conjuntamente arrojan una mejor
estimacidon de dicha distancia que es igual a (686+1398)/(1459+2799)=
0.489 + 0,0076.

En cuanto 1la cepa RG 272 fue sintetizada, se empezd a

trabajar en la construccion de una cepa con la traslocacidon T5038
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y las hembras triple marcadas. Finalmente cuando estuvo lista la cepa
que fue identificada como TY+++/1lp dd sw, una primera observacion de
la misma permitid comprobar ademas del funcionamiento esperado
(todos los machos salvajes, todas las hembras ---), que la falta de
hembras se hace mas severa al agregar marcadores (se obtuvieron 317
machos y 120 hembras). En esta observacion preliminar se pudo
detectar la aparicidon de una hembra de fenotipo 1lp + +. A pesar de
que su genotipo no llegd a comprobarse por prueba de progenie, la
aparicidén de este individuo sugirid la posibilidadde wutilizar
estos recombinantes para mapear de quélado estaubicado el punto de
ruptura de la traslocacidn. Previamente habla sido establecido que

el mismo debia encontrarse por fuera del conjunto de marcadores 1lp
dd sw (ver III Parte); faltaba saber ahora de qué lado. Supongamos
ahora el siguiente esquema T(1)1lp(2)dd(3)sw(4) donde T representa el
sitio de ruptura de la traslocacién, ubicado a la izgquierda, y su
esquema alternativo: (1)1p(2)dd(3)sw(4)T, donde T esta ubicado a la
derecha; y 1los numeros del 1 al 4, seflalan los sitios donde se
podria verificar el entrecruzamiento. En la Tabla VII.3 se han
representado los productos de recombinacidén y sus probabilidades
asociadas en cada hipdotesis (suponiendo que la probabilidad de cada
evento de recombinacidn sea independiente). Teodricamente, con
identificar un solo producto comprobado de recombinacién bastaria
para tomar una decisidn sobre cual es el lado mas probable donde
debe ubicarse T.

Se prepard un experimento con el objeto de observar el
fenotipo de un numero mayor a 9077 moscas (ver Materiales vy
Métodos) entre machos y hembras producidos por la cepa TY+++/lp dd
sw, separar los supuestos recombinantes y cruzarlos por la cepa RG272
para comprobar su genotipo. En total se revisaron 5578 machos y 3230
hembras de entre los cuales se separaron 42 casos supuestos. De ellos
30 individuos dejaron descendencia en la prueba de progenie, 25
resultaron falsos pero 5 se probaron genuinos casos de
recombinacién, a saber: 3 machos + dd sw, 1 hembra 1lp + + y 1 macho
+ + sw. O sea obtuvimos 4 productos de recombinacidn en el sitio (2)

y uno en el sitio (3) probandose en consecuencia que el punto de

ruptura en T5038 debe mas probablemente quedar a la izquierda de 1p

dd sw.
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Tabla VII.1.

Segregacion de los caracteres long pupa, dark dorsal y slow-mazzard
observada en la retrocruza de la hembra Fl1 (RGl7 x RG272) por la cepa

triple marcada RG 272 a través de tres repeticiones.

Pupa + 1p
Dorso + dd + dd
Qdo + - + W + W + aw_
I macho 109 59 59 119 121 37 66 77
I hembra 118 71 64 123 139 38 77 91
IT macho 65 38 40 67 53 186 38 45
II hembra 64 32 31 81 73 29 36 52
IIT macho 75 26 16 73 52 14 37 46
IIT hembra 70 29 32 56 47 18 33 47
501 255 242 519 495 152 287 358
Iabla VII.2.

Recuento de recombinantes para cada marcador respecto de los otros dos

(Prueba de tres puntos).

_slow-mazzard = dark dorsal = long pupa

+ + 8w + + dd + + 1lp
255 242 485

+ 1lp dd + sw 1p + dd sw
287 162 519

542 394 1004



Tabla VII.3.
Productos de recombinacidon masculina, sus probabilidades asociadas

en cada hipdtesis, y las frecuencias observadas en cada caso.

T ala iquierda @ T a la derecha

Productos Origen Probab. Origen Probab. Frecuencia

+ dd sw/1lp + + 2 10-3 2y 4 10-6 4,/8808

+ + +/1p dd + 3 10-3 3y 4 10-8 1,/8808
+ dd lp/sw + + 1y3 10-¢e 3 10-3 0
+ + lp/ow dd + ly3 10-6 2 10-3 Q
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DISCUSION

"El espiritu humano se siente
inclinado naturalmente a suponer
en las cosas mas orden y
semejanza del que en ellas
encuentra; y mientras que la
naturaleza esta llena de
excepciones y de diferencias, el
espiritu ve por dogulier
armonia, acuerdo y similitud".
Novum organum Libro I Afor. 45.

Bajda frecuencia de recombinacidn masculina

La primera conclusidn firme de este trabajo es que se ha
probado inequlvocamente la existencia de gametas recombinantes
producidas en los machos Fi de Ceratitis capitata (Tabla IV.1). Pero
el estudio pormenorizado reveld que la frecuencia de dicho
fendmeno es muy baja. En nuestras condiciones la misma oscildé en
torno al 0,11% (Tabla VI.2) con un intervalo de confianza del 95% que
va aproximadamente desde 0.25% hasta 0.02%, con otras palabras entre
2.5 por mil y 2 por diez mil.

En la Tabla D.1 se han resumido las observaciones publicadas
previamente sobre recombinacidén masculina entre los marcadores ap-dc
y w-or (R8ssler 1982a y b). La primera objecldn que surge al
contemplar estos datos, en el caso del par ap-dc, es la gran
asimetrla entre los numeros obtenidos de cada uno de 1los dos
supuestos productos de la recombinacidon (7:0, 60:0; 72:46 y 197:4).
En el caso del par w-or, el autor no proporciona los recuentos, de
manera qQue no podemos saber si la respuesta fue mas simétrica que
en el anterior. La conclusidon a la gque el autor 1llega parece un
tanto apresurada ya que descarta como falsos (por asimétricos) 1los
casos observados en la cepa sin traslocar y a continuacidn acepta
como verdaderos todos los casos (no importa su asimetria) observados
en la cepa con la traslocacidon TY +/dp (RYssler,1982a). Si se toma
el valor mas alto reportado por este autor (Tabla D.1, cuarta
linea) y se 1ignoran como falsos 1los casos ++ (tal como el autor
procedio con los resultados anotados en 1la segunda 1linea), el

valor calculado con los 4 casos ap dc¢ darla una frecuencia de
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4/(0.5)5069 = 0,04% ;el valor mas bajo para el mismo autor! Por otra
parte debe hacerse notar que una seria objecion a estos resultados
es la wutilizacidn del marcador dc el cual presenta penetrancia
incompleta y variable expresividad (Saul y Rossler 1984). Debe
reconocerse, por fin, que s8in hacer las pruebas de progenie apropliadas
en cada caso, resulta imposible distinguir a ciencia cierta entre
falsos y verdaderos casos de recombinaciodn.

En la Figura D.1 se han graficado los valores normalizados
por la transformacidn arcoseno de la ralz de las frecuencias de
recombinacidén en el macho tomadas de la literatura (Tabla D.1) junto
a las reportados en el presente trabajo (Tabla VI.3). Se advierte que
nuestros valores no sdlo son mas bajos sino que se encuentran
mucho menos dispersos que los valores de 1la literatura. Por otra
parte, obseérvese que 81 en lugar de hacer las pruebas de progenie
correspondientes, se hubileran tomado 1los datos ‘crudos”, es decir,
contabilizando todos los casos observados, sin hacer las pruebas de
progenie, la media global de nuestros datos daria 495/44639 = 1,11
%, o sea bien en el centro de la distribucidn de los datos publi-
cados previamente (ver "X" en Figura. D.1). Es atractiva la idea que
sugiere esta observacidon: 81 en los experimentos de RUssler se
hubieran realizado las pruebas de progenie apropiadas en cada caso, es
probable que los valores medios observados, asl como su disper-
8idén, fueran mucho mas proximos a los datos reportados aqul, y
a su vez, mas proximos a los que nosotros juzgamos verdaderos
valores. Esta conclusidn ha sido basicamente corroborada por un
trabajo de muy reciente aparicion; en el mismo se confirma el
orden de magnitud de los valores de frecuencia de recombinacidn
masculina hallados aqul y se acepta la premisa de que cada caso
excepcional debe ser sometido a prueba de progenie (Busch-Petersen

1989).

Viabilidad avanzada de trisomicos parciales

La segunda conclusidén que se extrae de esta investiga-
cidn es que en la cepa traslocada T 5038, en la cual sdlo un 44%
de las cigotas llega a adulto, existe un gran numero de abortos que
superan la fase embrionaria alcanzando 1incluso a empupar (Figura
I1.3). Dentro del pupario, los individuos que alcanzan a diferenciarse
son invariablemente machos. Se postula aqui, que estos individuos
representan cigotas trisomicas parciales para 1la regidn del

autosoma traslocado sobre el cromosoma Y. Se sugiere ademas que
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dichos machos “farados” (encerrados dentro del pupario) deben
presentar el fenotipo de todo marcador ubicado en 1la porcidn no
traslocada del autosoma. Dicha prediccion 1llegd a ser confirmada
para los marcadores ng, dd y sw (Figuras II.1; III.1,B; y 1III.Z2).
Respecto del marcador 1lp existen unas pocas observaciones de su
presencia en machos farados que necesitan ser extendidas, y aunque
estos datos no son concluyentes respecto de dicho marcador, debe
destacarse sin embargo que los mismos no muestran ni un solo individuo
"macho salvaje farado” que seria lo esperado en el caso de que la
hipdtesis alternativa fuera cierta.

Las dos traslocaciones Y-autosoma reportadas previamente en
C. capitata empleando para su seleccidn la herencia holandrica de
un marcador genético, TY +/dp 69 y TY +/dp 127, no fueron descriptas
como presentando abortos tardios al estado de pupa (Rossler, 1979Db),
sin embargo este mismo autor menciona en otra parte wuna cepa suya
descrita como TY +/w 983, mantenida en su laboratorio por 18 genera-
ciones y que daba iguales proporciones de machos salvajes, hembras mu-
tantes y “"machos mutantes” (Rossler, 1981). En este contexto Robinson
y Heemert (1982) reportaron una cepa TY ap—/ap* 176, cuyo
comportamiento resultd inexplicable para estos autores. En dicha
cepa los machos TY ap—/ap* cruzados por hembras ap—/ap—, producian
en la progenie, ademds de los machos apricot (TY ap—/ap~—) y de las
hembras tipo salvaje (ap*/ap—) un porcentaje variable (4.4% a 16.7%)
de machos tipo salvaje, estériles (Robinson y Heemert, 1982).
Nuestra sugerencia de que 1las cigotas duplicadas para la region
autosdémica traslocada sobre el Y podrian sobrevivir hasta muy
tarde en el desarrollo (en este caso adulto estéril) podria
explicar satisfactoriamente estos resultados. Debemos mencionar
también un reporte sobre aparicién de pequeiios machos
estériles con fenotipo mutante en unas lineas traslocadas que fueron
explicados, al igual que en nuestra investigaciodon, como hiperploides
parciales para el sector traslocado (Saul 1984).

Finalmente, el mismo Robinson (1984) obtuvo tres
traslocaciones Y-autosoma ligando al cromosoma masculino la herencia
del gen w mencionado antes; en dos de ellas, TY+/w 23 y TY+/w 49, se
observa exceso de pupas w pero baja emergencia de adultos (Robinson,
1984). Este autor intenta explicar este fendmeno por la
supervivencia hasta pupa de aneuploides, pero dice que disecando las
pupas w no emergidas se encuentra que todas son "hembras” (aungque no

muestra recuentos ni fotos de ello). Lo que parece no encajar en el
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caso de las traslocaciones TY+/w 23 y TY+/w 49 recien mencionadas
seria que el portador de la ''deficiencia autosdmica"” (Figura II.2)
sobreviviera hasta mas tarde que el portador de la “duplicaciodon”;
debe hacerse notar sin embargo, gque estas dos cepas presentaron
supervivencias hasta adulto mucho mads bajas que una tercera, TY+/w
101, obtenida en el mismo rastreo, 1la cual a su vez no presentaba
exceso de pupas w nl abortos tardlos. Es tentadora 1la idea de que
haya mas de una traslocacion involucrada en la dos primeras cepas,

posibilidad que el propio autor no descarta (Ibidem, p. 213).

Mareo del punto de ruptura de la traslocacidn

Parrafo aparte merece el mapeo del punto de ruptura de la
traslocacion T5038. En primer lugar, podemos concluir, tal como se
menciond mas arriba, que los marcadores ng, dd, y sw deben estar
ubicados sobre el segmento no traslocado del autosoma, siendo sugerido
otro tanto para el marcador 1lp. En segundo lugar, se han aportado
evidencias de que el orden mas probable debe ser (arrancando en el
punto de ruptura) lp-dd-sw (Tablas VII.2 y VII.3). Se han publicado
datos parecidos, obtenidos sobre la traslocacidn TY+/ap 4, respecto
al ya mencionado par ap-de (Ros8ler, 1985). En un trabajo muy
reciente, y usando una metodologia similar, se ha establecido el
6rden or-T10l1-w, para un tercer grupo de ligamiento (Busch-Petersen
1989). Estos mapas han s8ido representados en la Figura D.2.

Queda implicito en todos estos estudios el supuesto de que
cuanto mas proximo estd un marcador al punto de ruptura de la
traslocacidén, mas raro serd un evento de recombinacion
masculina entre ambos. No habiéndose observado en nuestros
experimentos ni un solo caso de recombinacion entre ng-lp (dist.
14,9; Cladera et al 1987) y el punto de ruptura de T5038 debe

concluirse que ellos deben estar muy proximos dl mismo.

R bi & 13 l i I ] T
Se concluye ademas que no hay fundamentos experimentales
que avalen la sugerencia (cf. Ros8ler 1982a) de que las cepas con
traslocaciones presenten mayores frecuencias de recombinacién en
machos que las cepas 8in traslocaciones. Curiosamente, en los dos
experimentos referidos (Figura D.1) 1la frecuencia de recombinaciodn
entre cada uno de lés dos pares de marcadores (lp-dd y ap-dc
respectivamente) observada cuando el cromosoma portador de los

marcadores esta involucrado en una traslocacion, se ubica muy
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cerca del extremo inferior del rango de valores observados para el
mismo par de marcadores cuando ellos estan ubicados sobre un
cromosoma estdndar (ver T4 y T5038, Figura D.1); 1luego, seria
posible que dichas frecuencias fueran en todo caso menores y no
mayores. Recientemente, Busch-Petersen y Southern (1987), en un
experimento destinado a aislar supresores de la recombinacidén entre
ap v dc en la hembra de C capitata obtuvieron 5 nuevas traslocaciones
autosoma—-autosoma involucrando al cromosoma portador de los genes ap
dc (Busch-Petersen y Southern, 1987). Estos autores proponen que la
recombinacién (en 1la hembra) fue suprimida en los individuos
heterocigotas para las traslocaciones por uno de estos dos mecanismos:
1) por letalidad de las gametas aneuploides producidas por un evento
de recombinacidén ocurrido en el segmento intersticial entre el
centromero y el punto de ruptura de la traslocacidon, o 2) por una
interferencia con el inicio o mantenimiento de la sinapsis y, por ese
mecanismo, un impedimento fisico del cross-over. Un efecto semejante
deberia verificarse en la recombinacidn masculina, en presencia de
una traslocacidén Y-autosoma, si es que su mecanismo depende de la

sinapsis

Estabilidad del ligamiento ng-sexo en la TH5038

Una observacidén destacable que surge de los datos
informados aqui es la notable estabilidad de la cepa TY +/ng 5038.
La misma fue recuperada luego de 55 generaciones (5 afios) de cultivo
rutinario sin indicios de desacople entre el marcador ng y €l sexo, vy
conservando ademds una letalidad de huevo a adulto de al menos un
50%. Este hecho es muy importante porque sugiere al menos dos cosas:
1°) que no se ha producido una reversion del rearreglo cromosdmico
a la configuracidon estandar como ocurrid con una traslocacidn
Y-autosoma en Lucilia (Foster et al. 1980), y 2°2) que tampoco se ha
producido seleccidn para una predominancia de 1la 'segregaciodn
alternada"” sobre la '"segregacidon adyacente” (Strickberger 1968) como
ha sido sugerido que puede ocurrir tedricamente (Nei 1969), y como
de hecho ha sido reportado que ocurrid con wuna traslocacidn
Y-autosoma en Hvlemya (Heemert & Voeselman, 1979). Lo primero fue
probado por los datos de la Tabla VI.2, y lo segundo por los datos de
la Figura 1II.3. Estos hechos, unidos a la proximidad en el mapa
genético con el punto ae ruptura (sugerida mas arriba) explica 1la
estabilidad de la linea TY+/ng 5038 de manera satisfactoria.

En este contexto, el comportamiento de la cepa T +/ng 5038
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coincide con lo observado por otros, quienes reportan que el grado de
esterilidad parcial heredable en dos cepas de Ceratitis capitata
portadoras de sendas traslocaciones Y-autosoma permanecid 1igual
luego de 4 affos (mas de 40 generaciones) sin seleccidn alguna
(Steffens, 1983). Asimismo, el hecho de que cuando aparecen individuos
excepcionales, 1la propiedad de pseudoligamiento asociada con la
traslocacion permanece intacta en ellos, también ha sido observado

recientemente por otro autor (Busch-Petersen 1989).

Tabla D.1.
Casos de recombinacion genética en machos de Ceratitis capitata
reportados previamente en la literatura.

+ + + + 3
+ +/ap dc 2473 7 0] 2463 1,42
ap +/+ dc 60 3339 2866 0 9,67
Y+/dp; + +/ap dc 2955 72 46 2860 20,29
Y+/dp: ap +/+ dc 197 2604 2465 4 39.65

Total Ne recombinantes (deducido)
+ +/w or 4407 17 4,00
+ or/w + 6937 73 10.50

Datos tomados de R8ssler 1982a y b.



Figura D.1

Representacidén grafica de los valores de frecuencia de
recombinacidén en macho de Ceratitis capitata, normalizados por la
transformacion arcoseno de la ralz. Linea superior: valores de

Tabla D.1 (Al = ap-dc normal, A2 = ap-dc, TY+/dp; B = w-or; T4 = TY+
+/ap dc). Linea inferior = valores de Tabla VI.3 (i = media del

experimento; "X" = frecuencia observada sin hacer pruebas de progenie;

T5038 = TY+++/ 1lp dd sw).
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Figura D.2

Mapeo del punto de ruptura de tres translocaciones; ¢-0__machqg:
frecuencia de recombinacidn masculina (en tanto por mil); distancia:
frecuencia de recombinacidén en 1la hembra (porciento). Referencias:
T4, R8ssler,1985; Ti101, Buesch-Petersen, 1989, (distancia:
RYssler,1982b); TIH038, este trabajo

T4
T ap dc
c-0 macho 0,4 3,0
distancia (-) 20
T101
or T W
c-o macho 0,5 2,0
distancia / 49 /
15038
T 1lp dd aw
c-0 macho 0 0,4 0,1
distancia (-) 49 33
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Eval . final de 1 1tad {mp1 .

Es importante evaluar en primer término cuadles son las
implicancias de estos resultados sobre el problema practico del
desarrollo de una cepa con “autosexado genético” para mejorar la
técnica de la liberacidn de insectos estériles como método de
control de la mosca del Mediterradneo, plaga de los frutales. En este
sentido puede afirmarse que 1la baja tasa de recombinacidéon de
caracteres observada en los machos no representa un serio obstaculo
para la establlidad del sistema autosexante: es posible predecir
mediante un modelo de simulacidn que con una tasa de recombinacidn
masculina del 0,1% se necesitarian 63 generaciones para encontrar un
5% de hembras tipo salvaje contaminando 1la cepa (RYsler 1985). Por
otra parte la estabilidad observada en el curso de 1la presente
investigacidn en las lineas portadoras de la traslocacidon T5038
corroboran dicha prediccidon en forma elocuente.

En segundo lugar corresponde evaluar los resultados desde el
punto de vista bioldogico. Frente a 1la rareza del evento de
recombinacion masculina demostrado fehacientemente en este trabajo y
su aparente constancia en C.capitata cabe preguntarse (De qué
naturaleza es eate fendmeno?, (Es acaso el producto de un evento de
recombinacidon semejante al que ocurre en la hembra, solo que
regulado a mucha mas baja frecuencia, o en realidad se trata de un
fendmeno de otra naturaleza? Por otra parte cabe también
preguntarse (Este raro evento cumple algin papel adaptativo o mas
bien se trata de wuna falla o escape de un sistema cuasi perfecto
destinado a eliminar la recombinacidn en uno de los sexos por alguna
razon evolutiva?

Considerando el problema de 1la supresion de la
recombinacion en un sexo, desde el punto de vista tedrico sabemos
que en una poblacion donde exista “desequilibrio de ligamiento” o
"desiquilibrio gamético"”, éste ira decayendo con el tiempo por
accién de la recombinacioéon. Muy simples consideraciones llevan a
la conclusidén de que en organismos donde la recombinacidn ocurre
en un solo sexo, la aproximacidn al equilibrio sera la mitad de
rapida que en organismos donde la recombinacidn ocurre en ambos
sexos (Hedrick 1983). Tal vez en esta linea de pensamiento se ha
postulado que la supreéién de la recombinacidén en un sexo cumple
la funcidn de reducir la ‘“carga de recombinacidén” (Ebinuma 1987);

este Ultimo autor propone ademas, sigulendo a Darlington, el
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concepto de "herencla de dos vias”: el sexo heterogamético se
asoclaria con la estabilidad y la apreclacldon selectiva, y el
homogamético, con la variabilidad.Sin embargo ésta no pasa de ser
aparentemente una mera descripcidn del fendmeno.

Nel (1969) ha sido quien mas ha elaborado este fendmeno
desde el punto de vista tedrico; su hipdtesis es que la ausencia
de recombinacidn en el sexo heterogamético ha evolucionado como

consecuencia de la aparicion de los cromosomas sexuales. En
organismos como la levadura y Neurospora, razona Nei, el sexo esta
determinado por un solo gen, pero en organismos superiores, donde se

requiere de muchos genes para la determinacidn completa del sexo es
escenclial que estos genes se hereden como una unidad, 1lo cual
requiere de la inhibicidn de la recombinacidén entre los cromosomas
gsexuales. Esto puede lograrse por medio de inversiones cromosdmicas

0 bien por accion de los proplos genes que controlan el proceso de
la recombinacidén, 1los cuales afectan por igual tanto a los
cromosomas sexuales como a los autosomas. S1 bien se conocen ejemplos
de lo primero en Chironomus, concluye este autor, 1la regla parece
haber 8ido 1la evolucidén hacia el 8segundo mecanismo como en
Drosophila v B. mori. Recientes descubrimientos han revelado una
tercera posibllidad explotada por los vertebrados: un sistema de
control localizado. Se ha visto gue existen dos regiones en el par de
cromosomas sexuales (XY en machos de mamiferos, ZW en hembras de
aves). En una corta regidn telomérica 1los cromosomas del sexo
heterogamético comparten homologila, se aparean, presentan
ndédulos de recombinacidn y consecuentemente, los marcadores
genéticos ubicados alll recombinan. En el resto del cromosoma
sucede exactamente lo contrario, y es Jjustamente en esta ultima
regidn donde se localizan los determinantes sexuales; por lo tanto
estos genes no pueden recombinar excepto en rarisimos casos
andémalos (ver revisiones en Roberts, 1988 y Solari, 1989). Al menos
en mamiferos la especializacidn de los cromosomas X e Y parece
haber ocurrido en forma gradual a partir de un par homomdrfico

ancestral (Marshall Graves, 1987).
Volviendo a los insectos, una prueba adicional en favor de

la hipdtesis de Nei surge al consliderar gque en especies en las que
el sexo estd determinado por un so0lo gen, no aparecen CromosSomas
sexuales diferenciados'y ademas se verifica libre recombinacidn en
ambos sexos (por ejemplo en mosgquitos como Culex, Aedes, etc.). La
hipdtesis de Nei puede convertirse en una interesante prediccidn
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dando vuelta la implicancia: deberia esperarse que todo organismo en
el cual el sexo heterogamético presente tasas muy reducidas de
recombinacidn posea dos o mas genes determinante del sexo ubicados
sobre el cromosoma sexual. Si esto es clerto deberia ser posible
predecir la existencla de otros genes determinantes del sexo en
Ceratitis capitata, ademas del factor masculinizante (Lifschitz vy
Cladera 1989) ubicado en el brazo corto del cromosoma Y.

En el caso del macho de Drosphila melanogaster, la
recombinacidn no es producida por un mecanismo de tipo ‘“general"”
semejante al de la hembra, sino mas bien por wuno del tipo 1llamado
recombinacidén "especifica de lugar"”, por lo que en esta especle la
supresién de la recombinacidn general en el macho parece ser
eficiente en un 100%.

No existe informacidén equivalente sobre la hembra de
Bombvx mori, pero la extremada rareza del fendmeno espontaneo, que
es dos Ordenes de magnitud menor que en la mosca del vinagre, nos
inclinan a pensar nuevamente en una explicacidén para el mismo que
no pasa por el mecanismo de 1la recombinacidén general. (Tener en
cuenta ademés la ausencia de nddulos de recombinacidn que ya fue
mencionada antes).

Por fin, y pese a la frecuencia relativamente mayor del
fendmeno en Drosophila ananassae, el hecho de que se reporten
niveles variables de recombinacidén en machos de diferentes cepas no
parece argumentar en favor de una recombinacion regular como la de
la hembra. Incluso la asociacidn de este fendmeno con distorsiones
de la segregaclon (Mukherjee y Das 1971) y mads recientemente con
genes hipermutables (Tobari y Moriwaki 1983, aunque ver también
Hinton 1983), inclinarian méas bien a emparentarlo con la
disgenesia mencionada mas arriba para D. melanogaster.

También en el caso de la especle que nos ocupa debemos
postular que la extremada rareza del fendmeno reportado en este
trabajo (1,1 x 10-3) argumenta en favor de un mecanismo de
recombinacidn en el macho de Ceratitis capitata que debe ser de wuna
naturaleza diferente al que se verifica regularmente en la hembra de
la propia especie. A la pregunta sobe 8i este raro evento de
recombinacidn en el macho estéd causado por la movilizacidn de un
trasposdén, o s8i se trata de algun fendmeno similar a la
recombinacidéon 1ilegltima, aidn no estamos en condiciones de
responderla. Sin embargo debemos hacer notar una diferencia clara con

la disgenesia unidireccional observada en la mosca del vinagre : en
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Ceratitis capitata la recombinacidn masculina se ha probado
bidireccional (no observandose diferencias entre los cruzamientos
directos y reciprocos; Tabla VI. 3). Tampoco fue posible demostrar
alguna heredabilidad del fendmeno (no hubo diferencia entre los
individuos con y 8in un caso de recombinacidon masculina en la
generacion previa, Tabla VI. 5). Por ultimo, parece interesante la
posibilidad insinuada aqui de que existan dos niveles de frecuencia
(Tabla VI.6) cuyos valores estimados serian 1,3 x 10-3 y 4,2 x 10-4,
aunque no puede descartarse la alternativa de gue esto se deba a un
artificio exagerado aun méds por el agrupamiento "a posteriori” de
los datos.

Se podrla considerar la posiblidad de 1la ‘“conversiodn
génica” como explicacidn de estos raros eventos. Segun el
conocimiento actual, la conversidn génica se verifica en estrecha
vinculacidén con el fendémeno de recombinacidén general (ver
Introducidn). Uno de los ejemplos mejor estudiados de conversiodn
génica en organismos superiores es el del locus rosy gue afecta a la
deshidrogenasa de la xantina (XDH) en Drosophila melanogaster. La
falta de actividad de dicha enzima en esta especie produce letalidad
de los homocigotas mutantes en un medio suplementado con purina. En
este medio solo individuos tipo salvaje sobreviven y entre la progenie
de un individuo heterocalélico (por ejemplo ry4l/ry8) solo podria
originarse un individuo salvaje por recombinacidn intragénica o
por conversion génica. Dicho individuo sera recuperado como
unico sobreviviente en un medio selectivo, y su condicidn de
recombinante o convertido se comprueba con la ayuda de marcadores
laterales: sl conserva ambos, es una conversion, si conserva solo
uno entonces es el producto de una recombinacidén. En el caso
concreto que nos ocupa resulta dificil reconciliar la hipotesis de
la conversidén génica con los cuatro individuos recombinantes para
dos marcadores (dd y sw), y no recombinantes para otros dos (lp vy
sexo) que aparecen en la Tabla VII.3.

Debe mencionarse también una explicaciodn de la
recombinacidén masculina observada en varios dipteros superiores que
esta ganando aceptaclon entre los especialistas. La idea es que no
se trataria en este caso de eventos ocurridos durante la meiosis sino
que serla mds bien el producto de un evento de recombinacion
somatica o mitdtica éue ocurriria premeidoticamente en la
linea celular que luego originaria las gonias (Gethmann 1988). Una

consecuencia genética predecible bajo esta hipdtesis seria el
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agrupamiento ("clustering”) de los productos de recombinacidén. No se
han observado indicios de ello en los datos presentados aqul.

S1 es que una conclusion final puede extraerse de 1los
ejemplos mencionados, ésta es que los mecanlismos destinados a
controlar o suprimir la recombinacidon en un sexo en diversos
insectos parecen haber evolucionado por separado en cada especie; por
ello es mas conveniente estudiar dichos mecanismos en cada especie
sin atarse demasiado a moldes previos. No obstante ello, un cierto
ratrdn general parece indicar que los mecanismos evolucionados para
suprimir la recombinacidn general no resultan eficaces para evitar
que se verifiquen raros (o no tan raros) casos de recombinacidn del
tipo especifica de lugar, o blen de origen premeidtico.

A la 1luz de estos hechos, y de su escaso impacto en la
poblacidn la cuestidn sobre el valor adaptativo para estas
"excepciones” aparece de menor relevancia frente al papel que puede
desempefiar en las poblaciones la supresidn de la recombinacidn en
un sexo como tal. Ya sea que se le asigne el rol de mantener ligados
genes determinantes sexuales (Nei 1969) o el de reducir la "carga por
recombinacion” (Ebinuma 1987), dicha supresidn parece importante
desde el punto de vista evolutivo y debe encontrarse una explicacidn
para ella. Nos inclinamos por la primera hipdotesis y en este
contexto surge la sigulente explicacidn: aungue los insectos no son
el unico grupo que presentan este fendémeno, la supresion de la
recombinacidn en el sexo heterogamético ha sido reportada tan solo
en invertebrados. Se podria concluir que esto se debe a que en los
vertebrados exlsten mecanismos capaces de limitar la represidn de la
recombinacidéon a una regidén especlalizada dentro del par de
cromosomas s8exuales que hacen 1nnecesaria la supresidén de la
recombinacidn en el genoma completo. En ausencla de esta
especializacidon la represidn de la recombinacidn en todo el
genoma serla la altaernativa obligada cuando una especie debe
mantener 1ligados dos o méas genes determinantes sexuales. Sin
embargo, un reclente informe sobre modificadores de accion
localizada en B__mori (Ebinuma 1987), de ser confirmado, aportaria
una prueba en contra de esta 1idea.

Este campo ofrece todavia un amplio horizonte para la
especulacidon tedrica y para la 1nvestigacidn geneética tanto
por los métodos clésicbs como moleculares, y no cabe duda que la
diversidad desplegada por los insectos provee unos materiales

excelentes para el estudio del mismo.
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Los casos raros de recombinacidén en el macho parecen de
mayor trascendencla en lo que se refiere a la dilucidacidn de los
mecanismos subyacentes en la recombinacidn. Estas ‘excepciones”
ofrecerian unos materiales muy utiles para estudiar cdmo
funcionan los mecanismos regulares de recombinacion, cuales son
los genes cuya accidn 1la suprime, por Qqué mecanismos, vy
finalmente cuales son los mecanlsmos por los que se producen escapes

o fallas en el sistema supresor de la recombinacion.
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