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INTRODUCCION




1.1 ANALISIS DE LA VARIABILIDAD

La teoria de la evolucion por selecciéon natural sostiene que la
evolucién es la consecuencia de la interaccion entre variacién genética y
seleccién. Segiin el Teorema Fundamental de la Seleccién Natural de Fisher
(Fisher 1930) la tasa de evolucién estd limitada por la cantidad de variabilidad
genética existente en la poblacién. Experimentalmente, Ayala (1965) pudo
demostrar que existe una relacion directa entre variabilidad genética y tasa de
evolucién: cuanto mayor es la variabilidad genética que existe en la poblacién
mayor es su tasa de evoluciéon. No es sorprendente, pues, que la
caracterizacion de la variabilidad genética -como materia prima imprescindible
para ‘la evolucién-, su origen, cuantificacién, mantenimiento € importancia

evolutiva, sea un importante objetivo de la genética de poblaciones.

Desde los inicios de la genética de poblaciones se ha constatado la
_existencia de una gran cantidad de variabilidad genética en las poblaciones
naturales. En un principio, esta variabilidad genética principalmente se observé
a través del estudio de caracteres morfoldgicos (variabilidad de forma, de
tamafo, etc) y citolégicos (polimorfismos por inversiones, translocaciones).
Una aproximacién experimental, que confirma la gran cantidad de variabilidad
genética existente en las poblaciones naturales para caracteres cuantitativos,
son los trabajos de seleccién artificial. A través de estos experimentos, en los
que casi siempre se obtiene una respuesta positiva en el sentido del caricter
seleccionado, se ha constatado la existencia de variabilidad genética para casi

todos los caracteres cuantitativos.
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Sin embargo, mediante este tipo de experimentos, no es posible
cuantificar de una manera precisa la cantidad de variabilidad genética existente
en las poblaciones naturales. Una importante limitacién en la cuantificacién de
la variabilidad genética mediante los estudios cldsicos, era el desconocimiento
de la importancia relativa de los loci invariantes por ser inicamente
detectables los polimérficos: sélo podian identificarse aquellos loci que
presentaban variantes. Al no conocerse la relacion de loci polimérficos
respecto de monomérficos era imposible una cuantificacién correcta de la

variabilidad genética.

Paralelamente al trabajo de los experimentalistas, los tedricos iban
desarrollando con gran rapidez la teoria matemdtica de la genética de
poblaciones. Sin embargo, existi6 poca interaccién en el trabajo de ambos
grupos. Mientras la teoria trabajaba con el concepto de frecuencia génica, el
estudio experimental se efectuaba a nivel fenotipico y salvo raros casos
(alguna rara mutacién visible, el polimorfismo de grupos sanguineos, etc) era

incapaz de proporcionar frecuencias génicas.

Se formularon dos hipGtesis sobre la estructura genética de las
poblaciones, la hipdtesis cldsica y la hipétesis equilibradora. La hip6tesis
cl:isice;., propuesta por Muller, postulaba que cada individuo seria homozigoto
en casi todos los loci para el alelo normal presentando en muy pocos el alelo
mutante en heterozigosis; esto seria debido a que el alelo mutante,
.normalmcntc deletéreo, seria eliminado rdpidamente de las poblaciones por
.. seleccién negativa. El principal papel de la seleccién natural consistirfa en la
eliminacién de los alelos delétereos. Una consecuencia de esta hip6tesis es que

existirfa poca variabilidad genética intrapoblacional; la mayor parte de la
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variabilidad genética de una especie serfa interpoblacional. La hipdtesis
equilibradora (o del polimorfismo equilibrado), propuesta por Dobzhansky,
proponia, por el contrario, que los individuos serfan heterozigotos para casi
todos los loci y que estos polimorfismos se mantendrian por seleccién positiva.
Como consecuencia, la variabilidad genética intrapoblacional seria muy grande.
El origen de estas dos hipétesis proviene en gran medida del tipo de
experiencia de sus autores. As{ mientras Muller trabajaba en el laboratorio con
mutantes de Drosophila con un efecto generalmente deletéreo, Dobzhansky al
estudiar directamente las poblaciones naturales habfa observado una enorme

cantidad de variabilidad morfolégica.
1.1.1 VARIABILIDAD A NIVEL PROTEICO

Con el desarrollo de las técnicas moleculares, permitiendo analizar
proteinas, hubo un gran cambio. Debido a la relaciéon ya establecida entre
genes y proteinas, puede inferirse la variacion genética a partir de la proteica.
Desde el momento en que se dispuso de la metodologia necesaria para la
secuenciacion de proteinas, y a pesar de ser un procedimiento
extraordinariamente laborioso, se empezaron a acumular secuencias de algunas
proteinas en diferentes especies (para una revisién: Nolan & Margoliash 1968;
Dayhoff 1972). Fruto del andlisis de estas secuencias fué la hipétesis del reloj
molecular (para una revisién: Zuckerkandl 1987) en la que se propone que la
tasa de substitucion de aminodcidos en las proteinas es aproximadamente
constante en el tiempo. Dicha hipétesis proporcioné un método, no basado en
caracteristicas morfolégicas, para la construccién de arboles filogenéticos. Sin
embargo, al ser la secuenciacién de proteinas excesivamente lenta y costosa no

ha tenido repercusién a nivel intraespecifico.
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Hubby & Lewontin (1966) y Lewontin (1974) proponen los
requisitos que debe satisfacer cualquier técnica para poder cuantificar la

variabilidad genética existente en las poblaciones:

1. Las diferencias fenotipicas causadas por una substitucién en un locus

individual tienen que ser detectables en un individuo.

2. Las substituciones alélicas en un locus tienen que ser distinguibles de las

ocurridas en otro locus.

3. Todas (o una parte substancial) de las substituciones alélicas deben de ser
distinguibles entre si, independientemente de la intensidad de sus efectos

fisiolégicos.

4. Los loci estudiados deben de ser una muestra representativa del genoma con

respecto a los efectos fisiolégicos y al grado de polimorfismo.

El gran cambio en el estudio de la variabilidad genética se produce
en 1966 con la introduccién de la técnica electroforética (Hubby & Lewontin
1966; Lewontin & Hubby 1966; Harris 1966). La electroforesis es una técnica
potente, rdpida y simple, que podia satisfacer, con algunas limitaciones -como
se verd mds adelante-, los cuatro requisitos anteriores; esto permitia obtener
estimaciones de las frecuencias génicas y de la variabilidad genética existente

en las poblaciones.

Con los primeros estudios realizados con las técnicas electroforéticas

se puso de relieve que las poblaciones naturales posefan una enorme cantidad
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de variabilidad genética (para una revisién: Wright 1978). Se ha estimado que
entre el 20% y el 86% -con una media del 30%- de los loci son polimérficos
en las poblaciones y que la heterozigosis por locus fluctia entre el 6% y el
18% -con una media del 10%- (Lewontin 1974). Este descubrimiento parecia
apoyar fuertemente la hipdtesis del polimorfismo equilibrado. Sin embargo, la
hip6tesis cldsica no fué rechazada al surgir la teoria neutralista (Kimura 1968;
Kimura 1983), también denominada neocldsica, conceptualmente una herencia
de la hipétesis cldsica. Esta teoria, obviamente, no niega la existencia de la
gran cantidad de variabilidad genética existente en las poblaciones -pues ha
sido observada-, pero afirma que la mayor parte de la variabilidad detectada a
nivel molecular (a nivel proteico por las técnicas electroforéticas, o a nivel del
DNA por otras técnicas), es selectivamente neutra, siendo las variantes
sometidas a la seleccién natural casi exclusivamente deletéreas, y por lo tanto,
eliminadas por seleccién negativa. Para los partidarios de la teorfa neutralista
la mayoria de la variabilidad -a nivel molecular- se mantendria por un
equilibrio entre la mutacién y la deriva genética. Por el contrario, los
partidarios de la hipétesis equilibradora a nivel molecular -0 seleccionistas-
proponen que la selecciéon natural (seleccién positiva) serfa el mecanismo
responsable del mantenimiento de la variabilidad. La importancia de la
variabilidad a nivel molecular y los mecanismos implicados en su
mantenimiento ha originado una interesante controversia (para una revision:

Ayala 1972; Lewontin 1973, 1974) muy viva aiin en la actualidad.

Con las técnicas electroforéticas iniciales sélo era detectable una
parte de las substituciones de aminodcidos, -del orden de un tercio (Shaw
1970; Lewontin 1974). Los electromorfos detectados podian ser genéticamente

heterogéneos, por lo que se aplicarfan incorrectamente algunas férmulas
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teéricas a los datos (King & Ohta 1975). Ademds, sélo eran analizables las
proteinas solubles de tipo enzimdtico. Para la deteccién de esta variabilidad
oculta existente en las poblaciones naturales, y para evitar un sesgo en la
muestra de los loci, se realizaron modificaciones en las condiciones de las
técnicas electroforéticas iniciales. Asi se utiliz6 la desnaturalizacién por calor
(Bernstein et al. 1973), la electroforesis secuencial (Singh et al. 1976) -con
una potencia suficiente como para detectar el 85% de la variabilidad por
cambios de aminodcido en hemoglobinas humanas (Ramshaw et al. 1979)-, la
electroforesis  bidimensional (Leigh Brown & Langley 1979) o la
desnaturalizacién por urea (Loukas et al. 1981). Otras técnicas experimentales
utilizadas para analizar la variabilidad a nivel proteico han sido el andlisis de
los mapas peptidicos (Fletcher et al. 1978) y los cstudibs con técnicas

inmunoldgicas -uso de anticuerpos monoclonales- (Slaughter et al. 1981).

Atn con la electroforesis secuencial, la cuantificacién de la
~ variabilidad genética existente en las poblaciones o especies quedaba sujeto a

varias limitaciones:

a) Posiblemente se estd sesgando la cuantificacién de la variabilidad por
analizar -casi exclusivamente- proteinas solubles de tipo enzimdtico. Esta
limitacién puede superarse ya que es posible analizar la variabilidad en
proteinas de tipo estructural, regulador, etc. -mediante técnicas como la
electroforesis bidimensional, el andlisis de los mapas peptidicos o los
estudios con técnicas inmunolégicas-; adin disponiéndose de las técnicas

adecuadas, se han realizado muy pocos estudios.
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b) El andlisis se cifie exclusivamente a regiones codificadoras, ain cuando una

parte muy importante del genoma no codifica para proteinas.

¢) Las técnicas electroforéticas no pueden detectar las substituciones silenciosas

del DNA, es decir aquellas que no provocan substitucién de aminodcido.

1.1.2 VARIABILIDAD A NIVEL DEL DNA

Los primeros estudios de la variabilidad a nivel del DNA se
efectuaron mediante la técnica de hibridacién DNA-DNA (Hoyer et al. 1964,
Laird et al. 1969; Bonner et al. 1973). Este método que estd basado en la
capacidad del DNA desnaturalizado de renaturalizarse, permite cuantificar
diferencias nucleotidicas mediante el andlisis de la estabilidad térmica de
cadenas de DNA hibridas. Esta técnica, con la que se puede estudiar la
divergencia nucleotidica de todo el genoma, atin se utiliza como herramienta
en la determinacién de relaciones filogenéticas. Sin embargo, la técnica no

tiene suficiente potencia para estudiar la variabilidad a nivel intraespecifico.

Es a partir de la utilizacién de las técnicas de ingenieria genética
cuando los genéticos de poblaciones han tenido la posibilidad de analizar
directamente la variabilidad a nivel del DNA en regiones concretas del
genoma. Con estas técnicas se pueden superar las limitaciones que presentaba
el andlisis de la variabilidad proteica. Es posible analizar los polimorfismos en
cualquier regién del genoma -incluso desconociéndose su funcién- e
._indepcndientementc de su expresién génica. Se puede analizar la variabilidad
en diferentes regiones funcionales de un gen: exones, intrones, zonas

transcritas y no traducidas, zonas colindantes, etc.” Ademds, los cambios
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nucleotidicos en la zona codificadora pueden desglosarse en silenciosos y no
silenciosos. Por otra parte, ‘estas técnicas han posibilitado el estudio y
comparacién de diferentes tipos de DNA (DNA nuclear, DNA mitocondrial,
DNA del cloroplasto). Otra gran aportacion de los estudios de la variabilidad
al nivel del DNA es que proporcionan haplotipos por medio de los cuales se
pueden construir filogenias, analizar posibles sucesos recombinacionales,

estudiar el papel de la migracion, etc.

La comparacién de los primeros andlisis nucleotidicos con los
efectuados a nivel proteico ha mostrado que la variabilidad genética no
detectada era enorme: a nivel del DNA los individuos son heterozigotos casi
para todos sus loci, tal como propugnaban los partidarios mds extremistas de
la hipétesis equilibradora. El andlisis a nivel del DNA ha revelado, ademds,
una nueva fuente de variacién, la debida a elementos transponibles; de hecho,
un gran nimero de los mutantes cldsicos de Drosophila melanogaster han

resultado ser debidos a inserciones o deleciones imprecisas de estos elementos

(Rubin 1983).

1.1.2.1 Analisis de la variabilidad mediante secuenciacion del DNA

El rdpido avance de las técnicas de ingenierfa genética y en concreto
el desarrollo de la metodologia necesaria para la secuenciaciéon de DNA
(Maxam & Gilbert 1977; Sanger et al. 1977) ha posibilitado que en los
dltimos afios se hayan acumulado un gran nimero de secuencias, tanto del
DNA nuclear como mitocondrial, por lo que se han podido realizar numerosos
andlisis de secuencias desde una 6ptica evolutiva (Salser & Isaacson 1976;

Kimura 1977; Kafatos et al. 1977; Goddard et al. 1981; Brown et al. 1982;
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Aquadro & Greenberg 1983; Greenberg et al. 1983; para una revisién: Li et
al. 1985; Brown 1985).

En Drosophila se han realizado varios trabajos de gran interés para
la genética molecular evolutiva. A nivel interespecifico destacan los andlisis de
secuencias del locus Adh (Bodmer & Ashburner 1984; Cohn et al. 1984;
Coyne & Kreitman 1986; Schaeffer & Aquadro 1987; Cohn & Moore 1988),
hsp82 (Blackman & Meselson 1986), rp49 (Aguadé 1988a), Xdh (Riley 1989),
hsro (Garbe et al. 1989); y el trabajo de Sharp & Li (1989) de comparacion
de tasas de substitucién nucleotidica entre el DNA mitocondrial y nuclear. Sin
embargo, debido a que la inversién de tiempo y dinero es muy alta, a nivel
intraespecifico casi no se ha efectuado ninglin trabajo, destacdndose los
realizados en el locus Adh (Kreitman 1983); en el locus Est6 (Cooke &
Oakeshott 1989) y en el locus de la histona H3 (Matsuo & Yamazaki 1989).
Estos trabajos han mostrado que las tasas de cambio nucleotidico son muy
diferentes en distintas regiones funcionales. En las zonas codificadoras, por
otra parte, los cambios silenciosos presentan una frecuencia superior a los no

silenciosos.

El andlisis de las secuencias de DNA no tan sélo ha posibilitado el
estudio a niveles no accesibles hasta ese momento (comparacién de las tasas
de cambio nucleotidico silencioso respecto de no silencioso, comparacién de la
tasa de substitucién nucleotidica de los cuatro nucleétidos, etc.), sino que ha
desvelado nuevas cuestiones (desvio en el uso de codones, desvio de
transversiones respecto a transiciones). El estudio de estas cuestiones se prevé
que aportard gran informacién sobre la importancia relativa de los distintos

mecanismos evolutivos en la generacién y mantenimiento del polimorfismo a
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nivel de DNA, al permitir poner a prueba diferentes predicciones de las teorias

neutralista y seleccionista.

La secuenciacion del DNA es la técnica éptima para el estudio de la
variabilidad genética del DNA por proporcionar una informacién completa de
la region objeto de andlisis. Aunque ha habido varias innovaciones que
optimizan la técnica de secuenciacién, al no poder secuenciarse varios alelos
con un gasto de tiempo y dinero razonable, esta técnica ha resultado ain
impracticable para la genética de poblaciones. Por eso, el andlisis de la
variabilidad nucleotidica a nivel poblacional se ha efectuado hasta la actualidad
mediante comparacién de mapas de restriccion. Sin embargo, la reciente
disponibilidad de la técnica PCR -"polymerase chain reaction"- (Saiki et al.
1985, 1988) va a posibilitar a los genéticos de poblaciones el andlisis de la
variabilidad nucleotidica mediante secuenciacién. Esta técnica permite
amplificar directamente una regién concreta de DNA a partir del DNA total y
su siguiente secuenciacién (para una revision: White et al. 1989). La técnica
PCR hard posible la secuenciacién de una regién gendémica en varios
individuos de una poblacién obviando la realizacién de genotecas y con una

inversion razonable de tiempo y dinero.

1.1.2.2 Anailisis de la variabilidad mediante enzimas de restriccion

La comparacién de mapas de restriccién es la técnica mds empleada
para el andlisis de la variabilidad genética a nivel del DNA. Esta técnica no
detecta toda la variacién genética, pero al ser mucho mds rdpida, simple y
menos costosa que la secuenciacién del DNA, hace que sea la técnica idénea

para muchos estudios evolutivos al nivel del DNA.
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a) VARIABILIDAD EN EL DNA MITOCONDRIAL

Como sistema de estudio el genoma mitocondrial es de gran interés
por ser mucho mds pequefio y menos complejo que el procariota o eucariota
(para una revisién: Brown 1985; Wilson et al. 1985; Avise et al. 1987; Moritz
et al. 1987). Debido a una mayor simplicidad técnica, los andlisis de patrones
de restriccién se realizaron con anterioridad en este tipo de DNA que en el
nuclear. Entre los primeros estudios destacan los efectuados en mamiferos
(Brown & Vinograd 1974; Potter et al. 1975; Levings III & Pring 1976,
Upholt & Dawid 1977; Buzzo et al. 1978; Brown & Wright 1979; Avise et al.
1979a, 1979b; Brown et al. 1979; Brown 1980; Brown & Simpson 1981;
Denaro et al. 1981; Ferris et al. 1981a, 1981b). El andlisis de la variabilidad
en el DNA mitocondrial de Drosophila se inicié con posterioridad (entre los
primeros estudios: Shah & Langley 1979; Fauron & Wolstenholme 1980;
Powell 1983; Solignac et al. 1983, 1984; Baba-Aissa & Solignac 1984).

De los estudios realizados se desprende que existe una gran
variabilidad genética en el DNA mitocondrial. En este genoma se ha
observado tanto variabilidad intraespecifica, como intrapoblacional, habiéndose
observado incluso variabilidad intraindividual (Solignac et al. 1983). Es
sorprendente el descubrimiento de que en los vertebrados la tasa de cambio
nucleotidico es mayor para este tipo de DNA que la del DNA nuclear (Brown
et al. 1979), -particularidad no confirmada para otros organismos (Powell et al.
1986; Vawter & Brown 1986)-. Esta alta tasa evolutiva del DNA mitocondrial
de los vertebrados contrasta con una rigida conservacién en el tamafio y en la

organizacién génica (Brown 1985).
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La informacién proporcionada en los andlisis del DNA mitocondrial

es cualitativamente diferente a'la del DNA nuclear, debido a su mecanismo de
transmisién genética -presenta herencia uniparental- y a la inexistencia de
recombinacion (salvo en algiin caso extrafio). Estas caracteristicas del DNA
mitocondrial, junto a la mayor tasa de cambio en algunos organismos, hacen
que este tipo de DNA sea una herramienta util para la genética evolutiva. Por
un lado, se pueden realizar filogenias tanto a nivel interespecifico como
intraespecifico evitdndose las ambigiiedades que puede producir la
recombinacién. Por otro lado, al ser el DNA mitocondrial mds sensible a los
cuellos de botella poblacionales -debido a su mecanismo de herencia-, se
pueden efectuar interesantes estudios sobre la estructura de las poblaciones, en

especial sobre la importancia de la migracién y de los procesos colonizadores.
b) VARIABILIDAD EN EL DNA NUCLEAR

El andlisis de variabilidad a nivel del DNA nuclear por enzimas de
restriccién se realiza cldsicamente mediante la técnica de Southern (Southern
1975). Al ser el andlisis del DNA nuclear técnicamente mds complejo que el
del DNA mitocondrial no es de extraiar que ain en la actualidad existan
menos estudios. Entre los estudios iniciales sobresalen los realizados en
humanos en el "cluster" del gen de la B-globina (Kan & Dozy 1978; Jeffreys
1979; Antonarakis et al. 1982a, 1982b), en la «-globina (Higgs et al. 1981;
.Orkin et al. 1982), en la insulina (Rotwein et al. 1981) y en una regién de
funcién desconocida (Wyman & White 1980). Sin embargo, los trabajos de
-Ianélisis de la variabilidad con mayor repercusion para la genética de
poblaciones se han realizado en Drosophila, tanto a nivel interespecifico como

intraespecifico. Entre los trabajos iniciales cabe destacar los de Leigh Brown
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& Ish-Horowicz (1981), Langley et al. (1982), Leigh Brown (1983), Birley
(1984), Aquadro et al. (1986) y Kreitman & Aguadé (1986b).

Estos estudios han proporcionado una gran informacién tanto
cualitativa como cuantitativa sobre la variabilidad nucleotidica. Se ha
comprobado que una fraccién importante de la variabilidad es debida a
inserciones-deleciones de gran tamafio que presumiblemente corresponden a
elementos transponibles, como han podido confirmar Leigh Brown (1983) y
Aquadro et al. (1986). A nivel de substituciones nucleotidicas se ha encontrado
que como promedio uno de cada 40 nucleétidos es polimérfico en una
poblacién determinada. Sin embargo, son pocos los trabajos que se han
realizado hasta nuestros dias: por un lado, hace falta estudiar diferentes tipos
de loci situados en distintas posiciones cromosémicas y en varias especies y
por otro desarrollar métodos de contraste de los diferentes niveles de

variabilidad obtenidos.

1. Técnicas utilizadas

El andlisis de la variabilidad en loci nucleares mediante enzimas de
restriccién se ha efectuado a través de dos técnicas: la técnica de Southern
(Southern 1975) y la técnica "four-cutter analysis" (Kreitman & Aguadé
1986a). Ambas técnicas permiten el andlisis de varios alelos en un tiempo
relativamente corto de tiempo. Sin embargo, la técnica "four-cutter analysis"

tiene un potencia mucho mayor en la identificacién de polimorfismos.

En el andlisis de la variabilidad nucleotidica mediante la técnica de

Southern se utilizan geles de agarosa para separar electroforéticamente el DNA
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digerido con enzimas de restriccion. Debido a la poca resolucién de los geles
de agarosa para fragmentos de DNA de tamafio pequefio, no se pueden
detectar ni los fragmentos pequefios de DNA ni inserciones o deleciones de
pocos pares de bases. Ademds esta técnica, debido a la limitacién de los geles
de agarosa, tipicamente utiliza enzimas de restriccién que reconocen dianas de
6 pares de bases por lo que son pocas las posiciones de restriccion detectables
en un fragmento determinado de DNA. Un enzima de restriccién que
reconozca una diana de 6 pares de bases cortard el DNA cada 4096
nucledtidos si los cuatro nucleétidos fueran equifrecuentes y se distribuyeran al

azar en el DNA.

La técnica "Four-cutter analysis" (para una revisién: Aguadé 1987)
obvia algunas limitaciones importantes de la técnica de Southern para el
andlisis de la wvariabilidad genética. Utiliza geles de secuenciacion, que
proporcionan una buena resolucién para fragmentos pequefios, y enzimas de
restriccion que reconocen dianas de 4 pares de bases. Un enzima de restriccion
que reconozca una diana de 4 pares de bases cortard el DNA cada 256
nucle6tidos suponiendo equifrecuencia y distribucién nucleotididica al azar
(cortando el DNA con una frecuencia 16 veces superior a la de los enzimas
de restriccién que reconozcan dianas de 6 pares de bases). Permite identificar
un elevado nimero de posiciones variables en regiones pequefias del genoma
(de 1 a 4 kilobases), siendo capaz de detectar de un 15% a un 30% de todos
los cambios nucleotidicos de una regién determinada. Con esta técnica
pricticamente es posible detectar todas las inserciones-deleciones incluso las de
tan s6lo un par de bases. Ademds, al posibilitar el andlisis a un nivel muy
fino, es posible distribuir los niveles de variabilidad obtenidos entre diferentes

regiones funcionales (regién codificadora, regiones flanqueantes, etc.).
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En la mayoria de los andlisis de la variabilidad en el DNA nuclear

de Drosophila se han comparddo los mapas de restriccién efectuados segin la

técnica de Southern. Por la técnica de "four-cutter analysis" existen, no

obstante, 6 trabajos, 5 de ellos realizados en D. melanogaster -en la region

Adh (Kreitman & Aguadé 1986a, 1986b; Aguadé 1988b; Simmons et al. 1989)

y en la regién white (Miyashita & Langley 1988)- y uno en D. pseudoobscura
-en la regién rosy (Riley et al. 1989)-.

2. Aportaciones mds relevantes

Langley et al. (1982) fueron los pioneros en analizar los
polimorfismos nucleotidicos existentes en un locus nuclear de Drosophila. En
su estudio de la regién Adh, constataron la existencia de una gran variabilidad
genética -en las 18 lineas analizadas en D. melanogaster detectaron 4
polimorfismos por substitucién nucleotidica y 5 por insercion-delecion,
identificando 11 haplotipos distintos-. La heterozigosidad por nucleétido
(probabilidad de que para un par nucleotidico concreto se tenga un
heterozigoto al tomar dos cromosomas homoélogos al azar) estimada fué de
0.006 (dos cromosomas homélogos escogidos al azar difieren en uno de cada

167 nucleétidos).

En posteriores estudios de otras poblaciones en la regién Adh de D.
melanogaster se han obtenido niveles similares de variabilidad (Birley 1984;
Cross & Birley 1986; Aquadro et al. 1986; Kreitman & Aguadé 1986a; Jiang
et al. 1988). Ademds, este nivel de polimorfismo es de un mismo orden en la
mayoria de regiones de D. melanogaster -Amy (Langley et al. 1988), Notch
(Schaeffer et al. 1988), rosy (Aquadro et al. 1988), white (Langley & Aquadro
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1987, Miyashita & Langley 1988), zeste-tko (Aguadé et al. 1989b)- con la
clara excepcion de la regién yellow-achaete-scute (Aguadé et al. 1989a) con

un menor nivel de variabilidad.

Los niveles de variabilidad nucleotidica, sin embargo, son diferentes
en otras especies de Drosophila. Schaeffer et al. (1987) en un estudio de la
regién Adh de D. pseudoobscura han obtenido un mayor polimorfismo que en
D. melanogaster -identificaron 19 haplotipos distintos en las 19 lineas
analizadas- estimando en 0.023 la heterozigosidad por nucleétido. No obstante,
Riley et al. (1989) han estimado una heterozigosidad menor (0.010) en la
regiéon rosy también de D. pseudoobscura. Esta menor heterozigosidad de la
rcgién rosy respecto a la de la region Adh puede en parte explicarse por el
hecho de que la fraccién gendémica analizada por Riley et al. (1989) fué
mayoritariamente codificadora, y probablemente con una mayor limitacién al
cambio que en el estudio de Schaeffer et al. (1987) que analiza.rori
~ principalmente zonas no codificadoras. Aquadro et al. (1988) en la regién rosy
de D. simulans también han obtenido unos niveles de polimorfismo
nucleotidico mayores que en D. melanogaster. Sin embargo, en un estudio
realizado en las regiones forked y vermilion de D. ananassae, Stephan &
Langley (1989) han obtenido unos niveles de variabilidad similares a los de D.

melanogaster.

Kreitman & Aguadé (1986b) han estudiado la variabilidad
nucleotidica en distintas zonas funcionales de la regiéon Adh de D.
melanogaster, y al compararla con la divergencia nucleotidica existente en la
secuencia de esta misma regién entre D. melanogaster y D. simulans han

detectado un exceso significativo de polimorfismos silenciosos en la regién
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codificadora respecto a las zonas flanqueantes. Hudson et al. (1987) han
desarrollado un test basado en’ la prediccion de la teoria neutralista de que las
regiones que a nivel interespecifico evolucionan a una alta tasa, a nivel
intraespecifico deberfan presentar niveles altos de ‘polimorfismo. Tras aplicar el
test a los datos de la divergencia de la regién 5° y codificadora del locus Adh
entre D. melanogaster y D. sechellia y los del polimorfismo de D.
melanogaster en estas mismas regiones, concluyen que existe una desviacién
de la predicciéon de la teorfa neutralista, siendo los datos compatibles con la
existencia de un polimorfismo equilibrado. Miyashita & Langley (1988) en su
estudio a nivel intraespecifico del locus white de D. melanogaster, por el
contrario, han observado un nivel similar de polimorfismos silenciosos en la

regién 5’ que en la unidad transcripcional.

Quizds, el aspecto mds novedoso de los estudios de la variabilidad
nucleotidica es el referente a la alta incidencia de inserciones y deleciones en
las poblaciones naturales, habiéndose detectado, practicamente, en todos los
estudios realizados. Langley et al. (1982) observaron inserciones-deleciones de
20 hasta 900 pares de bases en la regién Adh de D. melanogaster. Leigh
Brown (1983) en la region hsp70 de D. melanogaster ha detectado también
varias inserciones-deleciones, desde 100 pares de bases hasta 7.5 kb; una de
estas inserciones ha sido identificada como un elemento transponible -el
elemento mdg-4 de 7.5 kb, un elemento clasificado como "copia-like"-.
lAquadro et al. (1986) han analizado la variabilidad nucleotidica en la region
Adh en 48 lineas de D. melanogaster, observando que el 85% de las lfneas
'_prcsentaban al menos una insercién o delecién -desde 21 pb hasta 10.5 kb-
respecto a la secuencia consensuada. En este estudio, ademds, se ha

comprobado que todas las inserciones mayores de 200 pb tenfan homologfa
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con algin elemento transponible (copia, BI04, 2161, 10IF). Si bien las
inserciones-deleciones de tamafio grande en conjunto son comunes en las
poblaciones, individualmente cada una de ellas segrega a una baja frecuencia
-normalmente son unicas- por lo que se ha sugerido que tendrian un efecto

deletéreo (Langley et al. 1982; Aquadro et al. 1986; Golding et al. 1986).

Sin embargo, esta alta incidencia de las inserciones-deleciones no
estd presente en todas las especies de Drosophila. Mientras en D. ananassae
(Stephan & Langley 1989) las inserciones-deleciones se presentan con una tasa
similar a la de D. melanogaster, en D. simulans (Aquadro et al. 1988) y D.
pseudoobscura (Schaeffer et al. 1987) apenas existen. Aquadro et al. (1988)
han comparado la variabilidad existente en la regién rosy de D. simulans con
la de D. melanogaster, no observando ninguna insercién-delecién en la primera
especie pese a presentar una tasa de substitucién nucleotidica seis veces mayor
que la de D. melanogaster, mientras que en D. melanogaster detectaron 4
inserciones-deleciones distintas. En la regién Adh de D. pseudoobscura,
también con una alta tasa de polimorfismo por substitucién nucleotidica,
Schaeffer et al. (1987) s6lo han observado dos pequeiias inserciones-deleciones

(de 50 y 200 pb).

Aquadro et al. (1988) comentan que tanto esta reduccién del
polimorfismo por inserciones-deleciones como el también observado aumento
del polimorfismo por substitucién nucleotidica observado en la regién rosy de
D. simulans y Adh de D. pseudoobscura respecto a las mismas regiones de D.
melanogaster pueden ser explicados por un mayor tamafio efectivo poblacional.
Segin la teoria neutralista la heterozigosidad esperada es aproximadamente

igual a 4Ny, donde N, es el tamafio efectivo poblacional y p es la tasa de
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mutacién por nucledtido hacia alternativas selectivamente neutras. Por lo tanto,
un aumento del tamafio efectivo tiene como consecuencia un aumento de la
heterozigosidad si las tasas de mutacién son iguales. Ademds, si las variantes
no son extrictamente neutras sino ligeramente deletéreas (Ohta 1976), este
mayor tamafo efectivo poblacional también tendria como consecuencia un
aumento de la seleccion purificadora, que haria disminuir la tasa de
inserciones-deleciones. Estas variantes ligeramente deletéreas se comportarian
como neutras si 2V,s < 1, donde s es la desventaja selectiva. Por lo tanto, al
aumentar el tamafio efectivo poblacional algunas variantes que se comportaban
como neutras se comportardin como deletéreas, por lo que aumentard Ia
intensidad de la seleccién purificadora. Segin Kimura (1979) a pesar de este
aumento en la intensidad de seleccidn, la heterozigosidad también aumentaria

aunque mds lentamente.

Varios autores han observado la existencia de desequilibrios de
ligamiento entre polimorfismos nucleotidicos en D. melanogaster, en la regién
Adh (Langley et al. 1982; Birley 1984; Cross & Birley 1986; Aquadro et al.
1986), en la regién white (Miyashita & Langley 1988) y en la regién yellow-
achaete-scute (Aguadé et al. 1989a; Beech & Leigh Brown 1989). En las
regiones Amy (Langley et al. 1988), Notch (Schaeffer et al. 1988) y zeste-tko
(Aguadé et al. 1989b) existe una menor incidencia de desequilibrios de
ligamiento. Los desequilibrios de ligamiento entre posiciones polimérficas muy
cercanas (del orden de pocas kilobases), por lo tanto con una baja
recombinacién entre ellas, pueden ser explicados ficilmente por mecanismos
no selectivos (deriva, endogamia, migracién, "hitch-hiking", subdivisién de
poblaciones). Miyashita & Langley (1988), en el estudio de la regién white,

observaron una disminucién progresiva del desequilibrio al aumentar la
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distancia entre los polimorfismos, tal como se esperaria segin las predicciones
tericas (Hill & Robertson 1968). En este trabajo se constaté que el equilibrio
de ligamiento se alcanzaba a partir de distancias de tan s6lo 2 kb. Si la tasa
de recombinacién fuera mds baja se esperaria detectar desequilibrios
significativos entre posiciones polimérficas mds alejadas. Esta predicciéon ha
sido confirmada en la regién yellow-achaete-scute de D. melanogaster en
donde posiciones separadas por unas 80 kb se muestran en desequilibrio de
ligamiento (Aguadé et al. 1989a; Beech & Leigh Brown 1989; Eanes et al.
1989b). Sin embargo, Aquadro et al. (1986) indican que los mecanismos no
selectivos no pueden explicar por si solos los desequilibrios de ligamiento
observados en la regién Adh de D. melanogaster; estos desequilibrios serfan el
producto de una historia evolutiva compleja influenciada por "hitch-hiking" con
alguna variante selectivamente favorecida. Los resultados de Miyashita &
Langley (1988) que han observado un mayor acimulo de desequilibrios de
ligamiento entre posiciones polimérficas localizadas en la zona transcripcional,
tampoco son facilmente explicables por mecanismos no selectivos. Estos
autores comentan que este acimulo podria ser explicado por epistasis entre

polimorfismos y "hitch-hiking" de las regiones cercanas.

Simmons et al. (1989) han estudiado extensamente la variabilidad
nucleotidica en la regién Adh en tres poblaciones de D. melanogaster, con
variacién en la frecuencia de los electromorfos fast y slow a lo largo de una
clina. Los resultados de este estudio, tras analizar las similitudes y diferencias

entre las poblaciones, apoyan la participacién de la seleccién natural en el

mantenimiento de la clina.
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También se ha estudiado la variabilidad nucleotidica de una regién
determinada en diferentes ordenaciones cromosémicas. Aquadro et al. (1986)
han analizado la variabilidad en la regién Adh en 49 lineas de D.
melanogaster identificando 2 haplotipos distintos entre las 5 lineas que
presentaban la ordenacién cromosémica In(2L)t (el resto de las lineas
presentaban la ordenacién St). Estos autores comentan que si las ordenaciones
cromosémicas tienen un origen unico, uno de los haplotipos se tuvo que
originar por recombinacion entre las dos ordenaciones cromosdmicas. Aguadé
(1988b) en un estudio mucho mds amplio, analizé la variabilidad nucleotidica
en la region Adh en 79 lineas (40 de la ordenaciéon In(2L)t y 39 de la
ordenacién St) de D. melanogaster y su distribuciéon por diferentes
ordenaciones cromosdémicas. Dicho estudio permitid detectar la existencia de
polimorfismos compartidos y por tanto de recombinacién o conversién génica

entre ordenaciones cromosdémicas diferentes.
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1.2 LA ESPECIE OBJETO DE ESTUDIO: DROSOPHILA SUBOBSCURA

Drosophila subobscura es una especie paledrtica del grupo obscura
que presenta una amplia drea de distribucién. Se extiende por toda Europa
-excepto en el norte y centro de Escandinavia-, norte de Africa, préximo
oriente -aunque no se conoce bien su limite oriental- y en las islas Azores,
Canarias y Madeira. Debido a su gran abundancia en gran parte del 4rea de
distribucién, D. subobscura constituye un material idéneo para los genéticos de
poblaciones y ha representado en Europa un papel similar al de D.

pseudoobscura para los investigadores de Norteamérica.

A causa de esta idoneidad se han realizado una gran cantidad de
trabajos de interés genético, ecoldgico y evolutivo. Los aspectos genéticos mds
estudiados han sido los referentes al polimorfismo cromosémico, enzimdtico

asi como las asociaciones entre ambos.

D. subobscura presenta un cariotipo de 5 cromosomas acrocéntricos
-denominados A, E, J, O y U- y uno puntiforme. Todos los cromosomas
acrocéntricos presentan polimorfismo para inversiones, habiéndose detectado
unas 80 ordenaciones cromosOmicas diferentes. Las distintas ordenaciones
cromosémicas muestran una distribucién clinal: las ordenaciones standard de
todos los cromosomas segregan a una alta frecuencia en el norte de Europa,
disminuyendo su frecuencia con la latitud (para una revisi6n: Krimbas &

'Loukas 1980).

El polimorfismo enzimdtico (Lakovaara & Saura 1971; Saura et al.

1973; Loukas et al. 1979b; Pinsker & Sperlich 1979), asi como las
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asociaciones entre los polimorfismos cromosémico y enzimdtico (Zouros &
Krimbas 1973; Zouros et al. 1974; Loukas & Krimbas 1975; Charlesworth et
al. 1979; Loukas et al. 1979a, 1980b; Garcia & Prevosti 1981; Prevosti et al.
1983b) también han sido estudiados extensamente. A partir de estos estudios
se ha constatado la existencia de fuertes asociaciones entre ambos tipos de
polimorfismo en D. subobscura; sin embargo, dentro de una ordenacién
cromosOmica raramente se han detectado asociaciones entre loci enzimdticos

(para una revisién: Zapata & Alvarez 1987).

Otros estudios que se han abordado en D. subobscura han sido: la
variabilidad genética en caracteres cuantitativos (Prevosti 1955), distintos
aspectos ecolégicos (Monclis 1964; Begon 1976; Shorrocks 1977; Loukas &
Krimbas 1979; Serra et al. 1987), la variabilidad genética que afecta a la
viabilidad (Sperlich et al. 1977; Loukas et al. 1980a; Pfriem & Sperlich 1982;
Mestres et al. 1990), el aislamiento y seleccion sexual (Constanti et al. 1986;
Pascual et al. 1986; Santos et al. 1986), y el patr6n de actividad de los
"puffs” en distintas ordenaciones cromosémicas (De Frutos & Latorre 1982;

De Frutos et al. 1987; Latorre et al. 1988b).

En D. subobscura se ha iniciado también el estudio de la
variabilidad a nivel del DNA. A nivel intraespecifico, se ha analizado la
variabilidad existente en el DNA mitocondrial mediante enzimas de restriccién
(Latorre et al. 1986; Afonso et al. 1990; Rozas et al. 1990). A partir de estos
estudios, en los que se han detectado 26 haplotipos distintos, se ha puesto de
manifiesto la existencia de una gran variabilidad genética en el DNA
mitocondrial de esta especie. A nivel interespecifico, han sido comparados los

mapas de restriccién de diferentes especies del grupo obscura, entre ellas D.
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subobscura (Latorre et al. 1988a). También se han realizado comparaciones
interespecificas de secuenciass de genes nucleares: en el locus 7p49 -D.
subobscura con D. melanogaster- (Aguadé 1988a) y los loci sI15, s16 y sI9
-D. subobscura, D. virilis, D. grimshawi y D. melanogaster- (Martinez-Cruzado
et al. 1988; Fenerjian et al. 1989). Por iltimo, cabe mencionar el trabajo
efectuado por Loukas et al. (1986) que han abordado el andlisis de la
variabilidad en el DNA nuclear de 27 especies distintas de Drosophila, entre
ellas D. subobscura, mediante la cuantificaciéon del nivel de hibridacién del
DNA genémico de estas especies con varios clones de secuencia unica de D.

melanogaster, D. pseudoobscura y D. grimshawi.

1.2.1. COLONIZACION DE AMERICA POR D. SUBOBSCURA.

En febrero de 1978, Drosophila subobscura se encontr6 por primera
vez en Puerto Montt (Chile) (Brncic et al. 1981). A partir de entonces D.
subobscura se fué extendiendo y asentando establemente por todo Chile y
parte de Argentina, siendo incluso la especie dominante en algunas
poblaciones, en un 4drea en la que anteriormente nunca se habfa encontrado
(Budnik & Brncic 1982; Prevosti et al. 1983a; Lépez 1985; Brncic et al. 1985;
Prevosti et al. 1987).

Posteriormente, en 1982, se encontr6 también en Norteamérica
(Beckenbach 1984; Beckenbach & Prevosti 1986), donde, al igual que en
Sudamérica, nunca se habfa hallado esta especie con anterioridad y donde se
extendi6 y asent6 establemente en la costa occidental, llegando a ser

dominante en algunas localidades (Prevosti et al. 1987).
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Esta rara doble colonizacién natural en una especie bien
caracterizada en su drea original, brinda una maravillosa oportunidad para los
genéticos de poblaciones al permitirles abordar diferentes preguntas de gran
importancia evolutiva sobre el proceso de la colonizacién. Ademds, puede
proporcionar respuesta a la problemdtica del valor adaptativo de a.lgunos
polimorfismos. Con este fin se han realizado una serie de estudios para
obtener informacién sobre el mimero de colonizadores, posible drea de origen

de éstos, comparacién de las dos colonizaciones, etc.

Los resultados obtenidos a partir de los andlisis efectuados en el
polimorfismo cromosémico, enzimdtico y del DNA mitocondrial en Norte y
Sudamérica apoyan la hipétesis de un mismo proceso colonizador, aunque, sin
embargo, no han permitido determinar el drea de procedencia de los individuos
colonizadores (Brncic et al. 1982; Prevosti et al. 1982 y 1983b; Beckenbach &
Prevosti 1986; Latorre et al. 1986; Prevosti et al. 1988; Rozas et al. 1990).

Los datos del polimorfismo cromosémico por inversiones de las
poblaciones colonizadoras han evidenciado la existencia de correlaciones entre
la frecuencia de las ordenaciones cromosémicas (tanto en las poblaciones de
Norteamérica como de Sudamérica) y la latitud. Al ser estas correlaciones del
mismo signo que las encontradas en el 4rea original de distribucién de la
especie han sido interpretadas como un soporte importante del valor adaptativo

del polimorfismo cromosémico por inversiones (Prevosti et al. 1985 y 1988).
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1.3 LA REGION GENOMICA OBJETO DE ESTUDIO: rp49

El locus rp49 de Drosophila es un locus de secuencia tnica que
codifica para la proteina ribosémica 49. Este locus fué el primer locus
codificador de una proteina ribosémica clonado en Drosophila (en D.
melanogaster) (Vaslet et al. 1980). El gen rp49 de D. melanogaster, localizado
en la posicién 99D (brazo derecho del cromosoma 3), consta de 2 exones de
31 y 103 codones, separados de un pequefio intrén de 59 pares de bases
(O’Connell & Rosbash 1984; Aguadé 1988a). Kongsuwan et al. (1985) han
comprobado mediante experimentos de "rescate” por transformacién que el
locus rp49 corresponde al locus Minute localizado en posiciébn 99D de D.
melanogaster: la ausencia de esta protefna determinarfa un fenotipo Minute.

Por lo tanto, existe identidad entre el locus Minute 99D y el locus rp49.

El locus rp49 de D. subobscura, al igual que el de D. melanogaster,
es de secuencia unica y presenta 2 exones de 31 y 103 codones. En D.
subobscura la longitud del intrén es de 62 pares de bases (Aguadé 1988a).
Este gen estd localizado en la posicién 91C, en el cromosoma O, muy cerca

del punto de rotura de la inversién cromosémica O,

La elecciéon de este locus tiene un doble interés. Por un lado, al
codificar para una proteina estructural, pertenece a un tipo de loci del que
apenas se¢ ha estudiado su variabilidad a nivel nucleotidico. Por otro, al estar
localizado en una regién cromosémica con un gran polimorfismo cromosémico
por inversiones (segmento I del cromosoma O, muy cerca del punto de rotura

de la inversién cromosémica O,) permite que sea utilizado como marcador de

diferentes ordenaciones cromosdmicas.
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1.4 OBJETIVOS

En este trabajo se ha analizado, mediante comparacién de mapas de
restriccién segin la técnica "four-cutter analysis”, la variabilidad nucleotidica
existente en la regi6n rp49 en poblaciones naturales de Drosophila subobscura.
Se han estudiado 4 poblaciones naturales, dos poblaciones del 4rea central de
distribucién de la especie (Barcelona y Ter Apel -localidad del norte
Holanda-), una poblacién insular (Tenerife) y una poblacién del dérea
recientemente colonizada por la especie (Santiago de Chile). Los objetivos que

se persiguen con este andlisis son los siguientes:

1) Estudio de la variabilidad nucleotidica existente en poblaciones naturales

del drea central de D. subobscura.

Se pretende analizar la variabilidad nucleotidica existente
(substituciones nucleotidicas, inserciones, deleciones) asi como su distribucién
en las distintas zonas funcionales del locus rp49 (zonas flanqueantes 5’ y 3’,
zona codificadora) y comparar dichos resultados con los obtenidos por otros

investigadores en distintas especies.

En la actualidad se han realizado pocos trabajos de andlisis de la
variabilidad a nivel del DNA nuclear en Drosophila y de ellos tan sélo cuatro
lo han sido en una especie distinta de D. melanogaster: D. pseudoobscura

| (Schaeffer et al. 1987; Riley et al. 1989), D. simulans (Aquadro et al. 1988) y
'_ D. ananassae (Stephan & Langley 1989). En D. subobscura no existe ningin
andlisis a este nivel; este trabajo, por lo tanto, constituye el primer anélisis en

esta especie. El locus 7p49 presenta el interés de pertenecer a un tipo de loci
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del que apenas se conoce su variabilidad genética, aiin cuando se prevé un
bajo polimorfismo al codificar “para una proteina estructural. En este sentido, la
técnica "four-cutter analysis” es muy apropiada por ser capaz de detectar una
fraccion muy importante de los polimorfismos por substitucién nucleotidica

existentes, asf como la prictica totalidad de las inserciones-deleciones.

2) Andlisis de la variabilidad en diferentes ordenaciones cromosémicas que

afectan al locus rp49.

Se quiere analizar la distribucién de la variabilidad nucleotidica en
diferentes ordenaciones cromosémicas de D. subobscura, con objeto de obtener
informaci6én acerca del origen, diferenciacién y edad relativa de las inversiones

cromosdmicas.

Drosophila subobscura es un material idéneo al presentar un rico
polimorfismo cromosémico. La localizacién cromosémica del locus rp49
-banda 91C en el segmento I del cromosoma O de D. subobscura, muy
cercana al punto de rotura de la inversion cromosémica O;- hace que sea este
locus particularmente interesante para este objetivo. Debido a esta posicién, el
locus 7p49 se utilizard como marcador de tres ordenaciones cromosémicas: O,

Os4 ¥ Ogyss.

3) Estudio de la variabilidad nucleotidica en una poblacién insular.

Se intenta analizar la variabilidad presente en una poblacién de las

islas Canarias (Tenerife) y compararla con la existente en las poblaciones del

drea central de distribucién de D. subobscura.
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Las poblaciones de D. subobscura de Canarias han sido estudiadas a

los nivel cromosémico, enzimdtico y del DNA mitocondrial. En todos los
casos se ha observado un gran aislamiento de dichas poblaciones respecto a
las poblaciones continentales evidenciando la existencia de barreras que
impiden el flujo génico. Los datos de este estudio, a un nivel todavia no

abordado, permitirdn contrastar los obtenidos en estudios anteriores.

4) Estudio de la colonizacion de América por D. subobscura.

La colonizacién del continente americano por D. subobscura ha
estado fuertemente estudiada por el grupo dirigido por el Dr. A. Prevosti. En
la caracterizacién genética inicial de las poblaciones colonizadoras, todavia no
se habfa efectuado ningin andlisis de variabilidad para una regién especifica
del DNA nuclear. El andlisis de los polimorfismos nucleotidicos y de los
haplotipos generados permitird una comparaci6n cualitativa y cuantitativa de la
variabilidad en una poblacién colonizadora respecto a poblaciones del 4rea
central de distribucién de la especie. Esta comparacién puede dar informacién
respecto al efecto fundador en la colonizacién asi como permitir una estima
del nimero de individuos que colonizaron el continente americano. Este
estudio de la variabilidad en la regién rp49 de una poblacién americana no tan
s6lo puede aportar una valiosa informacién, sino que ademds constituird el

punto inicial para el posterior seguimiento en el tiempo de la evolucién de

dichas poblaciones.
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2.1 ABREVIATURAS

BSA
DNAsa
DTT
EDTA

kb

pb
RNAsa
rpm
SDS

Sg
TMED
TRIS

: Albimina de suero bovino

: Desoxirribonucleasa

: Ditiotreitol

: Etilendiaminotetraacetato disédico
: Hora

: Kilobase

: Minuto

: Par de bases

: Ribonucleasa

: Revoluciones por minuto

: Duodecil sulfato sodico

: Segundo

: N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamina

: Tris(hidroximetil)aminometano

32
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2.2 MATERIAL

2.2.1 PRODUCTOS QUIMICOS

La mayoria de los reactivos quimicos utilizados fueron de las firmas
Merck, Sigma y Fluka. La procedencia de otros productos y materiales fué la

siguiente:

- Productos necesarios para realizar los geles de acrilamida
(acrilamida, bis-acrilamida y urea), asi como azul de bromofenol y
xilencianol... BIO-RAD.

- Enzimas de restriccion... AMERSHAM, BOEHRINGER-MANHEIM
y NEW ENGLAND BIOLABS INC.

- Sephadex G-50 y Ficoll... PHARMACIA.

- Repel-silane... LKB.

- Material radioactivo... AMERSHAM.

~ Marcadores de tamaiio de DNA... BRL.

- Membranas de nylon Gene-Screen... DU-PONT.

- Hojas de papel pobre en cenizas... SCHLEICHER & SCHUELL.

2.2.2 EQUIPO INSTRUMENTAL
Los principales equipos utilizados fueron:

- Centrifuga Eppendorf Mod. S4148S.
. Centrifuga Kontron H-401. Rotor AS4.13.



. Centrifuga Sorvall Superspeed RC2-B. Rotores SS34 y
GSA.

- Centrifuga tipo Eppendorf. Sigma 202 M Rotor 11010.

- Congelador -70°C. Radiber.

- Congelador -70°C. Revco.

- Contador de centelleo Kontron Betamatic.

- Equipo fotogrifico Polaroid MP4 Land Camera L2B.

- Espectrofotémetro LKB Ultrospec 4050.

- Fuente de alimentacién de alto Voltaje Groc. G-205.

- Fuente de alimentacién de Electrénica Argemi.

- Incubador agitador G25 New Brunswick Scientific Co., Inc.

- Ultracentrifuga Kontron T-2055. Rotor TFT-50.13.

2.2.3 SOLUCIONES BASE

- 40% Acrilamida . Acrilamida/bis-acrilamida en proporcién 19:1
Desionizar con Amberlita 10 g/
- EDTA 0.5M EDTA disédica 0.5M
pH = 8.0 Ajustar el pH con NaOH
- KOAc 5M Acetato potdsico 3M

Acido acético glacial 2M

34



LB
NaOAc 3M
pH = 5.2

Tampén Pi 1M
pH =72

10 X TBE

T.E

Tris HCI 1M

Triptona 10 g/
"Levadura 5g1
NaCl 5gh

Ajustar el pH a 7.5 con NaOH.

Acetato sédico 3M

Ajustar el pH con 4cido acético glacial.

Fosfato disddico 0.5M
Acido fosférico 85% T0mM
Tris 890mM
Acido bérico 890mM
EDTA disédico 25mM
Tris HCI 1M pH 8.0 . 10mM
EDTA pH 8.0 0.1mM
Tris HC1 1M pH 8.0 10mM
EDTA pH 8.0 1mM
Tris 1M

Ajustar a distintos pH con HCI concentrado.

35
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3.2.4 MATERIAL BIOLOGICO

2.2.4.1 Cepas de laboratorio

Se utilizaron las siguientes cepas:

a) ch cu

Cepa de Drosophila subobscura homozigética para los alelos
recesivos cherry y curled, situados en el cromosoma O. Ademds esta cepa es
homozigética para la ordenacién standard de los cromosomas A, E, J y U,

poseyendo la ordenacién Os,, para el cromosoma O.

b) H27

Cepa de D. subobscura, obtenida por el Departamento de Genética
de la Universidad de Valencia mediante cruzamientos consanguineos de una
linea procedente de Helsinki. A partir de dicha linea se aislé el locus rp49

secuenciado por Aguadé (1988a).

¢) Va/Ba

Cepa de letales equilibrados de Drosophila subobscura sintetizada
por Sperlich et al. (1977), (figura 1). Las cepas de letales equilibrados se
caracterizan por presentar: 1) por lo menos un mutante dominante en cada
cromosoma, el cual sirve para identificar la presencia del cromosoma en
heterozigosis; 2) un gen letal recesivo distinto para cada cromosoma
equilibrado, que hace que los individuos homozigéticos para un cromosoma
equilibrado sean letales; y 3) una o varias inversiones cromosémicas, cuyo fin

es inhibir la recombinacién genética en los heterozigotos. La cepa Va/Ba es la



37
dnica cepa de letales equilibrados existente en D. subobscura, y afecta

unicamente al cromosoma O.

Centrémero Telémero
<4 Segmenio Il > <4 Segmento | ——4pp
o
T
Ba St
210 3+ 4
l._..__I\IIII
- |
Va

Figura 1. Estructura de los dos cromosomas de la cepa de letales equilibrados Va/Ba (Sperlich
et al. 1977; Zouros et al. 1974; Kohonen-Corish et al. 1985). La localizacién del marcador Va
en el cromosoma Va es la correspondiente a la de un cromosoma St.

Un cromosoma de la cepa lleva el marcador dominante Varicose
_ (Va) que produce engrosamientos irregulares en las intcrscccibncs de las venas
alares asi como en sus extremos. El marcador dominante del otro cromosoma
es el Bare (Ba). Su efecto fenotipico es la reduccién variable en el nimero de
macroquetas. Ambos marcadores son letales en homozigosis. Ademds el
cromosoma que presenta el marcador Varicose lleva también los marcadores

recesivos cherry y curled.

El cromosoma Varicose, ademds de la ordenacién natural O,
presenta 2 inversiones artificiales, la Oy;y y la O,y La primera estd localizada
‘_en la regién 85A-87A del mapa cromosémico de Kunze-Miihl & Miiller
(1958). La segunda abarca la regiéon 78C-90B e incluye por completo a la

anterior. El cromosoma Bare presenta la ordenacién standard.
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Esta cepa presenta algunos inconvenientes que merecen Ser
destacados. Por un lado es;té la penetracion y expresividad variable tanto del
marcador Varicose como del Bare. Para el primero la penetracién es completa
aunque su expresividad tiene cierta variabilidad. No obstante, siempre se puede
reconocer la presencia del cromosoma Varicose. Mds preocupante es el caso
del cromosoma Bare, ya que esporddicamente se encuentran individuos a los
que tan sélo les faltan 1 6 2 macroquetas. Esto obliga a una cuidadosa
observacién de gran nimero de macroquetas por individuo para evitar

confundir un individuo normal con uno portador del cromosoma Bare.

El otro inconveniente importante reside en el hecho de que el
cromosoma Varicose sea portador de la ordenacién cromosémica natural Os,.
Esta ordenacién es relativamente frecuente en el sur de la distribucién de D.
subobscura, (para una revisiéon ver Krimbas & Loukas 1980), por lo que se
podrian tener serios problemas debido a la recombinacién genética al trabajar
con cromosomas que lleven esta ordenacién. Como se explicard mds adelante,
el disefio experimental que se realizé soslaya dicho inconveniente, permitiendo

el andlisis de individuos portadores de esta ordenacién cromosémica.
2.2.4.2 Poblaciones naturales analizadas

Se analizaron individuos procedentes de 4 poblaciones naturales
.distintas. Las capturas se efectuaron utilizando como cebo unas trampas
consistentes en bolsas con pldtano maduro previamente fermentado con
_levadura de panificacién. Los drosofilidos fueron capturados con una manga
caza-moscas (Monclis 1964). Los individuos fueron trasladados al laboratorio

para su clasificacién. A partir de cada hembra fecundada capturada de D.
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subobscura se fundé una linea isomaterna. Las poblaciones analizadas fueron

las siguientes:

Barcelona:

Santiago:

Tenerife:

Ter Apel:

Muestra de 49 lineas capturada en Junio de 1986 por J.
Balafid y J. Rozas en la finca Pedro Pons (Universitat de
Barcelona), situada al pie de la montafia del Tibidabo,

Barcelona.

Muestra de 54 lineas capturada en Enero de 1987 por A.

Prevosti y M. Monclis en Santiago de Chile.

Muestra de 54 lineas capturada en Junio de 1987 por J. M.

Comerén y J. Rozas en el Pinar de las Raices, Tenerife.

Muestra de 58 lineas capturada en Agosto de 1988 por A.
Prevosti, M. Monclis y Ll. Serra en Ter Apel, Holanda. 54
de estas lineas son una muestra aleatoria de la poblacién a la
que se afiadieron 4 lineas de la ordenacién O;,4 con objeto de

ampliar la muestra de esta ordenacion.

2.2.5 REGION GENOMICA ESTUDIADA

Se analizé una regién gendémica que incluye el gen rp49 (ribosome

protein 49) de Drosophila subobscura, asi como sus zonas adyacentes 5’ y 3.

Dicho gen estd constituido por 2 exones de 93 y 309 pares de bases que

flanquean un intrén de 62 pares de bases. El locus rp49 mapea en el

cromosoma O, banda 91C (Aguadé 1988a), segin el mapa cromosémico de
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Kunze-Miihl & Miiller (1958), dentro de la inversion cromosémica O; y muy

cerca de un punto de rotura de la misma (ver foto 1 cedida por M. Aguadé).

Se utilizé la sonda 1.6rp. Dicha sonda corresponde a un fragmento
de 1593 pares de bases, secuenciado por Aguadé (1988a), el cual contiene la
zona codificadora del locus rp49, 866 pb de la regién 5" y 213 pb de la 3’.
Esta sonda comprende también los 50 iltimos nucledtidos del extremo 3’

terminal del locus serendipity, sry. (Vincent et al. 1985).

Foto 1. Localizacién de la region rp49 (banda 91C) en un heterozigoto O, / O,,4. Foto cedida
por M. Aguadé,
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En la figura 2 se presenta el mapa de restriccion de la regién objeto

de estudio para los enzimds de restriccién utilizados y para el alelo
secuenciado. Las dianas presentes dentro de la regién 1.6rp fueron
determinadas mediante bisqueda en la secuencia por un programa de
ordenador que se realiz para tal fin. Las dianas que se indican fuera de esta

regién fueron localizadas tras el andlisis de las autorradiografias.

Figura 2. Mapa de restriccion de la region del locus rp49 de la cepa H27 de D. subobscura.
La barra superior indica el fragmento utilizado como sonda. La regién codificadora del locus
rp49 y parte de la del locus serendipity se indican en rectingulos. A, Alu I; D, Dde I; E,
Hae 1IT; H, Hha I; M, Msp I; S, Sau3A I; T, Taq 1. La escala se indica en pares de bases.
Para dos (las dos iltimas) de las tres dianas para el enzima Hha 1 que aparecen muy juntas
hac'la la posicién 1250 no se pudo analizar la variabilidad ya que la pérdida de estas dianas no
seria detectable (ver punto 3.2). Tampoco se analizé la variabilidad de las dos dianas de
restriccién mas extremas (Msp I en la region 5’ y Hae III o Msp I -segiin poblaciones, ya que
existe un polimorfismo para el enzima Hae III- en la regién 3’) (ver punto 3.2).
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2.3 METODOS

2.3.1 PROCEDIMIENTOS GENERALES
2.3.1.1 Medio y condiciones de cultivo

La preparacién del medio de cultivo de los individuos se realizé tal

como describe Monclis (1964).

Los cruzamientos asi como el mantenimiento de los individuos se
llevaron a cabo en botellas con 30 ml de medio, y a una temperatura de
18°C. En estas condiciones el ciclo de D. subobscura se completa en unos 28

dias.
2.3.1.2 Electroforesis en geles de agarosa

La electroforesis en gel de agarosa es un método cldsico en la
identificacién, separacién y aislamiento de DNA (Thorne 1966; Takahashi et
al. 1969; Sharp et al. 1973). Dependiendo del tamafio de los fragmentos de
DNA a separar, se preparan geles de distintas concentraciones desde 0.3% a
2% (a menor concentracién separa mejor los fragmentos grandes). La
velocidad de migracién del DNA en estos geles es inversamente proporcional

al logaritmo de su peso molecular (Helling et al. 1974).
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ROCEDIMIENTO

1. Calentar agitando hasta la ebullicién la cantidad adecuada de agarosa
en 1 X TBE.

2. Cuando la temperatura descienda hasta 55°C verter sobre una cubeta
en la cual se habrd colocado el peine, que dard forma a los pocillos.

3. Sacar el peine del gel cuando éste haya gelificado. Traspasarlo a la
cubeta de electroforesis.

4. Llenar la cubeta de electroforesis con tampén 1 X TBE, dejando el
gel completamente sumergido.

5. Anadir el tampén de carga 5 X a la muestra de DNA, dejando la
s;)Iuci()n a una concent-racién 1 X.

6. Cargar las muestras y los marcadores en el gel.

74 Aplicar una diferencia de potencial de 50 V.

8. Parar la electroforesis cuando el azul de bromofenol (colorante mads
rdpido), migre la distancia adecuada.

9. Teiiir el gel unos 15 mn con bromuro de etidio a una concentracién
de 1 pg/ml, agitando suavemente.

10. Visualizar el DNA con un transiluminador de luz ultravioleta.

COMENTARIQS
Se utilizaron los siguientes marcadores para estimar el tamafio del

DNA:

“l1 Kilobase (1 Kb) Ladder". Consiste en 23 fragmentos. Doce de

ellos son miltiplos de 1018 pb. Ademds tiene los siguientes
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fragmentos: 1636, 517, 506, 396, 344, 298, 220, 201, 154, 134 y 75

pares de bases.

- "Lambda DNA/Hind III Fragments". Consiste en 8 fragmentos
resultantes de la digestion del fago lambda con Hind III. El tamafio
de los fragmentos es de: 23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 2027, 564

y 125 pares de bases.

Para estimar la cantidad de DNA, se utilizaron muestras de DNA de

concentracion conocida.

La migracién del DNA en el gel se siguidé por los colorantes azul de
bromofenol y xilencianol. La movilidad de estos colorantes depende de la
concentraciéon del gel. Para un gel del 0.8% la migracién del azul de
bromofenol es igual a la del DNA de un tamafio de 1 kb, mientras que la del

xilencianol corresponde a un tamafio de 4.5 kb.

SOLUCIONES
- Tampén de carga 5 X Ficoll 70 25%
EDTA pH 8.0 125mM
Azul de bromofenol 0.15%

Xilencianol 0.15%
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23.2 ANALISIS DE LA VARIABILIDAD MEDIANTE LA TECNICA DE

"FOUR-CUTTER ANALYSIS"

En un orden secuencial, el esquema del plan de trabajo realizado ha

sido el siguiente:

10.

Determinacién de la ordenacién cromosémica de las lineas
analizadas.

Obtencién de lineas isocromosOmicas o heterozigotas para un
cromosoma marcador.

Extraccién del DNA gendmico.

Digestion del DNA gendmico c;on una bateria de enzimas de
restriccién.

Electroforesis del DNA en geles desnaturalizantes de secuenciacion.
Electrotransferencia del DNA del gel y fijacién covalente del mismo
a membrana de nylon.

Obtencién de la sonda a analizar.

Marcaje radioactivo de la sonda.

Hibridacion de la sonda radioactiva a los filtros de nylon, lavado de
los mismos y obtencién de las autorradiografias.

Andlisis de los datos.

2.3.2.1 Anilisis de ordenaciones cromosémicas

Se determiné la ordenacién cromosémica para el cromosoma O de

cada linea mediante preparaciones de cromosomas politénicos de larvas de

tercer estadio.
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El esquema del procedimiento seguido se presenta en la figura 3. Se

cruzé un macho del campo (o'de la descendencia de una linea isomaterna) con
2 hembras virgenes Va/Ba (cruzamiento P). De la descendencia se tomé un
s6lo macho por linea, de fenotipo Va/+ y se cruzd, separadamente, primero
con 2 hembras virgenes Va/Ba (cruzamiento 1) y posteriormente con 2
hembras virgenes ch cu (cruzamiento ¢). La determinacién cromosémica se
realiz6 tras el andlisis de las larvas de este iltimo cruzamiento. En los casos
que no pudo realizarse esta determinaciéon (muerte del macho con anterioridad
a la realizaciéon del cruzamiento), se efectué un cruzamiento de un macho
Va/+ descendiente del cruzamiento 1, con 2 hembras virgenes ch cu

(cruzamiento ¢).

PROCEDIMIENTO

1. Extraer la glandula salival en una solucién salina, NaCl al 0.9%

2. Tenir las gldndulas con orceina acético-lictica (70% de orceina
acética y 30% de dcido ldctico) durante unos 20 mn.

3 Hacer ur "squash".

4. Observar al microscopio Gptico a 400 aumentos.
COMENTARIOS

Con este esquema de cruzamientos se impide cualquier ambigiiedad
en la determinacién cromosémica de la descendencia. Se observarén 2 tipos de
preparaciones citolégicas: 1) El cromosoma O de la cepa ch cu (ordenacidn
05.4) en heterozigosis con el cromosoma artificial Va. 2) El cromosoma O de

la linea a determinar en heterozigosis con el de la cepa ch cu (ordenacién
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O;,4). En la primera preparacién en la que no observemos el cromosoma

artificial Varicose tendremos por tanto el cromosoma que queremos analizar en

heterozigosis con el cromosoma O,,, (de la cepa ch cu).

Va Ow1

e * 5o °
Va Va

?_2 - X ?d“ 1

} P

b a
; ; ; ; 2 2 checuw " Va 7
Va Va Ba Ba chcu Ow,
X X
e l ld

(o) (o)

1x Oy i A Oy Amplificacién
Ow, Ow, Ow, Ow,

Figura 3. Esquema de los cruzamientos realizados.
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2.3.2.2 Obtencion de lineas isocromosomicas o heterozigotas sobre un

cromosoma marcador

Lineas isocromosomicas:

Se obtuvieron lineas isocromosémicas a partir de algunos individuos
de la poblacién de Barcelona. El procedimiento seguido se presenta en la
figura 3. De la descendencia del cruzamiento 1, se realizaron 2 tipos de
cruzamientos: 1) Cruzamiento a, efectuado cuando el cromosoma del campo
fué s, Se cruzaron 3 machos Ba/O,; con 3 hembras virgenes de igual
fenotipo. De la descendencia se cruzaron 2 6 3 machos con 2 6 3 hembras
virgenes de fenotipo salvaje (cruzamiento e), fundidndose la linea
isocromosémica. 2) Cruzamiento b, realizado para cromosomas O,. El

procedimiento efectuado fue andlogo al anterior pero a través de individuos

Va/o,,.

Lineas heterozigdticas sobre un cromosoma marcador:

Se obtuvieron lineas heterozigéticas para los individuos de Ilas
poblaciones de Tenerife, Santiago, Ter Apel y para algunos de la poblacién de
Barcelona. Se realizé el cruzamiento a (3 machos con 3 hembras virgenes de
fenotipo Ba/+) independientemente de la ordenacién cromosémica del
individuo. Los individuos nacidos de este cruzamiento se dejaron cruzar
libremente, cruzamiento d, con el fin de amplificar suficientemente la linea
para obtener del orden de 0.2 a 0.5 gramos de individuos. Una vez obtenida

esta cantidad, los individuos se congelaron con nitrégeno liquido y se

guardaron a -70°C.
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COMENTARIO

Como resultado del cruzamiento d se obtienen 2 individuos Ba/O,,
por cada O,,/O,, y por tanto 2 cromosomas O,,; por cada cromosoma Ba si la
viabilidad de ambos genotipos es la misma. En el caso que existiera algiin gen
letal en el cromosoma O,,;, se obtendria un cromosoma O, por cada Ba. Por
lo tanto, al analizar las autorradiografias se observard como médximo una
intensidad doble de las bandas de DNA correspondientes al cromosoma O,
respecto al Bare y como minimo una intensidad igual en el caso de existir un
gen letal en el cromosoma O,; y se podrd discernir ficilmente las bandas
correspondientes al locus rp49 provenientes del cromosoma O,,; (el que se

quiere analizar), de las que provengan del cromosoma Ba.

Se determiné también el haplotipo del cromosoma Ba, a partir de
cruzamientos de la cepa Va/Ba con la cepa H27, siguiendo el esquema de la
figura 3. Esta determinacién permite interpretar el patrén de bandas de las

lineas heterozigéticas para el cromosoma Ba.

Para obtener lineas heterozigéticas, se realizé el cruzamiento a
-cruzamiento de individuos Ba/O,,- y no el b debido principalmente a la
facilidad de identificacion de los distintos fenotipos. Como se ha dicho
anteriormente la observacién del fenotipo Varicose es ficil no siéndolo la del

Bare. Para la obtencién de individuos Ba/O,,, basta con eliminar todo

individuo con fenotipo Varicose.

Con tal disefio no se impide la recombinacién en las hembras

Ba/O,,, de las lineas heterozigéticas. Esta posible recombinacién no afectard la
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interpretacién de posiciones de restriccién ya que se analizé conjuntamente el
locus rp49 para el cromosoma“del campo y para el cromosoma Bare en varios
individuos de la misma linea. S6lo en el caso de producirse una
recombinacién intragénica en el locus rp49 entre dos formas o haplotipos que
difieran en mds de una posicién variable, podria generarse un haplotipo que no
correspondiera al del cromosoma del campo. Sin embargo, su frecuencia
respecto al haplotipo marcador o respecto al haplotipo objeto de andlisis serfa

infima y por tanto prdcticamente imperceptible en la autorradiografia.

2.3.2.3 Extraccion de DNA genémico

Para una obtencién rdpida de DNA genémico de las diferentes lineas
se ha seguido el método de Bender et al. (1983), con las modificaciones de
Kreitman & Aguadé (1986a). La pureza de este DNA gendémico es
suficientemente buena para que actien los enzimas de restriccién. Se parte de

0.2 a 0.5 gramos de material biolégico congelado (-70°C).

PROCEDIMIENTO

1. Homogeneizar el material con 10 ml de tampén de homogeneizacién
GB.

2. Filtrar el homogeneizado a través de una gasa.

3 Incubar 5 mn a temperatura ambiente.

4, Afiadir KOAc 5M a una concentracién final 5/6 M y mezclar
suavemente.

5. Incubar en hielo de 10 a 60 mn.

6. Centrifugar 10 mn a 9000 rpm y 4°C.
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7. Afadir fenol/TE al sobrenadante (1:2 en volumen) y agitar
suavemente.

8. Centrifugar 20 mn a 9000 rpm y 4°C.

9. Afiadir 1 volumen de etanol absoluto a temperatura ambiente al
sobrenadante y mezclar suavemente.

10. Incubar de 5 a 10 mn a temperatura ambiente.

11. Centrifugar 10 mn a 9000 rpm y 4°C.

12. Despreciar ¢l sobrenadante y dejar secar el "pellet" al aire unos
2 mn.

13. Afadir 400 pl de TE/7.5M NH,OAc 2:1.

14. Resuspender el "pellet" agitando- suavemente.

15. Transferir la solucién a un tubo Eppendorf.

16. Anadir 2.5 volumenes de etanol absoluto a -20°C. Mezclar
suavemente.

17. Centrifugar 10 mn a temperatura ambiente.

18. Lavar el "pellet" con etanol al 95% a -20°C.

19. Secar el "pellet" al vacio 10 mn.

20. Resuspender el "pellet” en 40 ul de T.E por cada 100 mg de
material fresco.

21. Guardar el DNA gendmico a 4°C.

SOLUCIONES

TE/7.5M NH,OAc 2:1 TE 2 Volimenes

Acetato amoénico 7.5M 1 Volumen
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- Tampdn de homogeneizacién GB

Tris HCI pH 8.0 100mM
EDTA disédico 50mM
NaCl 100mM
SDS 0.5%
Sacarosa 200mM
- Fenol/TE | Fenol liquido saturado con TE
NaOH 30mM
pH = 7.6

2.3.2.4 Digestiones de DNA con enzimas de restriccion

El DNA genémico de cada linea fué digerido por una bateria de
enzimas de restricciéon que reconocen dianas de 4 pares de bases. En la

tabla 1 se muestran los enzimas de restriccion que se utilizaron.

ENZIMA DE RESTRICCION DIANA
Alu 1 5 AGlcT 3
Dde 1 5 Ccl TNAG 3
Hae TII 5 GGl cec 3
Hha 1 5 Geglc ¥
Msp 1 5 clCGG 3
Sau 3A 5 J:GATC %
Tagq 1 5 T4.CGA ¥

Tabla 1. Enzimas de restriccién utilizados con la secuencia nucleotidica
que reconocen y su punto de corte (1).
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ROCEDIMIENTO

1. Efectuar la digestién de 4.5 pg de DNA en un volumen total de
50 ul, utilizando 10 unidades de enzima; afiadir asimismo 0.3 pg de

RNAsa A y el tamp6n de digestion adecuado.

2; Incubar unas 6 horas a la temperatura adecuada.
3 Parar la reaccién con EDTA a una concentracién final de 10mM.
4. Afiadir NaOAc 3M pH 5.2 (concentracién final 0.3M) y precipitar el

DNA con 2.5 voliimenes de etanol a -20°C.

Dejar precipitar unas 12 h a -20°C. 6 30 mn a -80°C.
Centrifugar 10 mn a temperatura ambiente.

Lavar el "pellet" con etanol al 90% a -20°C.

Secar el sobrenadante al vacio.

o o N3N W

Resuspender el "pellet" en 3 pl de tampén de formamida.

Las muestras pueden ser cargadas inmediatamente o bien guardadas

a -20°C.
COMENTARIOS

Tras el revelado de las autorradiografias de las primeras muestras
digeridas con Msp 1 se constaté que debido a la proximidad de los 2
fragmentos  resultantes, estos fragmentos no podfan identificarse
individualmente. Por ello se realizé una digestién doble con los enzimas Msp I
'_y Dde 1. Con esta doble digestion se generan pocos fragmentos y de la

longitud adecuada como para poder ser analizados conjuntamente.
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Para precisar, en caso de alguna ambigiiedad, la posicién exacta de

algiin polimorfismo por substitucion nucleotidica, se realizaron dobles
digestiones con los 7 enzimas de restriccién utilizados en el estudio y con

Pvu 11.

Los tampones de digestiéon utilizados fueron: Tampén A con Alu I,
Hha 1y Sau 3A; tampén B con Hae IIl y Msp I; tampén C con Dde 1 y
Taq 1

SOLUCIONES

- Tampén de digestién A 10 X

Tris HCI pH 7.8 250mM
NaCl 500mM
MgCl, 100mM

~ BSA 1 mg/ml
DTT 10mM

- Tamp6n de digestién B 10 X

Tris HC1 pH 7.8 250mM
MgCl, 100mM
BSA 1 mg/ml

DTT 10mM
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- Tampén de digestion C 10 X

~Tris HCI pH 7.8 250mM
NaCl 1000mM
MgCl, 100mM
BSA .1 mg/ml
DTT 10mM

- Tamp6n de formamida

Formamida desionizada con Amberlita 94%

Xilencianol 0.03%
Azul de bromofenol 0.03%
EDTA disédico 20mM

2.3.2.5 Electroforesis de acrilamida

Los geles de acrilamida de secuenciacién se utilizan ampliamente en
la separacién de DNA de pequefio tamafio, dando una buena resolucién para
fragmentos de menos de 1000 pares de bases. Al igual que en soportes de
agarosa la migracién del DNA es inversamente proporcional al logaritmo de su

peso molecular (Maniatis et al. 1975).

Se realizaron geles desnaturalizantes de acrilamida (Biggin et al
1983) de 30 cm x 43 cm x 0.4 mm. en los que se cargaron de 50 a 57
muestras. Con objeto de resolver mejor las bandas de tamafio grande, de 500 a
1000 pares de bases, se efectuaron también geles de gradiente de
concentracién de tampén. En los geles de gradiente se aumenta la resolucién

de las bandas de tamafio grande compactando las de pequefio tamaiio.



57

PROCEDIMIENT:
1. Tratar la cara interior de los cristales con Repel-Silano (solucién de

dimetildiclorosilano al 20% en 1,1,1 tricloroetano) en la campana de

gases.
Gel sin gradiente:
2 Afadir entre los cristales la siguiente solucion:
5% Acrilamida-Urea 0.5 X TBE 70 ml
Persulfato aménico 0.05%
TEMED 0.05%
Gel con gradiente:
2a. Preparar 2 soluciones:
Solucién A: 5% Acrilamida-Urea 0.5 X TBE 65 ml
Persulfato amoénico 0.05%
TEMED 0.05%
Solucién B: 5% Acrilamida-Urea 5 X TBE 10 ml
Persulfato aménico 0.05%
TEMED 0.1%
Azul de bromofenol 0.5 mg
2b. Con una pipeta coger primero 8 ml de la solucién A y luego 10 ml

de la solucién B. Afiadir por un extremo. Comprobar la formacién

del gradiente mediante el azul de bromofenol. Afiadir el resto de la
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solucion A.

3. Colocar el peine.

4. Dejar gelificar durante 45 mn.

- Retirar el peine y colocar el gel en la cubeta de electroforesis.

6. Llenar las cubetas de tampén 0.5 X TBE. Si el gel es con gradiente
poner tampén 1 X TBE en la cubeta inferior.

7 Hacer un pre-corrido de 30 mn, aplicando una potencia de 35 W.

8. Desnaturalizar las muestras a cargar incubando 8 mn a 90°C.

9. Cargar de 2.5 a 3 pg de DNA genémico digerido, por pocillo.

10. Aplicar una potencia de 35 W hasta que las muestras hayan entrado
en el gel y a continuacién de 45 W.

11. Parar la electroforesis cuando el azul de bromofenol llegue al final
del gel.

COMENTARIOS

Para conocer el tamafio de las bandas de DNA se utilizaron los

siguientes marcadores:

"123 Base Pair Ladder". Consiste en 34 fragmentos miiltiplos de 123
pares de bases (desde 123 hasta 4182 pares de bases).

DNA genémico de la cepa H27 cortado con diferentes enzimas de
restriccion. Como el locus rp49 secuenciado en D. subobscura
(Aguadé 1988a) procede de esta cepa, se dispone de una serie de

fragmentos de tamaiio conocido.
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La migracién del DNA en el gel puede seguirse por los colorantes

azul de bromofenol y xilencianol. Para un gel desnaturalizante de acrilamida al
5% el azul de bromofenol migra como si se tratara de un fragmento de DNA
de 35 nucleétidos mientras que el xilencianol lo hace como si el tamafio fuera

de 130 nucleétidos (Maniatis et al. 1982).

SOLUCIONES

- 5% Acrilamida-Urea 0.5 X TBE

Acrilamida 5%
TBE 05X
Urea 7.66M

- 5% Acrilamida-Urea 5 X TBE

Acrilamida 5%
TBE 5 X
Urea 7.66M

2.3.2.6 Electrotransferencia y fijacion de DNA

Siguiendo el procedimiento de Kreitman & Aguadé (1986a), una vez
acabada la electroforesis se electrotransfirié el DNA del gel de acrilamida a un
filro de nylon, conservdndose la posicién relativa que mantiene el DNA en el
gel. La electrotransferencia se realizé en una cubeta de 38x49x15 cm. Dicha

‘cubeta tenia 2 electrodos en forma de solenoide en su parte superior e inferior

(ver figura 4).
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Figura 4. Esquema del aparato de electrotransferencia. 1 Peso. 2 Soporte. 3 "Scotch-Brite".
4 Papel pobre en cenizas. 5 Gel. 6 Filtro de nylon.

PROCEDIMIENTO
1. Retirar el gel del cristal ayuddndose con una hoja de papel pobre en

cenizas de 33x40 cm.

2. Transferir el gel, junto con la hoja de papel, sobre una capa de
"Scotch-Brite".
3. Poner la membrana de nylon encima del gel y a continuacién otra

capa "Scotch-Brite".

4. Afiadir 24 litros de 0.5 X TBE a 4°C. a la cubeta de
electrotransferencia.
5. Transferir todo el juego ("Scotch-Brite", papel pobre en cenizas, gel,

membrana de nylon, "Scotch-Brite”) a la cubeta dejdndolo en

posicién horizontal respecto a la misma.

Poner el electrodo superior. Aplicar un peso de unos 2 kg.
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7 Conectar la cubeta a una fuente eléctrica de 108 V y 4 A como la
descrita por Church & Gilbert (1984).

8. Dejar transferir durante unos 45 mn para un sélo gel o una hora
para 2 6 3 geles. Mientras se realiza la electrotransferencia, se hace
circular el tampén por un refrigerador a 4°C, para evitar un
sobrecalentamiento del mismo.

9. Sacar el filtro de nylon. Envolverlo en una hoja de pléstico.

Fijacién covalente del DNA al filtro de nylon

1 Precalentar durante 2 mn una ldmpara de radiacién ultravioleta de
260 nm.
2. Poner el filtro de nylon a una distancia de 35 cm. de la fuente de

radiacién. Exponer 2,5 mn.

3 Guardar el filtro a 4°C.
2.3.2.7 Amplificacién plasmidica
Se amplificé el pldsmido pUC8.38 obtenido por Aguadé (1988a).

Este pldsmido recombinante consiste en el vector pUC8 con un inserto de 3.45

kb que contiene la regién rp49 de D. subobscura.
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PR IENT!

Preparacién de células competentes de E. coli

& Sembrar por estrfa la cepa bacteriana mv1184 en cdpsulas de Petri
de LB con agar. Incubar unas 14 h a 37°C.

2. A partir de una colonia individual inocular 5 ml de LB. Incubar
unas 14 h a 37°C con agitacidn.

3. Efectuar una dilucién 1:100 en LB del cultivo anterior e incubar a
37°C con agitacién hasta que la absorbancia a 560 nm sea
aproximadamente 0.4.

4. Detener el crecimiento poniendo el cultivo 10 mn sobre hielo.

3. Concentrar las células por centrifugacién a 2500 rpm a 4°C durante
10 mn.
6. Desechar el sobrenadante y resuspender suavemente las células en la

mitad del volumen original de CaCl, 50mM a 4°C.

T Mantener 30 mn sobre hielo.
8. Centrifugar 10 mn a 2500 rpm y 4°C.
9. Desechar el sobrenadante y resuspender en una décima parte del

volumen original de CaCl, 50mM a 4°C. Mantener a 4°C.

Transformacién las célula mpetentes

1. Mezclar 100 pl de células competentes con 20 ng de DNA
plasmidico.
2 Incubar 45 mn sobre hielo.

3. Realizar un choque térmico de 2 mn en un bafio a 42°C,
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Anadir 1 ml de LB e incubar 1 h a 37°C con agitacién.
Inocular 100 pl en una cdpsula de Petri de LB con agar y
ampicilina.
Incubar a 37°C unas 14 h.
A partir de una colonia individual inocular un tubo con 5 ml de LB
y ampicilina. Incubar unas 14 h a 37°C con agitacién. Guardar a

4°C.

Minipreparacion DNA plasmidico

0 N & W

10.
11.

Transferir 1.5 ml del cultivo anterior a un tubo Eppendorf.
Centrifugar 1 mn para precipitar las células.

Resuspender las células en 300 pl de la solucién siguiente:

Sacarosa 8%
Tritén X-100 - 5%
EDTA 50mM
Tris pH 8.0 Sme

Anadir 25 pl de una solucion de 10 mg/ml de lisozima en Tris
0.25M pH 8.0

Hervir durante 45 sg.

Centrifugar 10 mn a 4°C.

Sacar el "pellet" con un palillo estéril.

Afiadir 0.7 volimenes de isopropanol al sobrenadante y mezclar
suavemente.

Dejar precipitar el DNA 2 h a -20°C y centrifugar.

Lavar con etanol al 90% y secar el "pellet”" al vacio.

Resuspender en 50 pl de TE.



12. Realizar una electroforesis analitica en gel de agarosa.

Preparacié NA plasmidico a gran escala

1. Inocular el resto del cultivo de 5 ml en 500 ml de LB. Incubar unas
14 h a 37°C con agitacion.

2 Precipitar las cé€lulas por centrifugacion a 3000 rpm a 4°C durante
15 mn.

3. Desechar el sobrenadante y resuspender las células en 30 ml de la
solucion I a 4°C.

4. Anadir 50 mg de lisozima. Mantener 5 mn a temperatura ambiente.

3. Afiadir 2 volimenes de la solucién II a 4°C, mezclar suavemente y
mantener 5 mn sobre hielo.

6. Anadir una tercera parte del volumen de solucién III a 4°C, mezclar
bien y mantener 10 mn sobre hielo.

7 Centrifugar 15 mn a 4000 rpm y a 4°C.

8. Pasar el sobrenadante a través de una gasa y afadir al mismo 0.6
volimenes de isopropanol. Mezclar bien y dejar precipitar unas 2
horas a -20°C.

9. Centrifugar 15 mn a 4000 rpm a 4°C.

10. Resuspender el "pellet” en 8 ml de TE.

11. Ajustar el volumen final a 9.2 ml. Afadir 1 g de CsCl por ml de
disolucién.

.12. Afiadir 0.6 ml de bromuro de etidio 10 mg/ml.

'_13. Centrifugar 10 mn a 10000 rpm y a 4°C.

14. Pasar el sobrenadante a un tubo "quick-seal". Acabar de completar y

equilibrar los tubos con una solucién de equilibrado (TE, CICs vy
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16.
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bromuro de etidio). Sellar los tubos.

Centrifugar en la ultracentrifuga de 36 a 48 h a 45000 rpm a 20°C
(rotor TFT50.13 de centrifuga Kontron).

Iluminar el tubo con una ldmpara de luz ultravioleta. Pinchar la
parte superior del tubo con una aguja 18G. Pinchar inmediatamente
por debajo de la banda del DNA plasmidico con una aguja de 23G.

Extraer la banda.

Proteinas

DNA lineal
DNA plasmidico

=Y ANA

Figura 5. Esquema de un tubo "quick-seal”, con las bandas que se observan tras la

centrifugacion.

17. Extraer el bromuro de etidio con butanol saturado con NaCl 5M.

18. Repetir la extraccién hasta que la fase acuosa no presente coloracion.

19. Transferir la fase acuosa a un tubo de didlisis y dializar con TE a
4°C, renovando el tamp6n cada 4 h, 3 veces.

20. Comprobar en un gel de agarosa la cantidad del DNA plasmidico

obtenido.
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COMENTARIOS

En la primera parte se hace un tratamiento (Cohen et al. 1972, con
modificaciones) para que las cé€lulas de E. coli puedan incorporar el DNA
plasmidico (se hagan competentes), ya que de forma natural no incorporan
DNA fordneo. En la segunda parte se procede a la transformacién del DNA

plasmidico a las células competentes de E. coli.

La minipreparacién de DNA (Holmes & Quigley 1981) tiene como
objetivo comprobar la transformaciéon. Para ello, una vez acabada la
minipreparacién, se realiza una electroforesis en agarosa y se comprueba si
tenemos el pldsmido que nos interesa. Una vez verificado, se procede a la

amplificacién y purificacién del pldsmido a gran escala.

SOLUCIONES Y PREPARACIONES

- LB + Agar Agar 1.2% en LB

- LB + Agar + Ampicilina LB + Agar

Ampicilina 50 mg/l
- Solucién 1 Glucosa 50mM

Tris HCI pH 8.0 25mM

EDTA 10mM
- Solucién II NaOH 0.2N

SDS 1%
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- Solucién III Acetato potdsico 2M

Acido acético glacial M
2.3.2.8 Extraccion de DNA a partir de geles de agarosa

El pldsmido pUC8.38 amplificado se digeri6 con Eco RI y Bam HI,
generandose 5 fragmentos de DNA: de 2.7 kb, correspondiente al pUCS, y de
1.6 kb, 0.95 kb, 0.55 kb y 0.32 kb correspondientes al DNA insertado. Se
purificé el fragmento de 1.6 kb a partir del gel de agarosa (Lizardi et al.
1984). Dicho fragmento, que fué utilizado como sonda, contiene la zona
codificadora del gen rp49 asi como las zonas colindantes 5’ y 3 (Aguadé
1988a).

PROCEDIMIENTO

1. Digerir 25 pg de pUC8.38 con Eco RI y Bam HI en un volumen
total de 100 pl.

2 Comprobar la digestion sometiendo una alicuota de la misma a
electroforesis en gel de agarosa.

3. Cargar el resto de la muestra en un minigel al 1% de agarosa.

4. Afiadir bromuro de etidio al tampdn de la cubeta de electroforesis, a
una concentracién final de 0.5 pg/ml. Aplicar una diferencia de
potencial de S0V.

- Tras la migracién adecuada observar el gel a través de una ldmpara
de luz ultravioleta y colocar una tira de membrana DEAE justo
delante de la banda de DNA a extraer.

6. Conectar la electroforesis durante unos 10 mn.
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7. Tras comprobar que el DNA de la banda a extraer esti en la
membrana, sacar ésta del gel.

8. Lavar la membrana con 1 X TBE y traspasarla a un tubo Eppendorf.

9. Aiadir 300 pl de la solucién HS.

10. Incubar a 68°C durante 1 h.

9 3 Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo.

12. Lavar la membrana con 120 pl de solucién HS. Pasar el
sobrcnadan.te al tubo anterior.

13. Extraer la muestra con butanol.

14. Precipitar con 2.5 volimenes de etanol al 100% a -20° durante unas
12 h. _

15. Centrifugar 15 mn. Lavar el "pellet” con etanol al 70% a -20°C y
secarlo al vacio.

16. Resuspender el DNA en TE para obtener una concentracién
aproximada de 50 ng DNA/ul

1% Comprobar la extraccién en gel de agarosa.

COMENTARIOS

Se calcula que existe una recuperacién de las 2/3 partes de la

cantidad de DNA presente en el gel. Esta eficiencia varia en funcién de la

longitud del DNA a extraer.
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- Membrana DEAE  Sumergir la membrana en NaOH 0.5M 10 mn.

Lavar 4 veces en agua destilada.

Guardar en 10mM EDTA pH 7.6 a 4°C.

- Solucién HS Tris HCI pH 9.0
EDTA
NaCl

2.3.2.9 Marcaje de DNA por "nick translation"

20mM
2mM
1.2M

Se realizé segiin el procedimiento descrito por Maniatis et al. (1982),

con alguna modificacidn:
PROCEDI NTO

1. Preparar la siguiente mezcla de reaccién:
DNA (50 ng/ul)
DNA 123 bp ladder (0.2 ng/ul)
10 X Tampé6n de "nick"
DNAsa I (dilucién 1/1600 de
DNAasa I 1 mg/ml)
Polimerasa I E. coli 5 u/ul
dTTP, dCTP, dGTP 1mM cada uno
[0**P]dATP 3000 Ci/mM; 10 pCi/ul

Agua destilada

2 ul

1 ul
2 ul

1 ul
1 ul
1 pl
5 pul
7 ul
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2. Incubar a 13°C, 1 h 30 mn.
3. Detener la reaccién con 70 pl de tampén de paro.
4. Pasar la mezcla de reaccién a través de una columna de Sephadex

G-50. Recoger la fraccién del DNA que ha incorporado el isétopo
radioactivo.
5 Determinar en un contador de centelleo la cantidad de [a*P]dATP

incorporada al DNA.

COMENTARIOS

Ademds de marcar el fragmento de 1.6 kb, se marcé también el
"123 bp ladder”. La finalidad de este marcaje es poder identificar las bandas

de este marcador en las autorradiografias.

Para la hibridacién de cada filtro de nylon se marcaron 100 ng de

sonda y 0.2 ng de "123 bp ladder" con 50 uCi de [a”P]dATP.

SOLUCIONES Y PREPARACIONES

- Tamp6n de paro EDTA 100mM

- 10 X Tampén de "nick"  Tris HCl pH 7.8 250mM
NaCl 500mM
MgCl, 100mM
BSA 1 mg/ml

DTT 10mM
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- Sephadex G-50 Sephadex G-50 60 g/1 en TE pH 8.0
Autoclavar.
Desechar el sobrenadante y afiadir un
volumen de TE pH 8.0
Guardar a 4°C

- Columna de Sephadex Poner fibra de vidrio en el extremo de
una pipeta de 5 ml o de una
punta azul de pipeta automdtica.

Afadir el Sephadex G-50.

Equilibrar la columna con TE pH 8.0
2.3.2.10 Hibridacion de DNA a filtros de nylon

Una vez marcada radioactivamente la sonda de la regiéon de estudio
-fragmento 1.6rp-, se procedié a hibridarla a los filtros de nylon obtenidos
(Kreitman & Aguad€ 1986a). En estos filtros, que contienen el DNA genémico
desnaturalizado de D. subobscura cortado con diferentes enzimas de restriccién
y separados los fragmentos generados en funcién de su tamafio, hibridard la
sonda radioactiva al DNA del filtro cuando encuentre homologia. En las
autorradiografias sélo se observardn por tanto las bandas correspondientes a la

regién de estudio.
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PROCEDIMIENTO

1. Humedecer los filtros en 0.5 X TBE.
2. Colocar los filtros de nylon en un tubo de metacrilato de 35x3 cm.
Anadir 22 ml de solucién de pre-hibridacién. Incubar con agitacién

por un tiempo superior a 20 mn a 58°C.

3. Desnaturalizar la sonda radioactiva en un bafio a ebullicién durante
7 mn.
4. Desechar el liquido de pre-hibridacién y afadir 18 ml de liquido de

hibridacién junto con la sonda radioactiva.

S Incubar con agitacién de 12 a 17 h a 58°C.
6. Desechar el liquido de hibridacién.
g Hacer 8 lavados de 5 mn cada uno, en liquido de lavado

precalentado a 57°C (1 1 por cada lavado).
8. Secar el filtro de nylon con papel de filtro.
8. Exponer los filtros de nylon sobre una pelicula de rayos X y con

una pantalla amplificadora durante unos 3 dias.

COMENTARIOS

Se colocaron hasta 5 filtros en €l mismo tubo de metacrilato
afiadiéndose al liquido de hibridacién del orden de 4 x 10’ cpm de sonda

radioactiva por cada filtro de nylon.

Los tubos se pusieron sobre un agitador que les proporcionaba un

giro de 5 rpm. Este agitador se encontraba dentro de un incubador por aire.
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Es muy importante orientar los filtros de forma que tiendan a
desenrollarse cuando gire el-tubo de metacrilato y que permanezcan en

posicién estacionaria respecto al tubo.
SOL NES

- Liquido de pre-hibridacién, e hibridacién.

BSA Fraccién V 1%
EDTA 10mM
Tampén Pi pH 7.2 - 0.5M
SDS 7%

- Liquido de lavado EDTA ImM
Tampén Pi pH 7.2 40mM
SDS 1%

2.3.3 ANALISIS DE LAS AUTORRADIOGRAFIAS

A partir de la informacion ﬁroporcionada por las autorradiografias se
construyé un mapa de restriccion para cada una de las lineas analizadas. El
disponer de la secuencia de la region rp49 (Aguadé 1988a) facilité la
interpretacién de los polimorfismos. En el caso de una ganancia de diana de
restriccién puede conocerse el cambio exacto de base producido. En el caso de
una pérdida de diana no se puede precisar en cual de los cuatro nucleétidos
que reconoce el enzima de restriccién se ha producido la substitucién

nucleotidica.



74
2.3.4 ANALISIS DE LOS DATOS

2.3.4.1 Estimadores de la variabilidad genética
a) DIVERSIDAD HAPLOTIPICA

Se calculé la diversidad haplotipica mediante la expresién de Nei &

Tajima (1981), ecuacién 7:

h=n( -é:lx%)/(n- 1)

donde n es el tamafio de la muestra, x; es la frecuencia del haplotipo i y I es
el nimero de haplotipos distintos. Para el DNA nuclear y en el caso de
organismos diploides con apareamiento al azar, la diversidad haplotipica
coincide con la heterozigosidad. La diversidad haplotipica tiene un rango que
fluctia entre 0, en el caso de que exista un sélo haplotipo, y 1 cuando todos

los haplotipos son tnicos.

La varianza de A se calculé mediante la expresion:

V) =202m-D(ER- (EF]+ - (Z8 M- n

obtenida tras modificar la ecuacién 10 de Nei (1978) como indican Nei &

_Tajima (1981).
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b) HETEROZIGOSIDAD POR NUCLEOTIDO

Se utilizaron tres estimadores diferentes para calcular la
heterozigosidad por nucleétido o diversidad nucleotidica (Engels 1981; Nei &
Tajima 1981; Hudson 1982). Dicho indice expresa la probabilidad de que para
un par de nucledtidos concreto se tenga un heterozigoto al tomar dos

cromosomas homélogos al azar.
1. H (Engels 1981):

Se estimé dicho pardmetro a partir de su ecuacién 11:

K- 2
nc - X ¢t

i=1
L
je(n - 1)
siendo n el tamafio de la muestra, m el nimero de posiciones distintas de
corte, ¢; el nimero de cortes de restriccién en la posicién i en la muestra, ¢ el
nimero total de posiciones de corte por enzimas de restriccion, j el nimero de
pares de bases de las dianas reconocidas por los enzimas de restriccién. Este
estimador no requiere la suposicién de neutralidad pero, sin embargo, depende

de la existencia de equilibrio de ligamiento entre posiciones de restriccion.

La varianza de este estimador se puede calcular con la ecuacién 21

de Engels (1981):

3 o(n - e)izec, - £ A
i= =

VH) =
) fn(n - 1)
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Debido a la suposicién de equilibrio de ligamiento, se espera que la

estima de esta varianza sea menor de la real.
2. © (Nei & Tajima 1981)

Se calculé el estimador propuesto por Nei & Tajima (1981) de la
heterozigosidad por nucleétido en su ecuacién 18. Dicho estimador tiene la
particularidad de no depender ni de la suposicién de neutralidad ni de la

existencia de equilibrio de ligamiento:

n
- D %xt- xm;

donde n es el tamafio de la muestra, x; la frecuencia del haplotipo i, y m; es el
nimero de diferencias nucleotidicas por nucleétido entre el haplotipo i y el j.
T; se puede estimar como -InS; /r (Nei & Li 1979), donde §; es la fraccién de
posiciones compartidas entre el haplotipo i y el j y r es el nimero de pares de
bases de las dianas de restriccion. S; se estima como 2m; /(m; + m;) siendo m;
el nimero de dianas de restriccién compartidas entre los haplotipos i y j y m;
el nimero de dianas presentes en el haplotipo i. La varianza de este estimador

se calcul6 mediante la ecuacién 11 de Nei & Tajima (1981):

4

V() = [(6“4”)‘(5 xixjnij)z + (n-2)(Z XXXT0T) + E} xixjnij)]

n(n -
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3. 6 (Hudson 1982):

También se calculé el estimador propuesto por Hudson (1982) de la

heterozigosidad por nucleétido:
8 = p/in(n)

donde p es la proporcién de posiciones nucleotidicas polimérficas en la
muestra y n es el tamafo de la misma. p se estima como k/(2m - k)j siendo k
el nimero de dianas de restriccién que son polimérficas, m el nimero total de
dianas de restriccion distintas analizadas y j es el nimero de pares de bases de
la diana de restriccién. La estimacién de la.heterozigosidad por nucledtido es
0 /(1 + 0), estima que es practicamente igual a © para valores pequefios de
0. Este estimador no tiene en cuenta las frecuencias de las posiciones
polimérficas aunque si su nimero, y depende de la suposiciéon de neutralidad.
Ademds, este estimador proporciona una buena estima de 4N,u, donde N, es el
tamafio efectivo poblacional y pu es la tasa de mutacion por nucleétido hacia

alternativas selectivamente neutras.

Se calcularon las dos varianzas que presenta Hudson (1982) para los
casos extremos de que exista libre recombinacién (en la ecuacién 19) o de que

no exista recombinacién (ecuacién 23). Para el caso de libre recombinacién:

V() = 6%k
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Para el caso de que no exista recombinacién la expresion es la

siguiente:

0* 6*
n-1

V(®) = + 1/
k (In(n))> =

¢) VARIACION INTERPOBLACIONAL

Se calcularon las diferencias nucleotidicas netas para todas las
parejas de las poblaciones analizadas mediante el estimador propuesto por Nei

& Li (1979):
O = Myy - (x + WY/2

siendo: Tyy = Z X; yM;; Mx =X X, XM, y Ty =Xy, y~, , donde x; y y; son
las frecuencias del haplotipo i en la poblacion X e Y respectivamente. Este
pardmetro indica las diferencias nucleotidicas que existen entre dos poblaciones

teniendo en cuenta el polimorfismo intrapoblacional.

2.3.4.2 Desequilibrio de ligamiento

Se calcul6 el desequilibrio de ligamiento entre las distintas
posiciones variables por substitucién nucleotidica mediante los pardmetros D,
D" y r. D es una medida de la desviacion entre la frecuencia gamética

observada y la esperada para el caso de asociacién alélica al azar (Lewontin &

Kojima 1960):
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D =X, -pg,

Donde X, es la frecuencia observada del tipo gamético ++, p, la

frecuencia del alelo + del primer locus y ¢, la frecuencia del alelo + del

segundo locus. El rango de D oscila entre -0.25 y +0.25.

El pardmetro D’ es el cociente de D respecto a su méximo tedrico

(Lewontin 1964):
D= D/D,,
D.,... se define como:

D, = min (p,q;, pq,) siD > 0
D, = min (p,q;, p,g,) si D <0

Donde p, es la frecuencia del alelo - del primer locus y ¢, la
frecuencia del alelo - del segundo locus. Este pardmetro tiene un rango

desde -1 hasta +1.

El coeficiente de correlacién r (Hill & Robertson 1968) se define

como:

r =D/ (pqp.9)"

r que tiene un rango de -1 hasta +1 se puede considerar como una

medida estandarizada del desequilibrio gamético.
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Se calcul6 el desequilibrio gamético para todos los pares de

posiciones de restricciéon de cada poblacién, en los cuales la variante mds rara

estuviera presente mds de una vez en la muestra. La significacién estadistica

del desequilibrio gamético fué analizada usando el test exacto de Fisher con

dos colas, para una tabla de contingencia de 2 x 2.

2.3.5 TRATAMIENTO INFORMATICO

los datos.

Se redactaron diversos programas de ordenador para el andlisis de

Los programas realizaron los siguientes trabajos:

-Bﬁsqucda de dianas d(; restriccion.

-Bisqueda de dianas potenciales de restriccion.

-Bisqueda de las posiciones variables discordantes.

-Busqueda de diferencias entre haplotipos.

-Célculo de los estimadores de heterozigosidad por nucleétido de
Engels, Hudson y Nei & Tajima.

-Cdlculo de los pardmetros D, D’ y r del desequilibrio de
ligamiento.

-Cilculo del estimador de diversidad haplotipica de Nei & Tajima.
-Cédlculo del estimador de las diferencias nucleotidicas netas entre
poblaciones de Nei & Li.

-Cilculo del test exacto de Fisher.

-Célculo del test propuesto por Hudson para comparar

heterozigosidades.



RESULTADOS
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3.1 POLIMORFISMO CROMOSOMICO

En la tabla 2 se presentan las frecuencias absolutas y relativas de las
diferentes  ordenaciones  cromosémicas  analizadas. Las inversiones
cromos6émicas polimérficas en las poblaciones estudiadas se pueden dividir en
3 grupos Oy, Os4 y Os4.s en funcion de la localizacién del locus rp49
[segmento I del cromosoma O, banda 91C (Aguadé 1988a)]. Dentro de cada
uno de estos grupos de ordenaciones cromosémicas la posicién del locus rp49
se mantiene constante (figura 6). Las lineas pertenecientes al mismo grupo
cromosomico podrdn intercambiar libremente informacién génica para el locus
rp49 (ya que no existe inversién cromosémica que afecte al locus rp49). Por
el contrario, el flujo génico para el locus rp49 estarfa inhibido en lineas de
distinto grupo de ordenaciones cromosémicas (el locus rp49 quedarfa dentro
del asa de inversién en el apareamiento cromosdmico en la meiosis). Siempre
que se hagan comparaciones o andlisis intra- o interordenaciones, si no se
especifica lo contrario, se efectuardn entre estos 3 grupos de ordenaciones

cromosémicas que afectan al locus rp49.

En la poblacién de Ter Apel se han analizado 4 lineas de la
ordenacién cromosémica O,,4,13.1p- Esta ordenacién presenta la inversién 13
que afecta al segmento I del cromosoma O. Sin embargo, como el locus rp49
queda fuera de la inversién 13 en un cromosoma O, permite incluir la

ordenacién Oj,4,3,1; dentro del grupo O,,,.
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Barcelona Ter Apel Tenerife Santiago
n=49 n=54 n=54 n=54
SI Ord. a b a b a b a b
O, (0 10 0.20 36 0.67 12 022
Os 6 0.11
O 1 0.02
O34 05,4 15 031 5 009 54 1.00
Q342 21 0.39
03,447 12 0.25 8 0.15
Os0i22 4 0.08
0544013012 4 007
Osiis | Osuns g8 0.16 8 0.15 7 0.13

Tabla 2. Ordenaciones cromosémicas para el cromosoma O y sus frecuencias absolutas (a) y
relativas (b). Ord., Ordenacién cromosémica. S.I, Ordenacién para el segmento I del
cromosoma O al considerar la posicion del locus rp49.
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Figura 6. Localizacién del locus rp49 en los 3 grupos de ordenaciones cromosémicas en los
que se han dividido las ordenaciones cromosOmicas analizadas en este estudio y en la
ordenacién cromosémica O,, ordenacién cromosémica no existente en la actualidad. Las barras
sombreadas entre ordenaciones cromosémicas indican la regién cromosémica afectada por una
inversion determinada.
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3.2 VARIABILIDAD NUCLEOTIDICA DETECTABLE

El disponer de la secuencia nucleotidica de la regién rp49 (Aguadé
1988a) permiti6 calcular la fraccién de los cambios nucleotidicos por
substitucion nucleotidica capaz de ser detectada con una serie de enzimas de

restriccion dada.

Para el cidlculo se contabilizaron todas las dianas de restriccion
detectables descontdndose aquellas que no lo fueran por generar fragmentos
demasiado pequeiios (los fragmentos de menos de 60 pares de bases no se
pueden detectar sin ambigiiedad en las autorradiografias). En los casos que
hubo solapamiento de dianas se hicieron las correcciones necesarias; si dos

dianas de 4 pares de bases se solapaban por dos nucleétidos, por ejemplo:

Sau3A 1

Nucleétidos 1280-1285 TCGATC
Taq 1

se contabilizé como si fueran 1.5 dianas.

También se contabilizé el niimero de dianas potenciales o nimero de
dianas de restriccién que se pueden generar tras un unico cambio puntual,

como por ejemplo:
Nucleétidos 460-463 TGCT

si existe un cambio en la primera timina hacia adenina nos genera la

secuencia AGCT que es reconocida por el enzima Alu 1. En el caso de que el
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cambio ya fuera detectable, por existir una diana real o potencial solapada, no

se contabilizé la diana potencial, por ejemplo:

Alu 1
Nucleétidos 514-519 CCAGCT

si existe un cambio en la adenina (nucledtido 516) hacia guanina nos genera
la secuencia CCGG (nucledtidos 514-517) reconocida por el enzima Msp 1. Sin
embargo, los cambios en el nucledtido 516 ya eran detectables por formar

parte de la diana Alu I (nucleétidos 516-519).

En las dianas reales se puede detectar el cambio de cualquiera de
los cuatro nucleétidos (cualquier cambio nucleotidico producird una pérdida de
diana de restriccibn que se podrd detectar). Sin embargo en las dianas
potenciales sélo detectaremos 1/3 de los cambios por substitucién nucleotidica
que se produzcan en uno .de los nucleétidos, si suponemos que todos los
cambios son igualmente probables. En el ejemplo de los nucleétidos 460-463
la primera timina puede mutar hacia: T - A; T —- G; T — C, siendo sélo

detectable el cambio hacia adenina.

El nimero de equivalentes nucleotidicos (nimero total de nucleétidos
en los que se pueden detectar cambios nucleotidicos) resulté ser 245 (32.5 x 4
+ 345 x 1/3) para los 1593 pb secuenciados (tabla 3); por lo tanto, con el
juego de enzimas de restriccién utilizado se es capaz de detectar cualquier
cambio en 245 nucleétidos de los 1593 de la regién rp49, para cada linea

estudiada. La fraccién de andlisis fué por tanto del 1538 %

(245 x 100 / 1593).



87

3 Exén 1 Intr6n Ex6n 2 3 Total
N? nuclebtidos 866 93 62 309 213 1593

R P R P R P R P R P R P

Alu 4 35 0 3 0 1 2 12 17 7 59
Dde 1 2 26 0 4 0 2 0 11 0 6 2 51
Hae TI 2 9 1 4 0 2 1 9 0 2 4 26
Hha 1 2 23 1 6 0 0 3 16 0 2 6 48
Msp 1 0 20 05 5 0 0 0 11 0 1 0.5 37
Sau 3A 1 36 2 1 0 2 15 12 1 4 6 57
Taq 1 3 36 0 4 0 3 2 14 17 7 67
Total 14 185 45 27 0 10 9.5 85 3 29 325345
N® equivalentes  117.67 27 3.33 66.33 21.67 245

% anilisis 13.59 29.03 5.37 2147 10.17 15.38

Tabla 3. Namero de dianas de restriccion (R) y de dianas potenciales (P), para las distintas
zonas funcionales del locus rp49 y para los distintos enzimas de restriccion utilizados. En la
parte superior se indica el nimero de pares de bases que comprende cada region funcional.
En la parte inferior se muestra el nimero de equivalentes nucleotidicos y el % de anlisis.
En la regi6n 3’ no estd incluida la regién que afecta al locus serendipity.

Al comparar la fracciéon de andlisis entre diferentes regiones
funcionales se observa una gran héterogeneidad: tiene un mdximo en los
exones (29.03 % y 21.47 % para los exones 1 y 2 respectivamente) y un
minimo de 5.37 % para el intrén. En las regiones 5’ y 3’ los valores son del
1359 % y 10.17 % respectivamente. Esta heterogeneidad se basaria en el
mayor contenido en GC (guanina, citosina) de los exones de la zona
codificadora del locus rp49 (al igual que en muchos otros loci) y asimismo en

que los enzimas de restriccion utilizados (ver tabla 1) reconocen
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preferentemente los pares nucleotidicos GC.

El andlisis de la variabilidad no se limité a la regién utilizada como
sonda sino que también se analizaron dianas que estaban fuera de la misma
pero cuyos fragmentos de restriccion eran detectables al incluir parte de la
region de la sonda. Sin embargo, las dos dianas de restriccion mds extremas
no se contabilizaron ya que, en algin caso, no seria posible distinguir cambios
por pérdida o ganancia de una diana de restriccién de cambios por insercién-

delecién.
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3.3 VARIABILIDAD EN EL MAPA DE RESTRICCION

Se detectaron un total de 27 polimorfismos, 19 por substitucién
nucleotidica y 8 por insercién-deleciéon, que se numeraron del 1 al 27 en
funcién de su posicion en el mapa (tabla 4). Se siguié la numeracién
empleada por Aguadé (1988a) para la secuencia de la regiéon rp49, asignando
como nucleétido nimero 1 al primer par nucleotidico de la zona flanqueante
5’ del locus rp49 del fragmento utilizado como sonda (rp 1.6). Siempre que se
haga referencia a algin polimorfismo el nimero del mismo ird precedido del

simbolo (#) con objeto de evitar errores de interpretacion.

En las figuras 7, 8, 9 y 10 se resume la variabilidad detectada en el
mapa de restriccién en las poblaciones de Barcelona, Ter Apel, Tenerife y
Santiago, respectivamente. En las tablas 5, 6, 7 y 8 se muestra el mapa de
restriccién para cada una de las lineas analizadas de las poblaciones de
Barcelona (49 lineas), Ter Apel (58 lineas), Tenerife (54 lineas) y Santiago

(54 lineas).
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Substitucién nucleotidica. Insercién-delecién
#1 Dde1 -136 #3 64 - 163
#2 Alu 1 -127 #5 164 - 352
#4 Sau3A 1 234 #8 353 - 380
#6 Sau3A 1 289 #10 381 - 498
#7 Sau3A 1 361 #18 717 - 859
#9 Alu 1 379 - 382 #20 939 -1032
#11 Hae Tl 524 #23 1375 - 1418
#12 Sau3A 1 537 #26 1419 - 1563

#13 Hae 11 547 - 550
#14 Sau3A' 1 641 - 644
#15 Hha 1 702

#16 Hha 1 701 - 704
#17 Dde 1 716 - 720
#19 Sau3A 1 939 - 942
#21 Tag1 1260 - 1263
#22 Sau3A 1 1284 - 1285
#24 Alu 1 1417 - 1420
#25 Tag1 1475

#27 Hae 11 1993

Tabla 4. Posicién de los polimorfismos por substitucién nucleotidica e insercién-delecién de
acuerdo con las coordenadas de Aguadé (1988a).

Figuras 7, 8, 9 y 10. Variacién en el mapa de restriccién de la regién rp4? dp las poblaciones
de Barcelona, Ter Apel, Tenerife y Santiago, respectivamente. rp 1.6 indica el fragmento
* utilizado como sonda. Las posiciones polimoérficas se indican con nimeros en la parte superior
de la linea (en trisngulos se muestran las insercionesfdelcciopes). La posicién exacta ‘dg los
polimorfismos se indica en la tabla 4. En la parte inferior se muestran las posiciones
monomérficas (A, Alu I; D, Dde I; E, Hae 1II; H, Hha I; M, Msp I, S, Sau3A T; '!‘._Taq I).
En rectingulos se sefialan las zonas codificadoras de los loci rp49 y serendipity. Las
coordenadas, linea inferior, se indican en pares de bases.
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- Tablas 5, 6, 7 y 8. Variabilidad en el mapa de restriccién en la regién del gen rp49 de cada
una de las lineas analizadas en la poblacién de Barcelona, Ter Apel, Tenerife y Santiago,
respectivamente. El tipo de polimorfismo y su localizacién nucleotidica exacta se indica en la
tabla 4. +/- indican la presencia o ausencia de una diana de restriccién, para el caso de
- substitucién nucleotidica. En los polimorfismos por insercién-delecién, los diferentes nimeros
indican distintos tamafios para la misma insercién/delecién; - corresponde a la longitud
presente en la linea H27 secuenciada por Aguadé (1988a). La columna Lin. indica el nimero
de cada linea. La columna ORD. expresa la ordenacién cromosémica para el cromosoma O de
cada linea analizada. En la poblacion de Ter Apel las 54 primeras lineas corresponden a la
muestra aleatoria de la poblacion mientras que las indicadas con * son las 4 lineas que se
afiadieron con objeto de ampliar la muestra de la ordenacién O,,4
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Tabla 5. Variabilidad en el mapa de restriccién de la poblacién de Barcelona.
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Tabla 6. Variabilidad en el mapa de restriccién de la poblacion de Ter Apel.
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# 1 2 3 6 7 9 10 14 19 20 24 26 ORD.
Lin
1 - + -3 - - + - + +  +2 4+ - 344
2 - + 3 - -+ . + +  +2 o+ - 3+4
3 + + -1 - - + - + + 42 o+ - 344
4 - + -1 - - + - + + 2 o+ - 3+4
5 - + -3 - -+ 1+ o+ - + - 344
6 - + -3 - -+ - + + +2 o+ - 34
7 + + -1 - -+ - + + 42+ - 3+4
8 - + -3 - - - - + o+ 42 o+ - 3+4
9 - + -l - + o+ - - + - + - 3+4
10 - + 3 - -+ - + + +2 o+ - 3+4
11 - + +1 - - + - + + -1 + - 34
12 - - -1 - -+ - + + -1 + 4 3+4
13 - + - - -+ - + + -1 + - 3+4
14 - + -1 - -+ - + + 2 o+ - 3+4
15 - + -3 - - + - + + +2 + - 3+4
16 - + -3 - - + - + - +2 o+ - 3+
17 - + -3 - - + - - + +2 + - 344
18 - + -3 - - + - + +  +2 o+ - 3+4
19 - - -3 - - - - - + - + - 3+4
20 - + -3 - -+ - + + +2 + 4 34
21 - + -3 - -+ - + + 42+ - 3+4
22 - + -3 - -+ - + + 42 o+ - 3+4
23 - + -3 - -+ +1  + + +2 o+ - 3+4
24 - + -1 - - - - + + -1 + - 344
25 - + -3 - -+ - + + 42 o+ - 3+
26 - + -3 - -+ -1+ + 42+ - 3+4
27 - + -3 - -+ - + + 42+ - 3+4
28 - + -3 - -+ - + + +2 o+ - 34
29 - + 3 - -+ - + + +2 o+ - 3+4
30 - + -1 - - + - + + +2 + 4 344
31 - + 3 - -+ - + - +2 + - 3+4
32 - + -3 - - + - + - +2 o+ - 34
33 - + -3 - -+ - + + +2  + - 344
34 - + -1 - -+ - + + 42+ - 3+4
35 - + -1 - -+ - + + 42 o+ - 3+4
36 - + -3 - -+ - + + 42+ - 3+4
37 - + 3 - -+ - + + 42 o+ - 3+4
38 - + -3 - R - - + 42 o+ - 3+4
39 - + 3 - - + - + + +2  + - 3+4
40 - - -1 - - - - + + 42+ 1 3+4
41 - + -3 - -+ +1  + +  +2 - - 3+4
42 - + +1 - - + - - + - + - 3+4
43 - + -3 - -+ - + - +2 o+ - 3+4
44 - + -4 + - + +1  + + 42 + - 3+4
45 i + -3 - - + +1  + + 42+ - 3+4
46 - + -1 - -+ - + + +2 o+ - 34
47 - + -1 - -+ - + + 42 o+ - 344
48 - - -1 - S - - - + - + - 3+4
- 49 - + -1 - -+ 41+ o+ #2 o+ - 3+4
50 s <9 s s - + + 2 + - 3+4
51 e I R T . S e
52 ~ + -1 - - + - + + +2 + - 344
53 - . 1 E % + = - + - + - 34
54 5 + 3 - - 4+ 4+ + 2 + - 3+4

Tabla 7. Variabilidad en el mapa de restriccion de la poblacién de Tenerife.
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# 1 3 8 10 11 12 16 20 21 ORD.
Lin
1 - -1 -1 - - - - - + St
2 - -3 - -1 - - + +3 + St
3 - -3 - -1 - - + +3 + St
4 - -1 -1 - - - - - + St
5 - -3 - -1 - - + +3 + St
6 - -3 - -1 - - + +3 + St
7 - -3 - -1 - - + +3 + St
8 - -3 - -1 - - + +3 + St
9 - -3 - -1 - - + +3 + St
10 - -1 -1 - - - - - + St
11 - -1 -1 - - - - - + St
12 - -1 -1 - - - - - + St
13 - -1 -1 - - c - 5 + 5
14 - -3 - -1 - - + +3 + 5
15 - -1 -1 - - - . - + 5
16 . -1 -1 - = - - . + 5
17 - -3 - -1 - - + +3 + 5
18 - -1 -1 - - - = - + 5
19 + -1 - - + - + +2 + 34448
20 + -1 - - + - + +2 + 3+4+48
21 -+ -1 - - + - + +2 + 3+4+48
22 + -1 - - + - + +2 + 3+4+8
23 + -1 - - + - + +2 + 3+4+48
24 + -1 - . + - + +2 + 3+4+48
25 + -1 - - + - + - + 3+448
26 - -1 - - - - + - + 3+4+7
27 - - - - - + + +2 - 3+4+7
28 + -1 +1 - + - + +1 + 3+4+7
29 + -1 +1 - + - + +1 + 34447
30 + -1 +1 - + - + +1 + 3+4+47
31 . . - - - - + +2 - 3+4+7
32 = % - - - + + +2 - 3+4+7
33 - - - - - + + +2 - 3+4+7
34 - -2 - - - - + - + 3+4+2
35 - - - - - + + +2 - 34442
36 - - - - - + + +2 - 34442
37 + -1 +1 - + - + +1 + 34442
38 - - - - - + + +2 - 3+4+2
39 - -1 - - - - + - + 34442
40 - -1 - - = - + . + 34442
41 + -1 +1 - + - + +1 + 3+4+2
42 - -1 - - - - + - + 34442
43 - -1 - - - - + - + 3+4+2
44 - - - - - + + +2 - 34442
45 + -1 +1 - + - + +1 + 3+4+2
46 + -1 +1 - + - + +1 + 3+4+2
47 - -1 - - - - + - + 3+4+2
48 . -1 . - - - + - + 34442
49 + -1 +1 - + - + +1 + 3+4+2
50 - - - - - + + +2 - 3+4+2
51 - - - . - + + +2 - 3+4+42
52 + -1 +1 - + - + +1 + 3+4+2
53 - -1 - - - - + - + 3+4+42
54 - iz o = = + “+ +2 - 3+4+2

Tabla 8. Variabilidad en el mapa de restriccién de la poblacion de Santiago.
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3.3.1 POLIMORFISMOS POR SUBSTITUCION NUCLEOTIDICA

En las 4 poblaciones analizadas se detecté un total de 19
polimorfismos por substitucién nucleotidica (tabla 9). En la poblacién de
Barcelona resultaron 12 posiciones polimérficas -de una total de 44
analizadas-, 11 en Ter Apel -de un total de 44-, 8 en Tenerife -de un total de
43- y 5 en Santiago -de un total de 43- (tabla 10). La frecuencia de la

variante menos frecuente de los polimorfismos fluctué entre 0.41 y 0.02.

Barcelona Ter Apel Tenerife Santiago
n=49 n=54 n=54 n=54

Pol a b a b a b a b
#1 19 0.39 22 041 2 0.04 16 0.30
#2 1 002 5 0.09
#4 1 0.02
#6 1 0.02
#7 1 0.02
#9 4 0.07 )
#11 6 0.12 7 0.13 16 0.30
#12 4 0.08 1 0.02 11 020
#13 1 0.02 1 0.02
#14 3 0.06 7 0.13
#15 2 004 1 0.02
#16 9 0.17
#17 3 0.06 2 0.04
#19 4 0.07
#21 3 0.06 2 004 11 0.20
#22 1 0.02
#24 1 002 1 0.02 1 0.02
#25 1 0.02
#27 3 0.06 6 0.11

Tabla 9. Frecuencias absolutas (a) y relativas (b) de los poljmorﬁs‘mos por substitucién
nucleotidica. La localizacién nucleotidica se indica en la tabla 4. Pol, polimorfismo.
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T : E+I 3 Total
M P T M P T MP T MP T

Barcelona 12 9 21 14 1 15 2 1 3 3212 44
Ter Apel 14 6 20 13 2 13 2 2 4 3311 44'
Tenerife 14 6 20 14 1 15 21 3 35 8 43
Santiago 16 4 20 14 1 15 3 0 3 38 5 43

Tabla 10. Nimero de dianas de restriccion distintas que se analizaron y su distribucién por
regiones funcionales del locus rp49 para la totalidad de los individuos de las poblaciones de
Barcelona, Ter Apel, Tenerife y Santiago, respectivamente. E+I, regién comprendida por el
exén 1, exén 2 y el intr6n. M, Nimero de dianas monomérficas. P, Numero de dianas
polimérficas. T, Total de dianas analizadas. En la regiéon 3’ no estd incluida la regién que
afecta al locus serendipity.

En el caso de aquellos polimorfismos por substitucién nucleotidica
resultantes de la ganancia de una diana de restriccién se puede precisar el
cambio nucleotidico que ha tenido que ocurrir. En cambio, en el caso de los
polimorfismos resultantes de la pérdida de una diana de restriccién no se
puede precisar en cual de los cuatro nucledtidos de la diana de restriccién se

ha producido €l cambio.

El polimorfismo #15, puede identificarse como la pérdida de la diana
Hha 1 situada en las posiciones 701-704, pero también por la generacién de
una nueva diana Alu 1. En la posicién correspondiente de la secuencia (Aguadé
1988a) se observa la secuencia: GCGCT. Los cuatro primeros nucledtidos
forman la diana reconocida por Hha 1. Se puede constatar que si la citosina en

posicién 702 cambia a adenina se genera una diana Alu I con la pérdida de la

diana Hha 1.
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Se detecté también otro polimorfismo (#16) como pérdida de la

diana Hha 1 en la posicién 70_1_-704. que no generaba una nueva diana Alu I
Por lo tanto, es necesario suponer de la existencia de otra substitucién

nucleotidica diferente a la del polimorfismo #15.

Varios de los polimorfismos por substitucién nucleotidica se
observaron en mds de una poblacién (tabla 9). La poblacién de Barcélona con
12 polimorfismos comparte 9 de los 11 polimorfismos presentes en Ter Apel,
4 de los 8 de Tenerife y 4 de los 5 de Santiago. La poblacién de Ter Apel
comparte 2 polimorfismos con la de Tenerife (también compartidos con
Barcelona) y 4 con la de Santiago (igualmente compartidos con Barcelona).
Por ltimo, la poblacién de Tenerife s6lo comparte 1 polimorfismo con la de

Santiago (también compartido con las poblaciones de Barcelona y Ter Apel).

También se identificaron polimorfismos especificos de poblacién (ver
tabla 9): uno en la poblacién de Barcelona presente en una séla linea; dos en
~ Ter Apel observados también una séla vez; cuatro en la poblacién de Tenerife,
2 de ellos presentes una séla vez y los otros dos presentes en 4 lineas y un
polimorfismo exclt;sivo en la poblacién de Santiago aunque identificado en 9

lineas.

Se compar6 la frecuencia de cada polimorfismo por substitucion
nucleotidica entre las distintas poblaciones usando el test exacto de Fisher con
dos colas (tabla 11), comprobdndose que entre las poblaciones de Barcelona y
Ter Apel las frecuencias de los polimorfismos no diferfan significativamente
aunque sf diferfan entre estas poblaciones y las de Tenerife y Santiago. Al no

detectarse heterogeneidad en cuanto a la frecuencia de cada polimorfismo entre
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las poblaciones de Barcelona y Ter Apel, se procedié a su agrupacién. En la
comparacién del "pool" de Barcelona y Ter Apel con las poblaciones de
Tenerife y Santiago se observaron 7 y 5 polimorfismos con frecuencias
significativamente distintas. Entre estas dos iltimas poblaciones se constataron

diferencias significativas en la frecuencia de 7 polimorfismos.

BARCELONA / TER APEL Comparaciones: 14 Significativas: 0

BARCELONA / TENERIFE Comparaciones: 16 Significativas: 3

_# P

#1 0.0000 ***
#11 0.0098 **
#12 0.0479 *

TER APEL / TENERIFE Comparaciones: 17 Significativas: 5

# P '
#1 0.0000 ***

#2 0.0284 *

#11 0.0064 **

#14 0.0064 **

#27 0.0135 *

BCN + TA / TENERIFE Comparaciones: 18 Significativas: 7

# P
#1 0.0000 ***
# 0.0186 *
#9 0.0130 *
#11 0.0046 **
#14 0.0326 *
#19 0.0130 *
#27 0.0281 *

(Tabla 11, continda)
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BARCELONA / SANTIAGO Comparaciones: 13  Significativas: 2

# P
#16 0.0029 **
#21 0.0450 *

TER APEL / SANTIAGO Comparaciones: 12 Significativas: 5

# P

#11 0.0380 *
#12 0.0021 **
#16 0.0014 **
#21 0.0086 **
#27 0.0135 *

BCN + TA / SANTIAGO C.crmparaciones: 15 Significativas: 5

# P

#11 0.0160 *
#12 0.0042 **
#16 0.0000 ***
#21 0.0042 **
#27 0.0281 *

TENERIFE / SANTIAGO Comparaciones: 12 Significativas: 7

# P

#1 0.0003 ***
#2 0.0284 *
#11 0.0000 ***
#12 0.0003 ***
#14 0.0064 **
#16 0.0014 **
#21 0.0003 ***

Tabla 11. Comparacién de la frecuencia de los polimorfismos por substitucion nucleotidica
entre distintas poblaciones mediante el test exacto de Fisher con dos colas. Adn cuando se
especifica el nimero de comparaciones efectuadas, s6lo se indica el resultado de aquellas que
han resultado significativas. # Nimero de la posicién polimérfica comparada. P, probabilidad.
Significacién estadistica: * P < 0.05. ** P < 0.01. *** P < 0.001.
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3.3.1.1 Distribucion por ordenaciones cromosémicas

En la tabla 12 se indica el nimero de dianas monomérficas vy
polimérficas en cada uno de los tres grupos de ordenaciones cromosémicas. La
distribucién de la frecuencia absoluta de cada polimorfismo por substitucién
nucleotidica se indica en la tabla 13. La figura 11 muestra un histograma de

las frecuencias relativas.

Dianas Dianas
n Monomérficas  Polimérficas

BCN O, 10 38 3

(0 ) 31 32 12

Os.4.3 8 40 2

Total 49 32 12
TA O, 37 35

O34 13 38

O3448 8 40 2

Total 54 33 11
TEN (0 ) 54 35 8
SAN O, 18 39 1

O34 29 39 4

Os448 7 42 0

Total 54 38 5

Tabla 12. Nimero de dianas de restriccion monomérficas y polimérficas analizadas y su
distribucién por ordenaciones cromosémicas. n, tamafio de la muestra. BCN, Barcelona. TA,

Ter Apel. TEN, Tenerife. SAN, Santiago.
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Figura 11. Distribucién de la frecuencia de la variante mds rara de los polimorfismos por
substitucién nucleotidica para cada ordenacién cromosémica. En abcisas, se indica el nimero

de cada polimorfismo.
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En la poblacién de Barcelona de las 12 posiciones polimérficas por
substitucién nucleotidica 3 -scgrcgaban en la ordenacién O, 12 en O;,4 y 2 en
O;.4,3. En Ter Apel de las 11 posiciones polimérficas 8 segregaban en la
ordenacién O, 5 en O, y 2 en 05,3 La poblacién de Tenerife resulté
monomoérfica para la ordenacién cromosémica O,,4, por lo que las 8
posiciones polimérficas segregaban en esta ordenacién. En Santiago de las 5

posiciones polimoérficas 1 segregaba en O, 4 en Oy, y ninguna en O 4.

Se compararon entre las distiﬁtas poblaciones las frecuencias de los
polimorfismos por substitucion nucleotidica que segregan en una misma
ordenacién cromosdmica, usando el test exacto de Fisher con dos colas. Esta
comparacién se realizd con objeto de identificar posibles diferencias en el

contenido génico (tabla 14).
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BARCELONA / TER APEL O,
BARCELONA / TER APEL O,
BARCELONA / TER APEL

BARCELONA / TENERIFE

TER APEL / TENERIFE 054

BCN + TA / TENERIFE O,

BARCELONA / SANTIAGO O,

BARCELONA / SANTIAGO O;,,

BARCELONA / SANTIAGO

03+4+8

O340

Comparaciones: 8

Comparaciones: 12

Comparaciones: 3  Significativas:
Comparaciones: 16 Significativas:
#_ P

#1 0.0005 ***

#11 0.0155 *

#12 0.0155 *

#21 0.0455 *

Comparaciones: 12  Significativas:

# P

#1 0.0004 ***
#11 0.0353 *
#21 0.0060 **

Comparaciones: 16 Significativas:

# P

#1 0.0000 *x**

#11 0.0067 **

#12 0.0160 *

#21 0.0067 **
Comparaciones: 4  Significativas:
# P

#16 0.0098 **

Comparaciones: 12  Significativas:

# P

#12 0.0369 *
#21 0.0141 *
Comparaciones: 2  Significativas:
# -
#11 0.0070 **

Significativas:

Significativas:

(Tabla 14, continia)
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TER APEL / SANTIAGO

TER APEL / SANTIAGO

TER APEL / SANTIAGO

BCN + TA / SANTIAGO

BCN + TA / SANTIAGO

BCN + TA / SANTIAGO

TENERIFE / SANTIAGO

03+4+8

osr.

O3+4+8

Comparaciones: 9

#
#1

#16

Comparaciones: 5

Comparaciones: 2

Comparaciones: 9

#
#1
#16

Comparaciones: 12 Significativas: 2

#

#12

#21

Comparaciones: 3

#
#11

Comparaciones: 11

#
#1

#11
#12
#21

P
0.0232 *

0.0000 ***

P
0.0267 *

0.0000 ***

P
0.0100 *
0.0236 *

P
0.0075 **

P
0.0010 ***
0.0000 ***
0.0000 ***
0.0000 ***

Significativas: 2

Significativas: 0

Significativas:

Significativas: 2

Significativas: 1

Significativas:

Tabla 14. Comparacién de la frecuencia de los polimorfismos que segregan en la misma
ordenaciéon cromosémica de distintas poblaciones, mediante el test exacto de Fisher con dos
colas. Ailin cuando se especifica el nimero de comparaciones efectuadas, s6lo se indica el
resultado de aquellas que han resultado significativas. # Nimero de la posicién_ polimérfica
comparada. BCN, Barcelona. TA, Ter Apel. P, probabilidad. Significacién estadistica * P <

0.05. **P < 0.01. *** P < 0.001.



111

Dentro de la misma ordenacién cromosémica, las frecuencias de los
polimorfismos por substitucién nucleotidica resultaron homogéneas entre las
poblaciones continentales (Barcelona y Ter Apel), no resultando significativo
ninguno de los tests de heterogeneidad realizados (probabilidad minima
obtenida: 0.34). Debido a esta homogeneidad (intraordenacién), se procedié a
agrupar las lineas pertenecientes a la misma ordenacién cromosémica de dichas

poblaciones.

Dentro de una misma ordenacién cromosomica, la frecuencia para
varios polimorfismos diferia significativamente en todas las comparaciones
efectuadas entre el "pool" de Barcelona y Ter Apel respecto a la poblacién de
Tenerife y a la de Santiago. Entre el "pO(;l" de Barcelona y Ter Apel y la
poblacién de Tenerife (ordenacién cromosémica O,,,) se observaron 4
polimorfismos cuyas frecuencias diferian significativamente. Entre este "pool”
y la poblaciéon de Santiago, se constataron diferencias significativas en las
comparaciones realizadas en los tres grupos cromosémicos: 2 polimorfismos
con frecuencias significativamente diferentes dentro de O, 2 dentro de O,y y
una dentro de ;4,5 Y, entre las poblaciones de Tenerife y Santiago
(ordenacién O,,,) se observaron diferencias en las frecuencias de 4 posiciones

polimérficas.

Cuando se analizaron los polimorfismos por substitucién nucleotidica
que segregaban en distintas ordenaciones cromos6micas se observé que
existfan varios polimorfismos compartidos entre distintas ordenaciones. En la
poblacién de Barcelona se observé un polimorfismo compartido por las 3
ordenaciones consideradas (#1); 2 polimorfismos compartidos entre Oy y Oy,

(#17 y #27); y uno entre Oy Yy Ojug (#11). En Ter Apel existe un
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polimorfismo compartido por las tres ordenaciones cromosémicas (#11); uno
entre O, y O, (#1); y uno entre Oy y Osqg (#17). Al agrupar las
poblaciones de Barcelona y Ter Apel en un "pool" existen 3 polimorfismos
compartidos por las tres ordenaciones cromosémicas consideradas (#1, #11 y
#17) y 3 polimorfismos adicionales compartidos entre O, y O, (#13, #24,
#27). En la poblacién de Santiago no se observé ningin polimorfismo

compartido por distintas ordenaciones cromosdmicas.

Para analizar la posible heterogeneidad en la frecuencia de los
polimorfismos compartidos por las tres ordenaciones cromosémicas se
realizaron simulaciones de Monte Carlo para tablas de contingencia 2 x 3,
como sugieren Lewontin & Felsenstein (1965), tabla 15. En la poblacién de
Barcelona, la frecuencia intraordenaciéon del polimorfismo (#1) difirié
significativamente entre las 3 ordenaciones cromosémicas. En la poblacién de
Ter Apel también difirié significativamente la frecuencia intraordenacién del
tinico polimorfismo compartido por las tres ordenaciones cromosémicas (#11).
En el conjunto de las poblaciones europeas difirid significativamente la
frecuencia intraordenacién de dos (#1 y #11) de los tres polimorfismos

compartidos por las tres ordenaciones cromosémicas.
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Poblaciones Ordenaciones # I P
BCN Oy / O3y / Ogp48 #1 10020 0.0103 + 0.0010 *
TA Oy / O34 / O340 #11 10020 0.0014 + 0.0004 **

BCN +TA O,/05,/ 0545 #1 10020  0.0000 £ 0.0000 ***
BCN + TA O,/ 0y./ 0545 #11 11710  0.0020 + 0.0004 **
BCN +TA O,/ 0,/0s4s #17 10150  1.0000 £ 0.0000

Tabla 15. Comparacién de la frecuencia de aquellos polimorfismos por substitucién
nucleotidica compartidos por las tres ordenaciones cromosémicas, mediante simulaciones de
Monte Carlo para tablas de contingencia 2 x 3. # nimero de la posicién polimérfica
comparada. I, nimero de iteraciones. P, probabilidad. BCN, Barcelona. TA, Ter Apel.
Significacién estadistica: * P < 0.05. ** P < 0.01. *** P < 0.001.

Al analizar la frecuencia del polimorfismo #1 se observa que es
significativamente diferente -mayor- (tabla 16) dentro de la ordenacién Os,y.g
que dentro de O, y O,,,. Mientras que entre Oy y O,,, la frecuencia de este
polimorfismo no difiere significativamente (ni en Barcelona, ni en Tér Apel ni
en ambas poblaciones agrupadas), existen diferencias altamente significativas
entre O, y Os.4,s y entre Osy y Osus (en Barcelona, en Ter Apel y en
ambas poblaciones agrupadas). La frecuencia del polimorfismo #11 también
resultd6 mayor dentro de la ordenacién O, aunque con una mayor

probabilidad asociada al test.

Se compararon las frecuencias de los polimorfismos por substituci6n
nucleotidica entre distintas ordenaciones cromosémicas (en una misma
- poblacién), con objeto de estudiar las posibles asociaciones entre
polimorfismos y ordenaciones (tabla 16). Para esta comparacién se utilizé el

test exacto de Fisher con dos colas.
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BARCELONA O, / O,,,

BARCELONA O, / Oy,

BARCELONA O, / Oy,

TER APEL

TER APEL

TER APEL

BCN + TA

BCN + TA

BCN + TA

Oy / Oy

Oy / Osans

03+4 / 0344-!-3

Oy / Oy

Oy / Osa4s

O3,4 / Ospau

.Comparaciones:

Comparaciones:

#
#1

Comparaciones:

#
#1

Comparaciones:

. 5
#21

Comparaciones:

#
#1
#11

Comparaciones:

#
#1

Comparaciones:

#
#12
#21
#27

Comparaciones:

_#
#1
#11

Comparaciones:

#
#1

12

12

11

14

12

Significativas:

Significativas:

P
0.0078 **

Significativas:

P
0.0125 *

Significativas:

P
0.0146 *

Significativas:

P
0.0001 *x**
0.0022 **

Significativas:

P
0.0180 *

Significativas:

P
0.0233 *
0.0106 *
0.0309 *

Significativas:
P

0.0000 ***
0.0007 **x

Significativas:

P
0.0001 *x**

(Tabla 16, continia)
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SANTIAGO Oy / O34  Comparaciones: 5  Significativas: 5

# p

#1 0.0083 **
#11 0.0083 **
#12 0.0032 **
#16 0.0000 ***
#21 0.0032 **

SANTIAGO Oy / O34,s Comparaciones: 3  Significativas: 3

#, P

#1 0.0000 ***
#11 0.0000 ***
#16 0.0267 *

SANTIAGO 03,4 / Oy,4,3 Comparaciones: 4  Significativas: 2

# P
#1 0.0014 **
#11 0.0014 **

Tabla 16. Comparacién entre distintas ordenaciones cromosomicas de la frecuencia de los
polimorfismos que segregan en cada ordenacién en la misma poblacién, mediante el test exacto
de Fisher con dos colas. Alin cuando se especifica el nimero de comparaciones efectuadas,
s6lo se indica el resultado de aquellas que han resultado significativas. # Nimero de la
posicién polimérfica. BCN, Barcelona. TA, Ter Apel. P, probabilidad. Significacién estadistica:
*P <005 **P<001. ***P<0.00l

En todas las poblaciones se detectaron asociaciones de algunos
polimorfismos con ordenaciones cromosdmicas (existencia de polimorfismos
cuyas frecuencias diferfan significativamente en distintas ordenaciones
cromosdémicas). Esta diferenciacién génica entre distintas ordenaciones
cromosémicas se observé tanto al considerar las poblaciones de Barcelona y
Ter Apel individualmente como en un "pool". En la poblacién de Santiago, las
diferencias en la frecuencia de los polimorfismos por substitucion nucleotidica

entre las distintas ordenaciones cromosémicas fueron altamente significativas.
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3.3.1.2 Distribucién por zonas funcionales

En la tabla 10 se ha indicado la distribucién por zonas funcionales
de las dianas de restriccién analizadas en las poblaciones de Barcelona, Ter
Apel, Tenerife y Santiago. En la regién 5’ se ha incluido toda la regién
flanqueante 5’ a la zona codificadora del gen rp49. En la regién 3’ se ha
incluido la regién flanqueante 3’ al gen rp49, sin incluir la regién que afecta

al gen serendipity.

En la regién 5’ del gen rp49 se han identificado 13 posiciones
polimérficas por substitucién nucleotidica (#1, #2, #4, #6, #7, #9, #11, #12,
#13, #14, #15, #16, #17). Nueve de los poli.morﬁsmos segregan en Barcelona,
6 en Ter Apel, 6 en Tenerife y 4 en Santiago. En la zona codificadora se han
observado 3 posiciones polimoérficas (#19 en el exén 1; #21 y #22 en el exén
2). Las posiciones #19 y #22 s6lo se encontraron en Tenerife y Ter Apel
respectivamente, mientras que la #21 se identific6 en todas las poblaciones
excepto la de Tenerife. En la regién 3’ del locus rp49 se identificaron 2
polimorfismos (#24 y #25). El #24 se identifico en todas las poblaciones
excepto en la de Santiago y el #25 tnicamente en la de Ter Apel. En el locus
serendipity de las poblaciones de Barcelona y Ter Apel, se identific6 una

posicién polimérfica (#27).

Se ha comparado el nimero de dianas monomoérficas y polimérficas
entre las regiones 5’ y codificadora, mediante el test exacto de Fisher con dos
colas, con objeto de analizar la distribucién por regiones funcionales de los
polimorfismos detectados (tabla 17). No se realizé la comparacién con la

regién 3’ ya que al ser esta region demasiado pequefia -la zona codificadora
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del locus serendipity se sitia a tan s6lo 213 pb del codén de terminacién del
locus rp49- se analizaron pocds dianas de restriccién. De las 5 comparaciones
realizadas, una para cada una de las 4 poblaciones y otra para el "pool" de
Barcelona y Ter Apel, sélo resulté significativa la efectuada en la poblacién
de Barcelona, aunque en todos los casos la frecuencia relativa de los

polimorfismos en la regién 5° fué mayor.

Poblaciones Comparacién P
BCN 5° | Codificadora 0.0245 *
TA 5’ /| Codificadora 0.4193
BCN + TA 5’ /| Codificadora 0.0769
TEN 5’ / Codificadora 0.1987
SAN 5" / Codificadora 0.3650

Tabla 17. Comparacion del nimero de dianas polimérficas-monomérficas entre distintas
regiones funcionales mediante el test exacto de Fisher con dos colas. BCN, Barcelona. TA, Ter
Apel. TEN, Tenerife. SAN, Santiago. P, probabilidad. Significacion estadistica: * P < 0.05.

3.3.2 POLIMORFISMOS POR INSERCION-DELECION

Se identificaron 8 polimorfismos por insercion-delecion en el
conjunto de las 4 poblaciones que se analizaron (tabla 18). El tamafio de las
inserciones-deleciones oscilé entre 1 y 12 pares de bases. En 5 de los
polimorfismos por insercién-delecién (#3, #8, #10, #20 y #26) se identificaron
mds de 2 tamaifios distintos en el mismo polimorfismo: 3 tamafios en el #8 y
#10; 5 en el #20 y #26 y 7 en el #3. Estos distintos tamafios pueden

corresponder tanto a diferentes inserciones o deleciones producidas en el
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fragmento en el cual se acotd el polimorfismo como a combinaciones de dos o
mds inserciones-deleciones. ‘Por lo tanto, varios de los distintos tamafios de los
polimorfismos por insercién-delecién, podrian en realidad corresponder a

polimorfismos diferentes.

De los 8 polimorfismos 5 fueron detectados en la regién 5’ (#3, #5,
#8, #10, #18), 1 en el intrén (#20) y 2 en la regién 3’ (#23 y #26). Dos de
los 5 localizados en la region 5° (#3 y #10) se observaron en las 4
poblaciones. El polimorfismo #5 fué detectado unicamente en la poblacién de
Barcelona y el #18 sélo en la de Ter Apel; cada uno de estos polimorfismos
fueron observados en sélo una linea. El polimorfismo #8 se detect6 tanto en la
poblacién de Ter Apel como en la de Santiago. En el intr6n de la unidad
transcripcional del locus rp49 se localizé un polimorfismo (#20) detectado en
las cuatro poblaciones analizadas. De los 2 polimorfismos identificados en la
regién flanqueante 3’, el #23 se detectd en una séla linea de la poblacién de

Barcelona y el #26 en todas las poblaciones excepto la de Santiago. .
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Barcelona Ter Apel Tenerife Santiago
n=49 n=54 n=54 n=54
# T a b a b a b a b
#3 +2 Ins 6 pb 1 0.02
+1 Ins 3 pb 2 0.04 3 0.06 2 0.04
- 6 0.12 15 0.28 1 0.02 11 0.20
-1 Del 3 pb 30 0.61 23 043 17 0.31 33 061
-2 Del 6 pb 5 010 4 0.07 1 0.02
-3 Del 9 pb 6 0.12 7 0.13 33 061 9 0.17
4 Del 12 pb 1 002 1 002
#5 + Del 4 pb 1 0.02
#8 +1 Ins1pb 1 0.02 9 017
-1 Del 1 pb 5 0.09 9 017
#10 +1 Ins1pb : 6 0.1
-1 Dellpb 9 0.18 4 0.07 2 0.04 9 0.17
#18 + Del5pb *
#20 +3 Ins 12 pb 2 0.04 9 017
+2 Ins 5 pb 29 059 29 0.54 44 0381 17 031
+1 Ins 4 pb 6 0.12 3 0.06 9 017
- 12 0.24 19 0.35 6 0.11 19 035
-1 Dell pb 2 004 1 0.02 4 0.07
#23 + Dellpb 1 002
#26 - 39 0.80 46 0.85 50 093 54 1.00
1 Dellpb 1 002 1 0.02 1 002
2 Del2pb 3 0.06 3 006
3 Del 3 pb 1 0.02 1 0.02
4 Del 5pb 5 0.10 3 006 3 006

Tabla 18. Frecuencias absolutas (a) y relativas (b) de los polimorfismos por insercién-delecién.
La localizacién nucleotidica exacta se indica en la tabla 4. #, nimero del polimorfismo. T,
numeracién de los distintos tamafios. El tamafio (aproximado) se indica en pares de bases. *
Polimorfismo detectado tinicamente en una de las 4 lineas que se afiadieron de la ordenacién
0,4 Ins, Insercién. Del, Delecién. Las diferencias de tamafio -de forma aproximada- respecto
a la secuencia publicada (Aguadé 1988a) se indican en pares de bases (pb).
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En la tabla 19 se indica la distribucién de las frecuencias de los
polimorfismos por insercion-delecién entre las tres ordenaciones cromosdmicas.
Aunque se observa que existe cierta heterogeneidad en la distribucién de las
frecuencias de las inserciones-deleciones entre poblaciones o entre ordenaciones
cromosomicas no se realizé ningiin test para comprobar la significacién

estadistica por dos motivos:

a) Cada uno de los tres polimorfismos en los que se han detectado solo dos
tamafios (polimorfismos mds informativos) se identificaron en un unico

individuo.

b) En el resto de polimorfismos pueden existir combinaciones de dos o m4s
inserciones-deleciones diferentes que formen un mismo tamafio y por tanto

que se hayan identificado como una tUnica variante.



"o8enues ‘NS Juaud], ‘NAL 1ody J9L ‘V] "Buodreq ‘NOg ‘[eNnsonu oyewe) ‘u -0omuwosowosd odnid ‘a0 -uorzeqod ‘qoq ‘edew
12 ua ugraisod ns eorpur 3 owstpounjod epeds ereq “esysounjod ugioisod 2p oxouUMU ‘i "uQ1R2p-ugioiasut Jod sowsrjiowrjod sof op BIN[OSQe BIOUANIAIY "6 ®IQEL

I 9 L L ¥
6 6 II 6 I LI 11 62 "0 NVS
6 6 6 6 6 6 81 o)
€ I 0S v 9 2% Z 9 I €€ LI 1 T 129 "0 N4L
8 4 9 I ¢ S § g
v €T ¥ T v L I z 1 € 9 ¢ €1 "o vi
I 9¢ LT 81¢ € S € v v1TUE 1 LE *0
8 1 €1 ¢ I z 9 g 5
S € 1 W I I S S 0Z 8 I € T ICE T 1£3 Y0 NOd
I 6 1% 9 1 € € € 01 e
vy €1 - + [-- 1++ ¢+ + - 1+ -1+ + e e - = I+ oF u PI0 qod
€9G1-61¥1 SIPI-CLET CE01-6L6 6S8-LIL 861 18¢ 0BE-£GE TSE-191 £91-19

9T 4 0T 81 01 8 S 3 #




122

3.4 VARIABILIDAD HAPLOTIPICA
3.4.1 HAPLOTIPOS POR SUBSTITUCION NUCLEOTIDICA

En las 215 lineas analizadas en las cuatro poblaciones se
identificaron 34 haplotipos al considerar tnicamente los polimorfismos por
substitucién nucleotidica (tabla 20): 17 haplotipos en la poblacién de
Barcelona, 15 en Ter Apel, 12 en Tenerife y 4 en Santiago (tablas 21, 22, 23
y 24). La numeracién de los haplotipos identificados al considerar dnicamente
los polimorfismos por substitucién nucleotidica se indicard precediendo el

simbolo § al nimero de haplotipo.

Los tres haplotipos més frecuentes (§1, §2 y §3) también fueron los
compartidos por mds poblaciones. Sélo se detecté un haplotipo compartido por
todas las poblaciones (§1), siendo en todas ellas el mds frecuente. Hubo 2
haplotipos compartidos por tres poblaciones (§2 y §3). El haplotipo §2,
segundo haplotipo mds frecuente en Barcelona y Ter Apel, figura compartido
por las poblaciones de Barcelona, Ter Apel y Tenerife. El §3 fué compartido
por las poblaciones de Barcelona, Ter Apel y Santiago (tercer haplotipo mds
frecuente en Barcelona y Ter Apel, y segundo en Santiago). En total, la
pobla(':ién de Barcelona comparte 8 haplotipos con la de Ter Apel, 3 con la de
Tenerife y 2 con la de Santiago. La poblacion de Ter Apel comparte 3
haplotipos con la de Tenerife y 2 con la de Santiago. Por ultimo, las

‘poblaciones de Tenerife y Santiago comparten sélo un haplotipo.
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Barcelona  Ter Apel Tenerife Santiago

#124679 11121314151617 1921 22242527 A B C A B C B A B C
§
1 R I e Y A i T T 6 11 1 19 3** 35 9 9
2 ++---+- -+ttt At - 2 4 5 7 4% 3 2
3 o R ot 2t g o o o 2 2 1 1 4 9 7
4 B I I ik s i o o o 1 1
5 SIE DR S TE R T S S 1 4
6 I o o A o T = 1 1
7 o e R b b ik i 1
8 S T SRR T b S S I S 1 1
9 R s o o o o S S SR S 1
10 T TR SR T R S o SR A 1
11 +4- -+ -+t ++- F+ + - 1
12 e R SR o ot S SO T 1 2%
13 B R R i i gt s 1 1
14 S IR S o ok sl o o S S 2
15 o Fu e G dbs bbb FEbbe - 2
16 e T L T T T 1
17 +H- -+ -+ttt et +- - - 1
18 I s il ot S S S 1 3
19 +4- -ttt F+ F+++- - 1
20 e & s R PPREH Fo ope s 1
21 T DR T R R ok 1
22 TR e I o 1
23 F4--=F-F+++++ +- ++- - 1
24 cH- -t - Ft bt FF - - 1
25 S LI R o o i I &
26 I T F++++ - - 2
27 ----- EAPIEIE T A I 2
28 B IR T T R T 1
29 ----- +--+++++ ++++- - 1
30 -------- +-+++ F+++- - 1
K ) e +++++ ++ ++- - 1
32 B S & =k gk o = 1
33 B = T T S 9
34 IR e o ok o o o T R 11

Tabla 20. Haplotipos identificados al considerar Gnicamente las substituciones nucleotidicas y
su distribucién por ordenaciones cromosdmicas y por poblaciones. #, Numero de la posicién
polimérfica. §, Niimero del haplotipo. A, O,; B, Os,4; C, Oy4,4. * Haplotipos correspondientes
a las 4 lineas que se afadieron de la ordenacién cromosémica 0,,4 en la poblacién de Ter

Apel.
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# 124 111213141517212427 O, O,,, Os..s Total
§ ’ n=10 n=31 n=8 n=49
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Tabla 21. Haplotipos de la poblacién de Barcelona, al considerar
tnicamente las substituciones nucleotidicas y su distribucién por
ordenaciones cromosémicas. #, Nimero de la posicién polimérfica,
§, Nimero del haplotipo.

# 1111213 15 1721 2224 2527 O, O,,0,,, Total

§ n=37 n=13 n=8 n=54
1 - - -+ + + 4+ + 4 - - 19 % T 20
2 + - -+ + + 4+ ++ - - 7 4* 3 13
3 ++ -+ + +4+ ++ - - 1 1 4 6
4 - - = -+ + 4+ ++ - - 1 1
5 - - -+ + + 4+ + 4+ -+ 4 4
6 - - -+ + -+ ++ -+ 1 1
7 +- -4+ + + 4+ ++ -+ 1 1
8 - - -+ 4+ ++ + - - - 1 1
9 - - -+ + + 4+ ++ + - 1 1
10 - - -+ 4+ ++ - + - - 1 1
11 +- -+ + -+ ++ - - 1 1
12 - - =+ o+ -+ + - - P 1
13 e T T S R 1 1
23 + - +4+ + +- ++ - - 1 1
24 -+ -+ + 4+ ++ - - 1 1

Tabla 22. Haplotipos de la poblacion de Ter Apel al considerar
inicamente las substituciones nucleotidicas y su distribucién por
ordenaciones cromosdmicas. * Haplotipos correspondientes a las 4 lineas
que se afiadieron de la ordenacion O, dichos haplotipos no se
consideran en el total poblacional. #, Nimero de la posicion polimérfica.
§, Nimero del haplotipo.



#0012 6 7 9 14 19 24 Os.s
§ n=54
1 - 4+ - -+ o+ o+ % 35
2 + + - -+ o+ o+ o+ 2
8 -+ - -+ o+ o+ - 1
18 “ s A - + - + + 3
25 -+ - -+ o+ -4 4
26 -+ - - -+ o+ o+ 2
27 S S 2
28 e + o+ 1
29 T S T 1
30 S S 1
31 T T 1
32 -+ o+ -+ 4+ 4+ o+ 1

Tabla 23. Haplotipos de la poblacién de Tenerife al considerar
tnicamente las substituciones nucleotidicas. #, Nimero de la
posicién polimérfica. §, Numero del haplotipo.

# 01 11 12 16 21 O, 0340:.; Total

§ n=18 n=29 n=7  n=54
1 < & 5 F & 9 9 18
3 o+ o+ 9 7 16
33 - - - - # 9 9
34 - -+ + - 11 11

Tabla 24. Haplotipos de la poblacién de Santiago al considerar
Gnicamente las substituciones nucleotidicas y su distribucién por
ordenaciones cromosémicas. #, Ndmero de la posicién polimérfica.
§, Nimero del haplotipo.
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.Se observaron varios haplotipos especificos en todas las poblaciones:

8 en Barcelona, 6 en Ter Apel, 8 en Tenerife y 2 en Santiago. A excepcién
de la poblacién de Santiago (con dos haplotipos especificos §33 y 8§34
identificados en 9 y 11 lineas respectivamente) los haplotipos especificos de

cada poblacién segregan a baja frecuencia.

Para comparar la distribucién de las frecuencias de los haplotipos
entre distintas poblaciones se realizaron simulaciones de Monte Carlo para
tablas de contingencia 2 x n (Lewontin & Felsenstein 1965), -tabla 25-. No se
detecté heterogeneidad entre las poblaciones continentales europeas (Barcelona
y Ter Apel) lo que permitié agruparlas. Al comparar el "pool" de estas
pobIaciones con la de Tenerife y con la de Santiago, asi como entre estas dos
Gltimas entre si, se detecté una heterogeneidad significativa. La comparacién
de las frecuencias de los polimorfismos por substitucién nucleotidica, habfa ya

revelado el mismo patrén de homogeneidad/heterogeneidad.

Poblaciones Comparaci6n T I P

BCN / TA Total / Total 24x2 10010 0.8012 £ 0.0040
BCN + TA / TEN Total / Total 32x2 12680 0.0000 + 0.0000 ***
BCN + TA / SAN  Total / Total 26 x 2 10050 0.0000 + 0.0000 ***
TEN / SAN Total / Total 15x2 10030 0.0000 £ 0.0000 ***

Tabla 25. Comparacién de la distribucién de las frecuencias de los haplotipos por substitucién
nucleotidica entre poblaciones, mediante simulaciones de Monte Carlo para tablas de
contingencia 2 x n. T, tamafio de la tabla. I, nimero de iteraciones. P, probabilidad.
Significacion estadistica: * P < 0.05. ** P < 0.01. *** P < 0.001.



127

3.4.1.1 Distribucion por ordenaciones cromosémicas

En la poblacién de Barcelona se identificaron 4 haplotipos en la
ordenacién cromosémica Oy, 15 en la O, y 3 en la Oy, En la poblacién
de Ter Apel se identificaron 10 haplotipos en la ordenacién O, 7 en la O, y
3 en la Oy En la poblacién de Santiago se detectaron 2 haplotipos en la

ordenacién O, 3 en la O,,4 y uno en la Oy,,,q. (tabla 26).

Poblaciones 0O, O34 Os,448 Total
Barcelona 4 15 3 17
Ter Apel 10 7 3 15
Barcelona + Ter Apel 10 17 4 24
Tenerife 12 12
Santiago 2 3 1 4
Total 11 27 4 34

Tabla 26. Distribucién del ndmero de haplotipos por substitucién nucleotidica entre
ordenaciones cromosémicas.

Para comprobar si existe o no homogeneidad en la distribucién
haplotipica entre diferentes poblaciones para cada una de las 3 ordenaciones
cromosémicas, se realizaron simulaciones de Monte Carlo para tablas de
" contingencia 2 x n (Lewontin & Felsenstein 1965), -tabla 27-. Ninguno de los
 tres tests realizados para comprobar la existencia de diferencias en la
‘distribucién haplotipica dentro de la misma ordenacién cromosémica entre las

poblaciones de Barcelona y Ter Apel resulté significativo (probabilidad minima
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del 44%). La no existencia de heterogeneidad permitié agrupar los haplotipos

de ambas poblaciones, dentro de cada ordenacién cromosémica.

Cuando se comparé la distribucién haplotipica de la poblacién de
Tenerife con la del "pool" de Barcelona y Ter Apel, para la ordenacién
cromosémica ;.4 se observaron diferencias altamente significativas
(P < 0.0001). También resultaron altamente significativos los tres tests
realizados (uno para cada ordenacién cromosémica) para comprobar si existia
heterogeneidad en la distribucién haplotipica de la poblacién de Santiago con
la del "pool” de Barcelona y Ter Apel (P < 0.0001 para O, P < 0.0001 para
0,4 P = 0.03 para O,,4,4).

Poblaciones Ordenaci6n T I P

BCN / TA O, 2x10 10020 1.0000 + 0.0000
BCN / TA Ose 2x17 10170 0.6952 + 0.0046
BCN / TA Ouieis 2x4 10150 0.4420 + 0.0049
BCN + TA / TEN Osi 2x26 10010 0.0000 + 0.0000 ***
BCN + TA / SAN O. 2x11 10010 0.0000 £ 0.0000 ***
BCN + TA / SAN Osia 2x18 10010 0.0000 + 0.0000 ***
BCN + TA / SAN Osia 2 x4 10020 0.0306 + 0.0017 *

Tabla 27. Comparacién de la distribucién de haplotipos por substitucién nucleotidica entre
distintas poblaciones mediante simulaciones de Monte Carlo para tablas _de_conu_ngemm 2 X 0.
T, tamafio de la tabla. I, nimero de iteraciones. P, probabilidad. Significacion estadlsu’ca:
*P< 005 * P < 0.01. *** P < 0.001. BCN, Barcelona. TA, Ter Apel. TEN, Tenerife.

SAN, Santiago.
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3.4.2 HAPLOTIPOS POR INSERCION-DELECION

Se detect6 un total de 55 haplotipos en las cuatro poblaciones (tabla
28): 23 en la poblacién de Barcelona, 28 en Ter Apel, 17 en Tenerife y 7 en
Santiago (tablas 29, 30, 31 y 32). La numeracién de los haplotipos
identificados al considerar tunicamente los polimorfismos por insercién-delecién

se indicard precediendo el simbolo §§ al mimero de haplotipo.

Se detectaron 2 haplotipos compartidos por todas las poblaciones
(881 y §82) -correspondiendo a los haplotipos mds frecuentes en Barcelona y
Ter Apel-. Ademds, hubo 3 haplotipos compartidos por las poblaciones de
Barcelona, Ter Apel y Tenerife; y 2 haplotipos compartidos por Barcelona, Ter
Apel y Santiago. En total la poblacién de Barcelona comparte 10 haplotipos
con la de Ter Apel, 6 con la de Tenerife y 4 con la de Santiago. La
poblacién de Ter Apel comparte 6 haplotipos con la de Tenerife y 5 con la de
Santiago. Por iiltimo, la poblacién de Tenerife comparte 2 haplotipos con la de
Santiago. Igual que los resultados obtenidos con los haplotipos identificados al
considerar sélo las substituciones nucleotidicas, los haplotipos por inserciones-
deleciones mds frecuentes tienden a estar compartidos entre poblaciones (con

excepcién de la poblacién de Santiago).
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Barcelona Ter Apel Tenerife Santiago

§ #3 5 8 10 18 20 23 26 ABC ABC B ABUC
1 1 - - - - ¥ - - 151 5 3 9 6
2 1 - - - - - . - 223 6 2 3 8 1
3 2 - - - - - < - 2 1
4 - - - - - ¥ - - 32 2 11
5 2 - - - - 42 - . 21 1 :
6 3 - - - - - - 3 1

7 3 - - - - ¥ - - 12 212 25

8 e s 11 1*

9 J owm owm oz o= 4l & s 1 1

10 +1 - - - - #2 - - 2 1

11 -1 - - a1 - #2 - 2 1

12 F = = & = e = a 2 1 1

13 N - S | 1

14 o T 2 1

15 R 2

16 -1 o- - - - #2 - 4 1 1 1

17 Q2 e ® s = ¥ e 2 1

18 TR S 3

19 e s 1

20 o I 1

21 10+ - - - 42 - 4 1

22 1 - - - - - - 4 1

23 = - -1 - +2 + - 1

24 S . 1

25 - e e = m e o om 4

26 T T T 2

27 +2 - - - - 42 - - 1

28 +1 - - - - - - - 2 1

29 - - - - - - -3 1

30 -1 - - - - 43 - - 1

31 T B 1

32 TR O I

33 5 I S 1

34 2 - a1 - - 42 - - 1

35 4 - - - - #2 - - 1

36 - - - - - +2 - 4 3%

37 d - = = = 42 = 2 1

38 3 - - - - 1 -2 1

39 d - - 1 - o+ - 1 1

40 2 R - g - +1 - 2 1

41 s N S 1 9
42 T 1*

43 3 - - - - 1 - P

44 - B B A

45 +1 - S N 1

46 e !

47 e 1

48 F = = = o= A2 = 4 1

49 3 - - o+ - #2 - - 3

50 3 - - 1 - 42 - - 1

51 N 1

52 4 - - ¥ - 2 - - 1

53 S - - +1 - 42 - = 1

54 g s df = om0 9
55 3 - - -1 - +3 - - 9

Tabla 28. Haplotipos identificados al considerar las insercjones-delecioncs. .‘}, 0,. B, O-H: G,
O, #, Nimero de la posicién polimérfica. §§, Nimero del haplotipo. * Haplotipos
correspondientes a las 4 lineas que se afiadieron de la ordenacién 0,,,; dichos haplotipos no se
consideran en el total poblacional.



0, O, 0444 Total
§§ #3 10 20 23 26 n=10 n=31  n=8 n=49
1 -1 - 42 - - 1 5 1 7
2 -1 - - - - 2 2 3 7
3 ) - - - - 1 1
4 - - 42 - - 3 2 5
5 -2 - 42 - - 2 1 3
6 -3 - - - 3 1 1
7 -3 - 42 - - 1 2 3
8 -1 -1 +1 - - 1 1 2
9 -1 - -1 - - 1 1
10 +1 - 42 - - 2 2
11 -1 -1 42 - 2 1 1
12 -3 - - - - 2 2
13 -1 -+l - 1 1
14 -1 -1 +2 - - 2 2
15 -1 - +#1 - - 2 2
16 -1 - 42 - 4 1 1
17 2 - 42 - 2 1 1
18 -1 -1 +2 - 4 2 2
19 = -1 -1 - - 1 1
20 -1 . - +1 - 2 1 1
21 -1 - 42 - 4 1 1
22 -1 - - - 4 1 1
23 -1 142+ - 1 1

Tabla 29. Haplotipos de la poblacién de Barcelona al considerar dnicamente
las inserciones-deleciones, y su distribucién por ordenaciones cromosémicas.
#, Niimero de la posicién polimérfica.
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§§ #3 8 10 18 20 26  n37 nO:f; 03;“ 1.:231
] d - - - - s 38
2 41z = = 5 = 6 2 8
3 2 e - = s oa 2 2
4 s % m o= ahs 2 2
5 2 - - - 42 - 1 1
7 R 2 1 2 5
8 -1 - -1 - 41 - 1*
10 +1 - - - +2 - 1 1
12 i T = A 1 1
14 q - a1 - 42 - 1 1
16 45 = = #0 8 1 1
24 - - -1 - 42 - 1 "1
25 s wm oW o = w 4 4
26 -1 - - - 2 2
27 B = e { e 1 1
28 - - - - - 2 2
29 . - - .3 1 1
30 Ad s = = 48 s 1 1
31 S 1 1
32 s df @ = = = 1 1
33 a4 -1 -1 - 42 - 1 1
34 2 -1 - - 42 - 1 1
35 4 - - - 42 - 1 1
36 ) 3% 2
37 -1 - - - 42 2 1 1
38 3 - - - 12 1 1
39 a4 s 4 s #1 1 1
40 . . - 412 1 1
41 d o#d s s 41 = 1 1
42 d - - o+ 42 - 1*
43 B s = s o i 1*

Tabla 30. Haplotipos de la poblacién de Ter Apel (Holanda) al considerar
tinicamente las inserciones-deleciones, y su distribucién por ordenaciones
cromosémicas. * Haplotipos correspondientes a las 4 lineas que se
afiadieron de la ordenacién O,,4; dichos haplotipos no se consideran en el

total poblacional. #, Nimero de la posicién polimérfica.
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88 #3 10 20 2 nesd
1 -1 - 42 - 9
2 ) - = 3
7 3 - 2 - 25
9 -1 a1 - 1
12 3 - - - 1
16 -1 - +2 4 1
28 +1 - - - 1
44 3 -1 - - 1
45 +1 - -1 - 1
46 1 - -1 4 1
47 = - = [ 1
48 3 - 42 4 1
49 3+l 42 - 4
50 3 -1 42 - 1
51 4 - 421 1
52 4 +1 +2 - 1
53 d i & - 1

Tabla 31. Haplotipos de la poblacion de Tenerife al
considerar unicamente las inserciones-deleciones. #,
Nimero de la posicién polimérfica.

Ou 0}.4 03_.4,..3 TOta.l

§8 # 3 8 10 20 n=18 n=29 n=7 n=54
1 -1 - - +2 6 6
2 4 s e = 8 1 9
3 2 - - - 1 1
3 - - - w2 11 11
41 -1 +1 - +1 9 9
54 d el = 9 9
55 3 - -1 43 9 9

Tabla 32. Haplotipos de la poblacién de Santiago al considerar dnicamente
las inserciones-deleciones,

y

su

distribucién

cromosémicas. #, Nimero de la posicién polimérfica.

por

ordenaciones
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3.4.2.1 Distribucion por ordenaciones cromosémicas

En la poblacion de Barcelona se identificaron 6 haplotipos (al
considerar inicamente las inserciones-deleciones) en la  ordenacién
cromosomica Oy, 20 en la Oy, y 5 en la Oy,4,5. En la poblacién de Ter Apel
se identificaron 20 haplotipos en la ordenacién O,, 11 en la Os,4 y 4 en la
O;.4.3- En la poblacién de Santiago se detectaron 2 haplotipos en la

ordenacién O, 4 en la O;,, v 2 en la O,,,,; (tabla 33).

Poblaciones O, O34 O3,4.8 Total
Barcelona 6 20 5 23

Ter Apel 20 11 4 28 (31)
Barcelona + Ter Apel 21 28 6 41 43)
Tenerife 17 S 17
Santiago 2 4 2 7
Total 23 41 6 53 (55)

Tabla 33. Distribucién del nimero de haplotipos por insercién-delecion entre ordenaciones
cromosémicas. Entre paréntesis nimero de haplotipos al considerar las 4 lineas de la
ordenacién cromosomica O,,, que se afiadieron a la poblacién de Ter Apel.
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3.4.3 HAPLOTIPOS POR SUBSTITUCION NUCLEOTIDICA E
INSERCION-DELECION

Si tenemos en cuenta tanto los polimorfismos por insercién-delecién
como por substitucién nucleotidica el nimero total de haplotipos asciendé a 96
(tabla 34): 36 en Barcelona, 43 en Ter Apel, 23 en Tenerife y 8 en Santiago
(tablas 35, 36, 37 y 38). La numeracién de los haplotipos identificados al
considerar tanto las substituciones nucleotidicas como las inserciones-deleciones

se indicard precediendo el simbolo §§§ al nimero de haplotipo.

No se identific6 ningin haplotipo compartido por todas las
poblaciones. Se idcntificaroﬁ 2 haplotipos c;)mpanidos por las poblaciones de
Barcelona, Ter Apel y Tenerife y otros 2 entre Barcelona, Ter Apel y
Santia_lgo. En total la poblacién de Barcelona comparte 9 haplotipos con la de
Ter Apel, 3 con la de Tenerife y 2 con la de Santiago. La poblacién de Ter
Apel comparte 3 haplotipos con la de Tenerife y 4 con la de Santiago. Sin
embargo, la poblacién de Tenerife no comparte ningin haplotipo con la de

Santiago.

Es interesante destacar que mientras en la poblacién de Barcelona el
haplotipo con mayor frecuencia se observé en 4 lineas (considerando tanto
inserciones-deleciones como substituciones nucleotidicas) y en 3 lineas en Ter
Apel, en Tenerife se detecté un haplotipo en 18 lineas y otro en 7. Asimismo,
casi todos los haplotipos de la poblacién de Santiago segregan a una alta

frecuencia: un haplotipo observado en 11 lineas, 3 haplotipos en 9 lineas cada

uno, un haplotipo en 8 y otro en 6.
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(Tabla 34, continia)
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eotidicas como las inserciones-deleciones. A, O,. B, 03,4 C, 03,44 * Haplotipos

correspondientes a las 4 lineas de la ordenacién O, que no forman parte de la muestra poblacional de Ter Apel.

Tabla 34. Haplotipos identificados al considerar tanto las substituciones nucl
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. Oy 03,405.4,5 Total
§§§ #1 23 45 10 11121314151720 2123242627  n=10 n=31 n=8 n=49

1 + 4+ -2 - - - - -+ S+t -+ - - 1 1
2 S R T i I i T 7 TR S 2 2 4
3 I A T T T . S i, 2 2
4 S e B T s i S S S 1 1 2
5 S T T S S S "1 1
6 + 4+ <1 - - - - -+ ++ - F -+ - - 1 1 2
7 -+ 3 - - - - -+ 4+ 4+ - -+ 3 1 1
8 S . = . I S/ S S 1 1
9 ++ 3 - - - - -+ +++ A2+ - - - 1 2 3
10 + + -1 - - - 4+ -+ F -+ - 4= - 1 2 3
11 + 4+ -1 - - - - - 2+ - - 2 1 3
12 + 4+ -1 - - -1 - - + + + + 4+ + - + - - 1 1
13 -+ -1 - - - - -+ + ++ -1+ -+ - - 1 1
14 + 4+ -1 - - - -+ o+ + 2 - -+ - 4 1 1
15 -+ -1 - - - - -+ + -+ 42+ -+ - - 1 1
16 + + 4+l - - - - -+ o+ + 42+ - - - - 1 1
17 -+ -1 - - 1 - -+ A2+ -+ 2 - 1 1
18 I S B T S e ST S 1 1
19 CEEE S B A S I P S P 2 2
20 -+ -1 - - -« -+ -+ + ]l + -+ 1 - 1 1
21 -+ -1 - - -1 - -+ 4+ 4+ -+l + -+ - - 1 1
22 =+ -l - - il - - A2+ -+ - - 1 1
23 =+ 2 - - - -+t -+ A2+ -+ - - 1 1
24 + 4+ =1 = = = - - + 4+ - + +1 + - + - - 1 1
25 =4 =l - - - - - A2+ -+ 4 - 1: 1
26 + 4+ +1 - - - + - + + 4+ + 42 - - + - - 1 1
27 + 4+ 2 - - - - -+ e+ A+ A2+ -+ 2 - 1 1
28 -+ -1 - - -1 -+ 4+ 4+ + 4+ 42+ - +4 - 1 1
29 R S B e i i T ST 1 1
30 -+ -l - - - -+ -+ + L+ -+ 2 - 1 1
31 T S . T R 1 1
32 - el + 4+ -+ - A2+ -+ 4 1 1
33 ++ -1 - - - + - ++++- +- +4 - 1 1
34 -+ -1 - - -1 - -+ 2 - - - 1 1
35 T T T S ) B 1 1
36 =+ -l - - -1 - -+ 2+ -+ 4 1 1

Tabla 35. Haplotipos de la poblacién de Barcelona al considerar tanto las substituciones
nucleotidicas como las inserciones-deleciones y su distribucién por ordenaciones cromosomicas.

#, Nimero de la posicién polimérfica.
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y su distribucién por ordenaciones cromosomicas.

Ter Apel al considerar tanto las substituciones
* Haplotipos correspondientes a las 4 lineas que se afiadieron de la ordenacién O,; dichos

haplotipos no se consideran en el total poblacional. #, Nimero de la posicién polimérfica.

Tabla 36. Haplotipos de la poblacion de
nucleotidicas como las inserciones-deleciones
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. 03-!-4
88§ #1 2 3 6 7 9 10 14 19 20 24 26 n=54
4 - + -1 - - + - + + +2  + - 7
11 + + -1 - - + - + + +2 o+ - 2
25 - + -1 - - + - + + +2 + 4 1
52 - + -3 - - + - + + +2  + - 18
74 - + -3 - - + -1+ + - + - 1
75 - + 3 - - - - + O+ +2 o+ - 1
76 -+ -1 -+ o+ - -+ -+ - 1
77 - + +1 - - + - + + -1+ - 1
78 - - -1 - - + - + + -1+ 4 1
79 - o+ - - -+ -+ o+ 1+ - 1
80 - + 3 - - + - + - +2  + - 4
81 - + 3 - - + - - + +2 o+ - 2
82 - - 3 - - - - - + - + - 1
83 - + -3 - - + - + + +2  + 4 1
84 - + 3 - - + +1  + + +2  + - 3
85 - + -1 - - - - + + -1+ - 1
86 - + 3 - - + -1+ + +2  + - 1
87 - - -1 - - - - + + +2 o+ 1 1
88 - + 3 - - + +1  + + +2 - - 1
89 - + +1 - - + - - + - + - 1
90 - + 4+ - + +1 + + +2  + - 1
91 - - -1 - - + - - + - + - 2
92 - + -1 - - + +1  + + +2 4+ - 1

Tabla 37. Haplotipos de la poblacién de Tenerife al considerar tanto las substituciones
nucleotidicas como las inserciones-deleciones. #, Nimero de la posicién polimérfica,

0, Os. O, Total

§8¢ #1 3 8 10 11 12 16 20 21 n=18 n=29 n=7  n=54
10 + -1 - - + - + - + 1 1
18 - -1 - - - - + - + 8 8
40 - 2 - - - - + - + 1 1
62 + -1 - - + - + +2 o+ 6 6
93 e < Sk & = & = s + 9 9
94 - 3 - -1 - - + +3 o+ 9 9
95 - = - - - + o+ 42 - 11 11
96 + -1 +1 - + - + +1 o+ 9 9

Tabla 38. Haplotipos de la poblacion de Santiago al considerar tanto las substituciones
nucleotidicas como las inserciones-deleciones y su distribucién por ordenaciones cromosomicas.

#, Niimero de la posicién polimérfica.
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En la poblacién de Barcelona, al considerar tanto las inserciones-

deleciones como las substituciones nucleotidicas, se detectaron 8 haplotipos en

la ordenacion cromosémica Oy, 28 en la Osy y 6 en la Osyq En la

poblacién de Ter Apel se identificaron 31 haplotipos en la ordenacién O, 11

en la Oy, y 6 en la O,,44 En la poblacién de Santiago se detectaron 2

haplotipos en la ordenacién O, 4 en la O;,, y 2 en la Oy, (tabla 39).

Poblaciones O, O34 O3,4.8 Total
Barcelona 8 28 6 36

Ter Apel 31 11 6 43 (46)
Barcelona + Ter Apel 35 39 9 - 70 (73)
Tenerife 23 23
Santiago 2 4 2 8
Total 37 62 9 93 (96)

Tabla 39. Distribucién del nimero de haplotipos por substitucion nucleou'fiica e insc{cién-
deleci6n entre ordenaciones cromosomicas. Entre paréntesis nimero de haploEpos al considerar
las 4 lineas de la ordenacién cromosomica O,,, que se afiadieron a la poblacion de Ter Apel,
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3.5 IDENTIFICACION DE SUCESOS RECOMBINACIONALES

Algunos de los sucesos recombinacionales ocurridos en la historia de
una regién determinada pueden detectarse analizando las posiciones
nucleotidicas polimérficas. La presencia de pares nucleotidicos discordantes (un
par nucleotidico es discordante cuando existen las cuatro posibles
combinaciones nucleotidicas ++, +-, -+ y --) evidencian la existencia de por lo
menos un suceso recombinacional en el caso de no existir mutacién recurrente
(Hudson & Kaplan 1985). En la poblacién de Barcelona se identificaron 11
pares nucleotidicos discordantes de los 28 posibles; 5 de 10 en Ter Apel; 3 de |
10 en Tenerife y ninguno de las 10 comparaciones realizadas en Santiago. En
el conjunto‘ de las poblaciones ;:le Barcelona y Ter Apel se identificaron 13

pares nucleotidicos discordantes de los 45 posibles.

Sin embargo, el nimero de sucesos recombinacionales puede ser
menor que el nimero de pares nucleotidicos discordantes (por ejemplo: un
suceso recombinacional que ocurra entre 2 haplotipos que difieran en mds de 2
posiciones polimérficas puede generar méds de un par nucleotidico discordante).
Una herramienta muy util como ayuda en la identificacion de los sucesos
recombinacionales es la construcciéon de una red de haplotipos (C. Stephens,
comunicacién personal). A partir del conocimiento de las posiciones
nucleotidicas que eran discordantes y bajo la suposicion de que no existe
mutacién recurrente, se construyé una red, conectando en primer lugar los
haplotipos que diferian por un sélo cambio (substitucién nucleotidica).
Posteriormente, se conectaron también aquellos haplotipos que diferian por dos

o mds substituciones nucleotidicas (indicado en la figura con un asterisco).
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Se construyeron 2 redes de haplotipos (figuras 12 y 13). En la figura

12 se conectaron los haplotipes de cada ordenacién cromosémica de las tres
poblaciones que presentaron los tres grupos de ordenaciones (Barcelona, Ter
Apel y Santiago), con objeto de: a) identificar posibles sucesos
recombinacionales. b) Estudiar las conexiones de los haplotipos de la
poblacién de Santiago respecto a las poblaciones europeas continentales

(Barcelona y Ter Apel).

En la figura 13 se conectaron los haplotipos de la ordenacién
cromosémica Oi,, de las 4 poblaciones estudiadas con el objetivo de
identificar posibles sucesos recombinacionales y de estudiar las conexiones y

diferenciacién de los haplotipos de la poblacién de Tenerife.

En los diagramas resultantes (figuras 12 y 13) se pueden observar
figuras poligonales de 4 o mds lados (con un haplotipo en cada vértice). Cada
una de las figuras poligonales evidencia un suceso recombinacional. Cada una
de las figuras de 4 lados muestran un par nucleotidico discordante y un suceso
de recombinacién. En cambio las figuras de mds de 4 lados evidencian mds de
un par nucleotidico discordante pero un sélo suceso recombinacional. Por
ejemplo en la figura 12 se observa un cuadrilitero cuyos vértices son los
haplotipos §1, §18, §21 y §15. El haplotipo §1 (-+) difiere del §18 (--) por el
polimorfismo #14 (posicién 641) y del §21 (++) por el polimorfismo #12
(posicién 537). Por su parte el haplotipo §18 (--) difiere del §15 (+-) por el
polimorfismo #12 y cierra el cuadrildtero el haplotipo §15 (+-) que difiere del
§21 (++) por el polimorfismo #14. En el caso de que uno de los
polimorfismos (#12 o #14) no se halla originado dos veces independientemente

(mutacién recurrente o paralela) la figura patentiza la existencia de un suceso

recombinacional entre las posiciones 537 y 641.
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Figura 12. Red de haplotipos (considerando inicamente las substituciones nucleotidicas) para el
"pool” de Barcelona y Ter Apel y la poblacién de Santiago, construido suponiendo que no
existe mutacién recurrente (ver texto). La superficie de cada circulo es proporcional a la
frecuencia del haplotipo dentro de cada ordenacién cromosémica. Dos haplotipos conectados
difieren por una séla substitucién nucleotidica excepto los marcados con un asterisco que
difieren por 2 o méds cambios. Los circulos superpuestos indican haplotipos compartidos por
diferentes ordenaciones cromosOmicas y/o diferentes poblaciones. Los nimeros indican el
nimero de haplotipo (§). La estructura y el nimero de cada haplotipo s¢ muestran en la tabla
20. H, hipotético.
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Figura 13. Red de haplotipos (considerando tinicamente las substituciones nucleotidicas) para la
ordenacién O,,, de las poblaciones de Barcelona, Ter Apel, Tenerife y Santiago, construido
. suponiendo que no existe mutacién recurrente (ver texto). La superficie de cada circulo es

proporcional a la frecuencia del haplotipo dentro de la ordenacién cromosémica. Dos
haplotipos conectados difieren por una séla substitucién nucleotidica excepto los marcados con
un asterisco que difieren por 2 cambios. Los circulos superpuestos indican haplotipos
compartidos por diferentes poblaciones. Los nimeros indican el nimero de haplotipo (§). La
estructura y el nimero de cada haplotipo s muestran en la tabla 20. H, hipotético (poblacién
de Barcelona o Ter Apel).
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Para interpretar la existencia del haplotipo §23, en l.as poblaciones de
Barcelona y Ter Apel, sc-m necesarios dos sucesos recombinacionales: uno
entre los haplotipos §12 y §21 (figura 12) que originarfa el haplotipo §34
(haplotipo que sin embargo no se detect6 en dichas poblaciones, aunque si fué
identificado en la poblacién de Santiago); y otro suceso recombinacional entre
el haplotipo §34 y el §2 que originaria el haplotipo §23. También es necesaria
la existencia de un haplotipo intermediario (no detectado) entre los haplotipos
§24 y §22 ya que estdn conectados por 2 cambios nucleotidicos (#2 y #4);
este haplotipo intermediario se ha denominado H o hipotético por no haberse

encontrado en las poblaciones analizadas.

Tras el andlisis de la figura 12, se identificaron 11 posibles sucesos
recombinacionales en las poblaciones de Barcelona y Ter Apel: uno dentro de
la ordenacién cromosémica O, 6 dentro O;,4, 3 sucesos entre las ordenaciones
O, ¥y O34, y uno entre Oy, y 05,43 Si el origen de las inversiones
cromosémicas es tnico, s6lo podria existir un haplotipo conipartido entre cada
2 ordenaciones cromosémicas (el haplotipo que quedé inmerso en el segmento
que sufrié la inversién). En cambio, se observa que entre las ordenaciones
cromosémicas O, y O, existen 4 haplotipos compartidos (§1, §2, §3 y §4);
por lo tanto, es necesaria la existencia de al menos 3 sucesos
recombinacionales mds para explicar estos haplotipos compartidos. Igualmente
para explicar los tres haplotipos compartidos entre la ordenacién cromosémica

0,43 con Oy, y O, (81, §2 y §3) es necesario suponer la existencia de al

menos otros dos sucesos recombinacionales.

El patrén de conexi6n de los haplotipos de la poblacion de Santiago

fué ostensiblemente diferente al presentado por las poblaciones de Barcelona y
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Ter Apel. En la poblacién de Santiago sélo se identificaron 4 haplotipos (§1,
§3, §33 y §34). El haplotipo- §33 se conecta con el §1 a través de un sélo
polimorfismo -#16- (ordenacién O,). En cambio, para conectar el haplotipo §3
con el §1 es necesario suponer dos cambios (#1 y #11) y para la conexién del
§1 con el §34 otros dos (#12 y #21) sin existir en esta poblacién los 2

haplotipos intermediarios el (§2 6 §24) y el (§12 6 §21) respectivamente.

En la figura 13 se observa que los haplotipos de Tenerife tienden a
estar agrupados entre ellos, aunque existen tres haplotipos compartidos entre
Tenerife y las poblaciones de Barcelona y Ter Apel, §1, §2 y §18; sin
embargo, los haplotipos §1 y §2 segregan a distinta frecuencia en las
poblacmncs de Barcelona y Tcr Apel que en Tenerife. Se identificaron 3
sucesos recombinacionales entre los haplotipos de Tenerife y dos sucesos entre
haplotipos de esta poblacién y los de las poblaciones continentales europeas
(entre los haplotipos §1, §2, §17 y §8; y entre §1, §24, §H, §22 y §29). Uno
de estos dos tltimos sucesos. (evidenciado por los haplotipos §1, §2, §17 y §8)
ya habia sido identificado, ya que el haplotipo §8 también estd presente en la

poblacién de Ter Apel (aunque en la ordenacién cromosémica Og).
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3.6 ESTIMACION DE LA VARIABILIDAD GENETICA

3.6.1 DIVERSIDAD HAPLOTIPICA

Se calcul6 el indice de diversidad haplotipica propuesto por Nei &
Tajima (1981) separadamente para los haplotipos identificados al considerar los
polimorfismos por substitucién nucleotidica, por insercién-delecién y para
haplotipos identificados al considerar ambos tipos de polimorfismo (tabla 40).
Este indice refleja no unicamente el nimero de haplotipos sino también la
frecuencia relativa de los mismos. La estimacién de este indice es mayor
cuando se consideraron los haplotipos por insercién-delecién que por
substitucién nucleotidica. Al comparar los indices de diversidad haplotipica de
las poblaciones de Barcelona y de Ter Apel se constata una elevada
similaridad (0.8163 respeto a 0.7980 para substitucién nucleotidica; 0.9456
respecto a 0.9462 para insercién-delecién y 0.9838 respecto a 0.9909 para el
total). Las estimaciones para la poblacién de Santiago fueron ligeramente
menores (0.7456, 0.8504 y 0.8560, respectivamente). En la poblacion de
Tenerife se observé el menor indice de diversidad haplotipica para
polimorfismos por substitucién nucleotidica (0.5759) siendo los indices para
polimorfismos por insercién-delecion y para el total (0.7589 y 0.8700
respectivamente) también menores que los presentados por las poblaciones

continentales europeas.
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n Insercién/delecién Subst. nucl. Ins/del + Subst.nucl.

BCN

Total 49 0.9456 + 0.0159 (23) 0.8163 + 0.0431 (17)  0.9838 + 0.0080 (36)

Oy, 10 08889 £0.0754 (6) 0.6445 + 0.1518 (4) 0.9556 + 0.0594 (8)

O34 31 09634 £ 0.0193 (20) 0.8624 + 0.0535 (15) 09935 £ 0.0100 (28)

Os,44s 8 0.8571 £0.1083 (5) 0.6071 £ 0.1640 (3)  0.9286 + 0.0844 6)
TA

Total 54 0.9462 + 0.0162 (28)  0.7980 + 0.0393 (15)  0.9909 + 0.0055 (43)

Oq 37 09459 £0.0198 (20) 0.7027 £ 0.0700 (10)  0.9910 + 0.0083 (31)

O34 13* 09615 + 0.0496 (11)  0.8718 £ 0.0670 (7) 0.9615 + 0.0496 (11)

Os,48 8 ' 0.8214 + 0.1007 (4) 0.6786 +£0.1220 (3) 0.9286 = 0.0844 (6)
BCN + TA

Total 103 0.9448 £ 0.0114 (41)  0.8020 = 0.0294 (24) 0.9874 + 0.0039 (70)

O, 47 09371 £0.0175 (21) 0.6790 £ 0.0637 (10)  0.9870 £ 0.0070 (35)

0,,4 44* 09757 £ 0.0106 (28) 0.8647 + 0.0387 (17) 0.9937 £ 0.0067 (39)

0;,4,516 0.8167 £ 0.0571 (6) 0.6417 £ 0.0809 (4) 0.9083 £ 0.0479 (9)
TEN

Total 54 0.7589 + 0.0548 (17)  0.5759 £+ 0.0792 (12)  0.8700 £ 0.0380 (23)
SAN

Total 54 0.8504 £ 0.0131 (7) 0.7456 £ 0.0211 (4) 0.8560 % 0.0141 (B)

O; 18 0.5294 + 0.0404 (2) 0.5294 £ 0.0404 (2) 0.5294 £ 0.0404 (2)

O34 29 0.7069 £ 0.0341 (4) 0.6872 £ 0.0264 (3) 0.7069 + 0.0341 (4)

Os,4.5 7 0.2857 £0.1964 (2)  0.0000 (1) 02857 £0.1964 (2)

Tabla 40. Estimacion de la diversidad haplotipica mediante el estimador h (Nei & Tajima
1981) y su distribucién por ordenaciones cromosémicas. En paréntesis se indica el nimero de
haplotipos. n, tamafio de la muestra. BCN, Barcelona. TA, Ter Apel. TEN, Tenerife. SAN,
Santiago. * Tamaiio muestral considerando las 4 lineas de la ordenacién cromosémica O,,, que

afladieron a la poblacién de Ter Apel.
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3.6.1.1 Distribucion por ordenaciones cromosémicas

Se observaron diferencias notables al comparar los valores del fndice
de diversidad haplotipica entre las distintas ordenaciones cromosémicas. En las
poblaciones europeas, la ordenacién cromosémica O, presenté los valores
mds bajos y la ordenacién O,,4 los mds altos. (Excepto para la poblacién de
Ter Apel cuando se compara la ordenacién O,,, con la O, al considerar todo
tipo de polimorfismo). En el conjunto de las poblaciones de Barcelona y Ter
Apel también se observé la menor diversidad haplotipica en la ordenacién
cromosémica O, y la mayor en la ordenacién O, Igualmente, la
ordenacién cromosémica O3 de la poblacién de Santiago present6 una

diversidad haplotipica mds baja y la O,,, la mds alta.

3.6.2 HETEROZIGOSIDAD POR NUCLEOTIDO

Se estimé la heterozigosidad por nucledtido mediante tres
estimadores diferentes: H (Engels 1981), n (Nei & Tajima 1981) y 6 (Hudson
1982) -tabla 41-. Los estimaciones de la heterozigosidad por nucleétido por los
dos primeros estimadores normalmente dieron valores muy coincidentes, a
diferencia de la obtenida por el estimador de Hudson que resulté bastante
diferente (normalmente mayor). Este estimador, a diferencia de los otros dos,
presupone neutralidad (quizds exista alguna desviacion de la neutralidad). El
estimador de Engels (1981) asume que los polimorfismos nucleotidicos estdn
en equilibrio de ligamiento. El estimador de Nei & Tajima (1981), debido a
que no presupone ni neutralidad ni equilibrio de ligamiento entre posiciones
polimérficas y que es el mds utilizado en la bibliografia, fué el estimador mds

utilizado en las comparaciones.
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n H n 0 FR (NR)

BCN

Total 49  0.00498 £0.00059 0.00505+0.00066 0.01014 £0.00292 (+0.00442)

O 10 0.00289+£0.00092 0.00292+£0.00095 0.00412 +£0.00238 (+ 0.00325)

O34 31 0.00589+£0.00083 0.00598 £0.00090 0.01149 £0.00331 (£ 0.00539)

Os.53 8 0.00206+0.00080 0.00207 £0.00069  0.00293 +0.00207 (£ 0.00270)
TA

Total 54  0.00408 £0.00047 0.00412+0.00044 0.00895 £0.00269 (+ 0.00393)

O, 37 0.00311£0.00053 0.00314 £0.00049 0.00710+£0.00251 (+0.00354)

Oy, 13*  0.00468 £0.00086 0.00474 £0.00081 0.00601 £0.00269 (+ 0.00398)

Oz 8 0.00248 £0.00061  0.00251£0.00064  0.00293 £0.00207 (+0.00270)
BCN + TA

Total 103  0.00448 £0.00037 0.00454 £0.00039 0.00993 +£0.00265 (+ 0.00381)

O, 47 0.00302£0.00046 0.00304 £0.00044 0.00665 £0.00235 (+ 0.00322)

0,4 44* 0.00553+£0.00064 0.00561+0.00068 0.01043 £0.00301 (+0.00462)

Ospg 16 0.00227+£0.00052 0.00229+0.00046  0.00333 £0.00192 (+0.00245)
TEN

Total 54  0.00272£0.00048 0.00278 £0.00052 .0.00642 +0.00227 (£ 0.00306)
SAN

Total 54  0.00554 £0.00042 0.00563 £0.00040 0.00386 £0.00173 (£ 0.00212)

Oq 18  0.00168 £0.00000 0.00168 £0.00013 0.00109 £0.00109 (£ 0.00119)

05 29 0.0057310.00033 0.00582+0.00041 0.00362 £0.00181 (z 0.00226)

Os4ss 7 0.00000 0.00000 0.00000

- Tabla 41. Distribucién de Ila heterozigosidad por nucledtido de la regién rp49 entre
ordenaciones cromosémicas. H (Engels 1981), © (Nei & Tajima 1981). 9' (Hudson 1982); FR
error standard asumiendo que exista recombinacién libre y NR asumiendo que no exista
recombinacién. n, tamafio de la muestra. BCN, Barcelona. TA, Ter Aml. TEN, Tcpenfe. SAN,
Santiago. * Tamafio muestral considerando las 4 lineas de la ordenacién cromosémica O, que

afiadieron a la poblacién de Ter Apel.
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La estimacion de la heterozigosidad por nucleétido para el total

poblacional de la poblacién de Barcelona fué de 0.00505 (Nei & Tajima

1981). Con el mismo estimador se obtuvo un valor de 0.00412 para la

poblacién de Ter Apel, 0.00278 para Tenerife y 0.00563 para Santiago. Al
agrupar las poblaciones de Barcelona y Ter Apel la estima fué 0.00454.

3.6.2.1 Distribucion por ordenaciones cromosomicas

Al comparar las estimaciones de la heterozigosidad por nucleétido de
diferentes ordenaciones cromosémicas se observé (tabla 41), al igual que
cuando se compararon los indices de diversidad haplotipica, que la ordenacién
cromosémi.ca 0;,4,3 presenté lo‘s valores mds bajos y la ordenacién O,,, los
mds altos. En la poblacién de Ter Apel, sin embargo, la estimacién de la
heterozigosidad por nucleétido de la ordenacién O,,, por el estimador de
Hudson fué menor que la de O,. Esta menor heterozigosidad es debida a que
en la ordenacion O, de la. poblacion de Ter Apel, a diferencia de lo que
ocurre en la poblacién de Barcelona, existen varios polimorfismos para los que
la variante mds rara estd presente en una sbéla linea. Estos polimorfismos
tnicos hacen aumentar la estima ya que el estimador de Hudson no tiene en

cuenta las frecuencias de los polimorfismos, sino el nimero de los mismos.

La estimacién de la heterozigosidad por nucleétido para la poblacién
de Barcelona segiin el estimador de Nei & Tajima (1981) fué de 0.00292 para
la ordenacién cromosémica O, 0.00598 para O, y 0.00207 para O, Para
la poblacién de Ter Apel los valores fueron de 0.00314, 0.00474 y 0.00251,

para las ordenaciones Oy, Os,4 ¥ O34y, Tespectivamente. Cuando se agruparon

estas dos poblaciones las estimaciones fueron de 0.00304, 0.00561 y 0.00229.
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En la poblacién de Santiago la estima fué de 0.00168 para la ordenacién O, y
0.00582 para la ordenacién Oj,4. La ordenacién O,,4,s presenté un valor de 0

ya que en esta ordenacién no segregaba ningiin polimorfismo.
3.6.2.2 Distribucion por zonas funcionales

En la tabla 42 se presentan las estimaciones de la heterozigosidad
por nucledtido distribuidas en las tres zonas funcionales en las que se dividié
la region rp49. La region codificadora presenté siempre valores menores que
los obtenidos en la§ regiones 5’ y 3’ (excepto en la regién 3’ de la poblacién
de Santiago en la que no se detecté ningin polimorfismo). Tanto con los
estimadores de Engels como de Nei y Tajima la estima de la regién 5’ fué
siempre superior a la de la regién 3’. La heterozigosidad de la regién 3’
estimada mediante el estimador de Hudson fué superior a la de la regién 5’ en
las poblaciones de Ter Apel y Tenerife. Sin embargo, debido a que en la
region 3’ se estudiaron pocas dianas de restriccién, la estima de la

heterozigosidad de esta regién presenta un error standard importante.
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n H n 0 FR  (NR)
BCN

Regién 5 49 0.00929+0.00114 0.00956+0.00125 0.01751 £0.00583 (+ 0.00818)
Codificad. 49 0.00098 £0.00051 0.00103+0.00053 0.00221 £0.00221 (+0.00233)
Region 3' 49 0.00171 £0.00167 0.00228 £0.00216 0.01284 +0.01284 (+0.01351)
TA

Regién 5’ 54  0.00647 £0.00076 0.00657£0.00076 0.01105 £0.00451 (0.00573)
Codificad. 54 0.00091+0.00050 0.00096 £0.00052  0.00447 £0.00316 (+0.00347)
Region 3 54 0.00309 10.00212 0.00350+£0.00238 0.02089 £0.01477 (£ 0.01621)
BCN + TA

Regién 5’103  0.00777 £0.00068 0.00795£0.00075 0.01471 £0.00490 (+ 0.00636)
Codificad103  0.00094£0.00036 0.00098 £0.00037  0.00385 £0.00272 (0.00292)
Regién 3’103 0.00242+0.00136 0.00290+0.00162 001798 £0.01271 (+0.01364)
TEN

Region 5 54  0.00512£0.00100 0.00541+0.00126 0.01105 £0.00451 (+0.00573)
Codificad. 54  0.00117+£0.00052 0.00122£0.00053 0.00216 £0.00216 (4 0.00226)
Region 3' 54 0.00155 £0.00151 0.00207 £0.00197 0.01253 £0.01253 (£ 0.01315)
SAN

Region 5 54  0.01038£0.00082 0.01065+0.00071 0.00696 +0.00348 (+0.00413)
Codificad. 54  0.00279 £0.00056 0.00289+0.00057 0.00216 £0.00216 (+0.00226)
Regién 3' 54  0.00000 0.00000 0.00000

Tabla 42. Distribucién de la heterozigosidad por nucleétido entre zonas funcionales del locus
rp49. H (Engels 1981), = (Nei & Tajima 1981). 6 (Hudson 1982); FR, error standard
asumiendo que exista recombinacién libre y NR asumiendo que no exista recombinacién. En la
regién 3’ no estd incluida la region que afecta al locus serendipity. n, lamafio de la muestra.
BCN, Barcelona. TA, Ter Apel. TEN, Tenerife. SAN, Santiago. Codificad, zona codificadora.
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Para la regién 5’ también se estimé la heterozigosidad por
nucleétido de las diferentes ordenaciones cromosémicas (tabla 43). No se
realiz6 para la zona codificadora y la regién 3’ ya que en estas regiones se
detectaron pocas posiciones polimorficas, y por tanto, las estimas no serian
informativas (presentarian errores standard muy altos). En las poblaciones de
Barcelona, Ter Apel y Santiago, al igual que para toda la regién rp49, la
estima de la heterozigosidad por nucleétido de la ordenacién cromosémica Os,,
presenté los valores mds altos. Sin embargo, a diferencia de lo observado para
la totalidad de la region rp49, la regién 5’ de la ordenacién cromosémica
0,,4,3 en Barcelona y Ter Apel es mas polimérfica que la de la ordenacién O,
-excepto en la poblacion de Ter Apel para el estimador de Hudson-, aunque

las diferencias no son significativas.
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n H T 0 FR (NR)

BCN

0O, 10 0.00406 £0.00173 0.00412+0.00153 0.00638 +£0.00451 (+ 0.00567)

Oi,4 31 0.01111£0.00165 0.01146+£0.00172 0.01985 £0.00661 (+0.00988)

Os4:8 8 0.00467£0.00183 0.00476 £0.00158  0.00667 £0.00472 (+0.00615)
TA

O, 37  0.00392+£0.00083 0.00396 £0.00085 0.00814 £0.00407 (x 0.00498)

0,,4 13* 0.00800+0.00170 0.00816+0.00154 0.01082 £0.00541 (+ 0.00756)

O3 8 0.00558£0.00140 0.00575+0.00150 0.00667 £0.00472 (+0.00615)
BCN + TA

O, 47 0.00388+0.00075 0.00393+0.00076 0.00763 £0.00381 (£ 0.00458)

03,4 44* 0.01009+0.00126 0.01039+0.00133 0.01801 £0.00600-(% 0.00853)

O3.4.3 16  0.00513+£0.00119 0.00526 £0.00108 0.00772 £0.00446 (+ 0.00567)
SAN

O, 18  0.00401 £0.00002 0.00407£0.00031 0.00262 +0.00262 ( 0.00285)

Os.s 29  0.00954+0.00065 0.00977 £0.00088 0.00601 +£0.00347 (+0.00415)

O34, 7  0.00000 0.00000 0.00000

Tabla 43. Distribucién de la heterozigosidad por nucleétido de la regién 5’ entre ordenaciones
* cromosémicas. H (Engels 1981), = (Nei & Tajima 1981). 6 (Hudson 1982); FR, error standard
asumiendo que exista recombinacién libre y NR asumiendo que no exista recombinacion. n,
 tamafio de la muestra. BCN, Barcelona. TA, Ter Apel. SAN, Santiago. * Tamafio muestral

considerando las 4 lineas de la ordenacién cromosémica O,,4 que afiadieron a la poblacién de

- Ter Apel.
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3.7 DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO

Se calcul6 el desequilibrio de ligamiento [pardmetros D (Lewontin &
Kojima 1960), D’ (Lewontin 1964) y r (Hill & Robertson 1968)] para todos
los pares de polimorfismos por substitucién nucleotidica de cada poblacién.
Sélo se calculé el desequilibrio de ligamiento en pares de polimorfismos en
los que la variante menos frecuente estuviera presente mas de una vez en la
muestra con objeto de evitar posibles desequilibrios espiireos. Se calculd
también el desequilibrio de ligamiento entre posiciones polimérficas dentro de
cada ordenacién cromosémica. Al existir homogeneidad entre las poblaciones
de Barcelona y Ter Apel se pudo analizar también el desequilibrio de
liga.mjemo. tras agrupar ambas‘poblaciones. La significacién estadistica fué
analizada mediante el test exacto de Fisher de dos colas. En la tabla 44 se

muestran los desequilibrios estadisticamente significativos.

No se observaron fuertes desequilibrios de ligamiento en Barcelona,
Ter Apel y Tenerife. En la poblacion de Barcelona se detectaron 2
desequilibrios significativos entre los 28 tests efectuados (posiciones: #1 y #11;
#12 y #14). En Ter Apel solo se detectd un desequilibrio significativo
(posiciones #1 y #11) -posiciones también en desequilibrio, y con el mismo
signo, en la poblacién de Barcelona-. Al agrupar ambas poblaciones se
observaron 3 desequilibrios significativos en los 45 tests efectuados: El
desequilibrio detectado entre las posiciones #1 y #11 que resulta altamente
significativo (P = 0.0006); un desequilibrio entre las posiciones #12 y #14 (ya
detectado en la poblacién de Barcelona) con una probabilidad P = 0.0056 y
otro entre las posiciones #12 y #21. En la poblacién de Tenerife se detectaron

2 desequilibrios significativos (posiciones: #2 y #9; #2 y #14) -de los 10 tests
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efectuados-. Sin embargo, la poblacion de Santiago presentd grandes
desequilibrios entre posiciones polimérficas: 8 significativos de los 10 tests

efectuados (2 de ellos con una probabilidad menor del 0.0001).

Cuando se analiz6 el desequilibrio de ligamiento en polimorfismos
dentro de ordenaciones cromosdmicas de las poblaciones de Barcelona, Ter
Apel y Tenerife, tampoco se observaron fuertes desequilibrios. En la poblacién
de Barcelona se detecté un desequilibrio en la ordenacién O;,, (de 21 tests
efectuados). En las poblaciones de Barcelona y Ter Apel agrupadas se observé
uno en la ordenaciéon O, (de 3 tests) y otro en la ordenacién O, (de 21
tests). Por el contrario, las posiciones polimérficas de la ordenacion O,,, de la
poblacién de Santiago presentaron fuertes (iesequilibrios de ligamiento (los 6
tests realizados resultaron significativos con una probabilidad minima del

0.005).
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BARCELONA

BARCELONA

12 - 14

BARCELONA

#
1-11
12 - 14

TER APEL

BCN + TA

17 - 27

BCN + TA

12 - 14

BCN + TA

#

1-11
12 - 14
12 - 21

O, Cmpmion%: 1 Significativas: 0

0,4 Comparaciones: 21  Significativas; 1
D D’ R
-0.0520 -0.6173 -0.5250

Total  Comparaciones: 28  Significativas: 2

D D’ R
0.0546 0.7278 0.3416
-0.0358 -0.6370 -0.5457
O, Comparaciones: 1 Significativas: 0

O,.  Comparaciones: 3  Significativas: 0

Total  Comparaciones: 10  Significativas: 1

D D’ R
0.0583 0.7589 0.3532
O, Comparaciones: 3  Significativas: 1
D _D R
-0.0353 -1.0000 -0.4655

O34 Comparaciones: 21  Significativas: 1

D D’ R
-0.0377 -0.6239 -0.4714

Total  Comparaciones: 45  Significativas: 3

D _D R
0.0566 0.7444 0.3479
-0.0180 -0.6497 -0.4982
-0.0171 -0.3694 -0.3694

- -
0.0369 *

P
0.0269 *
0.0149 *

0.0144 *

0.0259 *

0.0006 ***
0.0056 **
0.0179 *

(Tabla 44, continiia)
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TENERIFE Total  Comparaciones: 10  Significativas: 2
# D D’ R P
2-9 0.0302 0.4490 0.3975 0.0388 *
2-14 0.0436 0.5404 0.4473 0.0125 *

SANTIAGO (0 9 Comparaciones: 6  Significativas: 6

# D D’ R P
1-11 0.2140 1.0000 1.0000 0.0000 ***
1-12 -0.1177 -1.0000 -0.5244 0.0052 **
1-21 0.1177 1.0000 0.5244 0.0052 **
11 - 12 -0.1177 -1.0000 -0.5244 0.0052 **
11 - 21 0.1177 1.0000 0.5244 0.0052 **
12 - 21 -0.2354 -1.0000 -1.0000 0.0000 ***

SANTIAGO Total  Comparaciones: 10 . Significativas: 8

# D D’ R P
1-11 0.2085 1.0000 1.0000 0.0000 **x
1-12 -0.0604 -1.0000 -0.3282 0.0226 *
1-16 0.0494 1.0000 02902 0.0450 *
1-21 0.0604 1.0000 03282 0.0226 *
11 - 12 -0.0604 -1.0000 -0.3282 0.0226 *
11 - 16 0.0494 1.0000 0.2902 0.0450 *
11 - 21 0.0604 1.0000 0.3282 0.0226 *
12 - 21 -0.1622 -1.0000 -1.0000 0.0000 ***

Tabla 44. Desequilibrio de ligamiento entre polimorfismos por substiluqiéq nucleotidica. Ain
cuando se especifica el mimero de comparaciones efectuadas, s6lo se indica el res_ulta(!o de
aquellas que han resultado significativas. D, D' y r, pardmetros del desequilibrio dl? ligamiento,
#, nimero de posicién polimérfica. P, probabilidad mediante el test exacto de Fisher de dos
colas. -Significacién estadistica: * P < 0.05. ** P < 0.01. *** P < 0.001.
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4.1 VARIABILIDAD EN LAS POBLACIONES EUROPEAS

4.1.1 VARIABILIDAD POR SUBSTITUCION NUCLEOTIDICA

En la tabla 45 se muestran las estimaciones de la heterozigosidad
por nucleétido (m, Nei & Tajima 1981) para diferentes i'cgiones de Drosophila
en estudios realizados mediante comparacién de mapas de restriccién. Se ha
estimado que la heterozigosidad media para varias regiones de D. melanogaster
es del orden de © = 0.005. No obstante, para algunas regiones concretas, como
la regién yellow-achaete-scute, la heterozigosidad llega a ser de tan sélo
nt = 0.0001 (Aguadé et al. 1989a). En esta regién la reduccién de variabilidad
puede ser una consecuencia del bajo nivel de recombinacién que presenta; la
actuacién de la seleccién sobre alguna substitucién nucleotidica favorable
puede conducir mediante el efecto "hitch-hiking"”, sobre todo en regiones con
baja tasa de recombinacién, a una reduccién de la heterozigosidad debida a
polimorfismos neutros. En D. ananassae la heterozigosidad media es de
n = 0.004 (Stephan & Langley 1989). No obstante, dos de las tres poﬁlaciones
analizadas para el locus vermilion de D. ananassae presentan un nivel de

variabilidad reducido, comparable al de la regién yellow-achaete-scute de D.

melanogaster.

Los niveles de variabilidad estimados en D. pseudoobscura
(Schaeffer et al. 1987; Riley et al. 1989) y D. simulans (Aquadro et al. 1988)
son ostensiblemente mayores que los estimados en D. melanogaster y D.
ananassae. En esos estudios se ha estimado que la variabilidad nucleotidica de
las regiones rosy y Adh son de unas tres y cuatro veces respectivamente

superiores en D. pseudoobscura que en D. melanogaster, y que la de la regién
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rosy e€s unas seis veces mayor en D. simulans que en D. melanogaster. Segiin
Aquadro et al. (1988) esta mayor heterozigosidad por nucleétido de
D. pseudoobscura y D. simulans podrfa ser explicada como consecuencia de
un mayor tamaifio efectivo poblacional de estas especies. De acuerdo con la
teorfa neutralista, la heterozigosidad esperada es aproximadamente igual a
4N, siendo N, el tamafio efectivo poblacional y p la tasa de mutacién por
nucleétido hacia alternativas selectivamente neutras. Un aumento del tamafio
efectivo poblacional, por lo tanto, tendrd como consecuencia un aumento de la

heterozigosidad para una misma tasa de mutacién.

Tabla 45. Heterozigosidad por nucledtido (r, Nei & Tajima 1981) para distintos loci de
Drosophila. C, cromosoma: A, autosémico; X, cromosoma X. T, tipo de técmcg: S, Soulhgm
blot; F, "four-cutter analysis”. P, poblaciones analizadas: 1_. una dnica poblac1_6n: V,‘vanas:
poblaciones conjuntamente o muestra no aleatoria. , heterozigosidad por nucleGtido segin Nei
& Tajima (1981). *, heterozigosidad por nucle6tido calgulada segin Kreitman & Aguadé
(1986a); **, heterozigosidad por nucletido calculada segin el estimador de Engels (1981).
Ref, referencia: 1, (Stephan & Langley 1989); 2, (Langley et al. 1982); 3, (Birley 1984); 4,
(Cross & Birley 1986); 5, (Aquadro et al. 1986); 6, (Kreitman & Aguadé 1986a); 7, (Jiang et
al. 1988); 8, (Aguadé 1988b); 9, (Kreitman & Aguadé 1986b); 10, (Langley et al. 1988); 11,
(Eanes et al. 1989a); 12, (Leigh Brown 1983); 13, (_Schaeffcr et al. 1988); 14, (Aquadro et al.
1988); 15, (Langley & Aquadro 1987); 16, (Miyashita & Langley 1988); 17, (Beech & Leigh
Brown 1989); 18, (Aguadé et al. 1989a); 19, (Eanes et al. 1989b); 20, (Aguadé et al. 1989b);
21, (Schaeffer et al. 1987). 22, (Riley et al. 1989). Nota: Se estimé el valor de = a partir de
los datos (en los casos que fué posible) cuando no fué calculado por los autores. Sunmo:}s et
al. (1989) analizaron la regién Adh en 3 poblaciones de Dr_osaphda melgnogasfer mediante
"four-cutter analysis” sin indicar las estimas de las heterozigosidades, sin embargo, no se
pudieron calcular las heterozigosidades por falta de datos.
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Especie Locus C T P n Ref.
D. ananassae
forked X S 1 0.008 1
X S 1 0.006 1
X S 1 0.002 1
vermilion X S 1 0.001 1
X S 1 0.002 1
X S 1 0.005 1
D. melanogaster
Adh A S v 0.006 2
A S 1 0.006 3
A S 1 0.010 4
A S 1 0.012 4
A S \' 0.006 5
A F 1 0.006* 6
A F 1 0.006* 6
A S 1 0.007 7
A S 1 0.006 7
A S 1 0.005 7
A F Vv 0.003** 8
Adh Regi6n 5’ A F v 0.004 9
Amy A S Vv 0.008 10
G6pd X S Vv 0.001 11
hsp70 A S 1 0.002 12
Notch X S Vv 0.005 13
rosy A S 1 0.003 14
white X S A 0.011 15
X S A% 0.009 16
X F A% 0.004 16
yellow-achaete-scute X S 1 0.003 17
X S 1 0.001 17
X S 1 0.0006 18
X S 1 0.0003 18
X ) 1 0.0001 18
X S 1 0.002 19
X S 1 0.004 19
X S 1 0.0006 19
X S 1 0.0002 19
X S 1 0.003 19
zeste-tko X S Vv 0.004 20
D. pseudoobscura
Adh A S 1 0.023 21
rosy A F A% 0.010 22
D. simulans
rosy A S 1 0.019 14

Tabla 45. Heterozigosidad por nucledtido (m, Nei & Tajima 1981) para distintos loci de

Drosophila.
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El nivel de heterozigosidad que se ha estimado en la regién rp49 de

D. subobscura (m = 0.00505 para la poblacién de Barcelona, © = 0.00412 para
la poblacion de Ter Apel y = =0.00454 para el conjunto de estas
poblaciones) es comparable a la heterozigosidad media observada en
D. melanogaster (exceptiando las regiones yellow-achaete-scute y G6pd) y
D. ananassae. Estos resultados, por lo tanto, parece que contrastan con las
altas heterozigosidades obtenidas en D. pseudoobscura [r = 0.023 en la regi6n
Adh (Schaeffer et al. 1987) y n = 0.010 en la regién rosy (Riley et al. 1989)]
y en D. simulans [t = 0.019 en la regién rosy (Aquadro et al. 1988)]. La
heterozigosidad estimada de la regién rosy de D. pseudoobscura puede parecer
poco mayor que la de la region rp49. No obstante, la regién rosy estudiada
por Riley et al. (1989) fué mayoritariamc.nte codificadora, mientras que una
fraccién importante de la regién rp49 fué no codificadora (regién 5°). Esta
menor heterozigosidad de D. subobscura respecto a D. pseudoobscura se
constata al comparar las heterozigosidades de 1la regiébn rosy de

D. pseudoobscura (rx = 0.010) con la de la zona codificadora de-la regi6n
rp49 de D. subobscura (n = 0.001).

Al comparar el porcentaje de diferencias de aminodcidos a nivel
interespecifico entre D. melanogaster y D. pseudoobscura o D. subobscura
para los loci Xdh, Adh, Hsp82, Ubx, Gart, I(3)s12 y rp49, se observa que la
menor tasa la presenta el locus Hsp82 seguido del rp49, mientras que el locus
Xdh (o rosy) presenta una tasa mayor (Aguadé 1988a; Riley 1989). Asi pues,
| el locus rp49 presenta una tasa de substitucion de aminodcidos pequeiia,
 debido probablemente a la gran limitacién funcional que presentarfa la proteina
codificada -una proteina ribosémica-, por ser una proteina estructural. Ademds,

el locus rp49 es el que presenta la tasa de substitucién silenciosa mds baja de
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todas las comparaciones efectuadas por Sharp & Li (1989) entre especies del
grupo melanogaster y del grupo obscura. Segin estos autores el gen rp49
junto a los genes Hsp82 y Adh serfan genes de evolucién lenta. Una
prediccién de la teorfa neutralista es la relacién directa entre la tasa de
divergencia interespecifica y el nivel de polimorfismo intraespecifico. Por lo
tanto, el gen rp49 de D. subobscura podria poseer unos niveles de variabilidad
intraespecifica mds bajos que, por ejemplo, el gen rosy en esta misma especie.
La ausencia de estimas de heterozigosidad para la regién rp49 en
D. melanogaster impide efectuar una comparacién directa y por tanto sacar
una conclusién del nivel de variabilidad en D. subobscura. Sin embargo, no
parece arriesgado predecir que el nivel de variabilidad nucleotidica en D.
subobscura pudiese ser del mismo orden que el de D. pseudoobscura y D.

simulans y por lo tanto superior al de D. melanogaster.

Miyashita & Langley (1988) han observado que el nimero de
polimorfismos que segregan en la regiébn 5’ del locus white de
D. melanogaster es significativamente mayor de los que segregan en la unidad
transcripcional. Sin embargo, cuando compararon la variabilidad debida a
substituciones nucleotidicas silenciosas no observaron heterogeneidad entre las
diferentes regiones funcionales de locus white. Estos autores interpretan que
estos hechos son consistentes con la accién de la seleccién purificadora frente
a las substituciones de aminoécido. Estos resultados obtenidos por Miyashita &
Langley (1988), contrastan con los del estudio de Kreitman & Aguadé (1986b)
en la regién Adh. Estos autores observaron que el nivel de variabilidad de la
regién codificadora era similar al de las regiones flanqueantes. Sin embargo,
detectaron un exceso de polimorfismos silenciosos en la regién codificadora

del locus Adh comparado con la regién flanqueante 5°. Hudson et al. (1987)
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han desarrollado un test para comprobar la prediccién de la teorfa neutralista
de que las regiones que evolucionan a una alta tasa también exhibirdn altos
niveles de polimorfismo (Kimura 1983). Este test requiere tanto datos de la
divergencia interespecifica de por lo menos dos regiones como de la
variabilidad intraespecifica en una de las especies en estas mismas regiones.
Tras aplicar este test a la regiones 5’ flanqueante y codificadora del locus Adh
entre D. melanogaster y D. sechellia, concluyen que existe una desviacién
significativa de la prediccién esperada por la teoria neutralista; el exceso de
polimorfismos silenciosos en la zona codificadora serfa consistente con la

presencia de un polimorfismo equilibrado en dicha regién.

En el presente estudio, al igual que en el de Miyashita & Langley
(1988), se ha observado un mayor nimero de polimorfismos por substitucién
nucleotidica en la regién flanqueante 5° del locus rp49 que en la zona
codificadora del mismo. Sin embargo, sélo result6 significativo el test de
heterogeneidad realizado en la poblacion de Barcelona (no siéndolo ni en Ter
Apel, ni en el conjunto de Barcelona y Ter Apel). El mejor pardmetro para
comparar la existencia de diferencias de variabilidad entre distintas regiones
funcionales, tendrfa que ser el de la heterozigosidad por nucleétido por ser
independiente tanto del tamafio de la muestra (nimero de cromosomas) como
del tamafio de la regién de andlisis (nimero de nucleétidos). En la region rp49
(para el conjunto de las poblaciones de Barcelona y Ter Apel) se observé un
heterozigosidad 8 veces mayor en la regién 5’ que en la codificadora
(t = 0.00795 y © = 0.00098 respectivamente). Sin embargo, en la actualidad

no existe ningdin test estadistico védlido para comparar estas diferencias de

heterozigosidad.
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Hudson (comunicacién personal), bajo la suposicién de neutralidad,

propone una aproximacién para comparar diferencias de heterozigosidad
(mediante el estimador ©). Primero se calcula el ndmero esperado de
posiciones polimérficas y su varianza para cada comparacién (Watterson 1975).

Suponiendo que:
Z (observados - esperados)’/varianza = %?

se puede comprobar si las diferencias de heterozigosidad son estadisticamente
significativas. En el conjunto de las poblaciones de Barcelona y Ter Apel se
compar6 el nivel de heterozigosidad de la regién 5’ con el de la regi6n
codificadora (6 = 0.01471 para la y © = 0.00385 para la regién codificadora).
El valor de la ji-cuadrado fué de 3.85; para un grado de libertad la
probabilidad asociada a este valor es menor del 5%. Esto permite afirmar que
existen diferencias significativas en el nivel de heterozigosidad de la regién 5’

respecto al de la regién codificadora.

Al igual que Miyashita & Langley (1988) tampoco se observaron
diferentes niveles de variabilidad nucleotidica silenciosa en la distintas regiones
funcionales del locus rp49. Para este andlisis se estimé que un 26% -para el
juego de enzimas de restriccién utilizado- de todos los cambios nucleotidicos
de la regi6n codificadora eran silenciosos (no generarfan cambios de
aminodcido). Esta estimacién se realiz6 comprobando si los posibles cambios
nucleotidicos que pueden producir pérdidas o ganancias de dianas de
restriccién son o no silenciosos. Si se considera que todos los cambios
nucleotidicos observados en la zona codificadora son silenciosos, las

heterozigosidades estimadas para cambios silenciosos en el conjunto de las
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poblaciones de Barcelona y Ter Apel serfan: 6 = 0.015 para la regién 5°,
0 = 0.018 para la regién codificadora, y © = 0.018 para la regiéon 3’. El
suponer el cardcter silencioso de los cambios nucleotidicos observados en la
zona codificadora puede justificarse por una parte en la baja divergencia
interespecifica del locus rp49 a nivel proteico (Aguadé 1988a; Riley 1989) y
por otra en el interés en maximizar la heterozigosidad debida a cambios
silenciosos. Tras aplicar el test propuesto por Hudson, no se detectaron

diferencias significativas entre estas estimas de heterozigosidad.

Al existir datos de la variabilidad intraespecifica tanto del DNA
mitocondrial en Drosophila subobscura (Latorre et al. 1986; Afonso et al.
1990; Rozas et al. 1990) como del DNA nuclear (rp49 en el presente estudio)
podemos analizar la existencia de diferencias en sus respectivas tasas
evolutivas. Debido a la alta densidad de unidades de transcripcién en el DNA
mitocondrial de Drosophila, en el que excepto la regiébn A+T apcnas existen
regiones intergénicas (Clary et al. 1984), el nivel del polimorfismo de la
regién codificadora de un locus nuclear serfa el mds apropiado para ser
comparado con el"del DNA mitocondrial. El nivel de polimorfismo obtenido
por Rozas et al. (1990) al estudiar el mtDNA de D. subobscura de la misma
poblacién de Barcelona analizada en este estudio ha sido ® = 0.00363. Para la
regi6n codificadora del locus rp49 de la poblacion de Barcelona la
heterozigosidad por nucledtido es w = 0.00103. Por 19 tanto la tasa de
polimorfismo es 3.5 veces mayor en el DNA mitocondrial que en el locus
rp49. Este relacién es mayor que la obtenida en otras especies de Drosophila.
En trabajos anteriores (Powell et al. 1986; Solignac et al. 1986; Caccone et al.
1988; Sharp & Li 1989) se propone que la tasa de cambio del DNA

mitocondrial es como méximo 2 veces mayor que la del nuclear; esta situacién
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difiere de la de mamfferog en los que la tasa es de 5 a 10 veces superior
(Brown et al. 1982). Sin embargo, debido a que los errores acumulados en la
estimacion de estas tasas son importantes, esta tasa de 3.5 podria no ser
significativamente distinta de 2. Por lo tanto, no se puede decir, sin
ambigiiedad, que la tasa de evolucién del DNA mitocondrial respecto del DNA
nuclear en D. subobscura sea mayor que la estimada para otras especies de
Drosophila. En el caso de que esta relacién de 3.5 fuese significativamente
mayor de 2, este resultado podrfa ser debido al supuesto bajo nivel de
polimorfismo del locus rp49.

4.1.2 VARIABILIDAD POR INSERCIONES-DELECIONES

En los andlisis de la variabilidad realizados en Drosophila se ha
observado que las inserciones-deleciones de tamafio grande (mds de 100 pb)
-en algin caso identificadas como elementos transponibles (Leigh Brown 1983;
Aquadro et al. 1986)- son comunes en las poblaciones naturales: (con una
frecuencia de lineas con insercién-deleciéon por kilobase que fluctia entre
0.002 y 0.045 -calculado a partir de los trabajos citados en la tabla 45-). Sin
embargo, a diferencia de las inserciones-deleciones pequefias o de los
polimorfismos por substitucién nucleotidica, las inserciones-deleciones grandes
frecuentemente son tinicas por lo que se ha sugerido que tendrfan un efecto
deletéreo (Aquadro et al. 1986; Golding et al. 1986). En el presente estudio no

se ha identificado ninguna insercién-delecién de tamafio grande. De hecho, en
| estudios realizados por "four-cutter analysis" se esperaria una menor frecuencia
I_ de estas inserciones-deleciones por analizarse proporcionalmente una menor
regién intergénica. Efectivamente, en los estudios realizados por "four-cutter

analysis" apenas se han identificado inserciones-deleciones de gran tamafio.
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Miyashita & Langley (1988) mediante dicha técnica identificaron 2 deleciones
de tamafio grande (de 200 y 300 pares de bases) en la zona flanqueante 5°, a
unas 2 kilobases de la regién codificadora del locus white, obteniendo una tasa
de 0.003 inserciones-deleciones por individuo y kilobase. Sin embargo, cuando
utilizan la técnica de Southern, la tasa aumenta a 0.018. Con esta técnica
detectaron varias inserciones mayores de 1 kilobase (hasta de 10 kb),
localizando a unas 4 kilobases la mds pr6xima a la regién codificadora del

locus.

En el presente trabajo, como en la mayorfa de estudios realizados en
Drosophila, se ha observado que la distribucién de frecuencias de las
inserciones-deleciones pequefias (en este caso de 1 a 12 pares de bases) es

comparable a la de los polimorfismos por substituciéon nucleotidica.

El andlisis de la secuencia del locus rp49 (Aguadé 1988a) sugiere .
que varias de estas inserciones-deleciones de pocos pares de bases podrian
generarse por "misspairing” (apareamiento err6neo de bases que puede
ocasionar duplicaciones o deleciones durante la replicacion o reparacién del
DNA) (Levinson & Gutman 1987). El polimorfismo #3, con 7 "alelos" (o
longitudes distintas) y unas diferencias de tamafo entre ellos estimadas en
miiltiplos de 3 pares de bases, se acot6 entre las posiciones 64 y 163 donde
existen secuencias nucleotidicas que son miiltiplos de 3 pares de bases (GGT,
GTT, TCA). El polimorfismo #20 estd localizado en el intrén del locus rp49
en el cual existen secuencias repetidas (AATGG, ATGC). El polimorfismo
#26, estd localizado en una regi6n en la que existen series de varias adeninas

o timinas ("homoruns"). Estas secuencias nucleotidicas repetidas pueden

facilitar el "misspairing"”.
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4.1.3 DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO

La asociacién entre loci alozimicos dentro de una misma ordenacién
cromos6mica ha sido raramente detectada en D. subobscura (para una revisién:
Zapata & Alvarez 1987). Sin embargo, como indica Brown (1975), se
requieren muestras grandes para detectar asociaciones entre loci si los
desequilibrios son débiles o las frecuencias génicas son extremas, condiciones
que estdn presentes en varios de los estudios realizados en D. subobscura

(Zapata & Alvarez 1987).

A nivel nucleotidico, se ha observado desequilibrio de ligamiento
entre posiciones nucleotidicas en algunas regiones de D. melanogaster: Adh
(Langley et al. 1982; Birley 1984; Cross & Birley 1986; Aquadro et al. 1986),
white (Miyashita & Langley 1988) y yellow-achaete-scute (Aguadé et al.
1989a; Beech & Leigh Brown 1989; Eanes et al. 1989b). En las regiones Amy
(Langley et al. 1988), Notch (Schaeffer et al. 1988) y zeste-tko (Aguadé et al.

1989b) se ha detectado una frecuencia menor de desequilibrios de ligamiento.

Varios mecanismos no selectivos pueden explicar la existencia de
desequilibrio de ligamiento entre posiciones nucleotidicas -deriva, endogamia,
migracién, "hitch-hiking", subdivision de poblaciones (Hedrick 1985)- sobre
todo, en regiones cromosémicas relativamente pequefias, pues la probabilidad
de recombinacién serd pequefia. Al estudiar el locus white de D. melanogaster
Miyashita & Langley (1988) observaron una disminucién progresiva del
desequilibrio al aumentar la distancia entre polimorfismos, descenso del
desequilibrio esperado de acuerdo con las predicciones tedricas; dichos autores

pudieron establecer que la situacién de equilibrio se alcanza a partir de unas 2
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kilobases de distancia. En regiones con tasas de recombinacién mds bajas se
esperaria encontrar desequilibrios entre posiciones més alejadas, tal como se ha
observado en la regién yellow-achaete-scute de D. melanogaster (Aguadé et al.
1989a; Beech & Leigh Brown 1989; Eanes et al. 1989b).

Los altos desequilibrios de ligamiento observados en la regién Adh
de D. melanogaster, sin embargo, parecen no ser debidos a mecanismos
puramente histéricos. En las 13 kilobases analizadas de la regién Adh,
Aquadro et al. (1986) detectaron un completo desequilibrio de ligamiento en
los cromosomas portadores del aloenzima Fasr. Estos autores comentan que
esos fuertes desequilibrios podrfan ser el producto de una historia evolutiva
compleja influenciada por ei efecto "hitc-:h-hiking" con relacién a alguna
variante selectivamente favorecida. La observacion de Miyashita & Langley
(1988) de wuna mayor concentracion de desequilibrios de ligamiento
significativos en la regién transcripcional del locus white de D. melanogaster,

tampoco parece una consecuencia obvia de mecanismos puramente histéricos.

En D. subobscura se detectaron algunos desequilibrios de ligamiento
entre posiciones nucleotidicas: 2 de 28 comparaciones en Barcelona, 1 de 10
en Ter Apel y 3 de 45 en el conjunto de Barcelona y Ter Apel. El hecho de
que para un nivel de significacién del 5% de cada 20 comparaciones se
esperarfa encontrar por azar un desequilibrio significativo que no lo fuera en
realidad, sugiere la no existencia de asociacién entre los polimorfismos de
estas poblaciones. La importancia de la recombinacion en la evolucién de la
regién rp49, evidenciada por la existencia de varios pares nucleotidicos
discordantes (11 de 28 en Barcelona, 5 de 10 en Ter Apel y 13 de 45 en el

conjunto de Barcelona y Ter Apel), es consistente con este bajo nivel de
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desequilibrio de ligamiento.

No obstante, dos de los desequilibrios de ligamiento observados
parecen no ser atribuibles a errores estadisticos: los polimorfismos
nucleotidicos #1 y #11 muestran un desequilibrio de ligamiento en la misma
direccién tanto en Barcelona como en Ter Apel; cuando se agrupan estas
poblaciones la probabilidad asociada al test de independencia es muy baja
(p = 0.0006). Al aplicar dicho test a los polimorfismos #12 y #14, en el
conjunto de las poblaciones de Barcelona y Ter Apel, se obtiene también una
probabilidad asociada inferior al 5% (p = 0.006). Sin embargo, apenas existen
desequilibrios de ligamiento dentro de una misma ordenacién cromosémica.
Por lo tanto, podemos concluir que en la regién rp49 de D. subobscura no se
detecta un significativo desequilibrio de ligamiento; los aparentes desequilibrios
de ligamiento observados entre los polimorfismos #1 y #11, y #12 y #14
-detectados al analizar desequilibrios de ligamiento en los totales
poblacionales- serfan consecuencia de la asociacién de esos polimorfismos con

ciertas ordenaciones cromosdmicas.
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4.2 VARIABILIDAD Y ORDENACIONES CROMOSOMICAS

4.2.1 ORIGEN Y DIFERENCIACION DE LAS ORDENACIONES
CROMOSOMICAS

Cldsicamente se ha considerado que las inversiones cromosGmicas
tienen un origen Wnico. El principal razonamiento deriva de la baja
probabilidad de recurrencia, ya que implicaria 2 roturas cromosémicas
simultdneas exactamente en los mismos puntos del cromosoma y la posterior
unién del fragmento cromosémico que se libera en posicién invertida. Sin
embargo, con la observacién de la distribucion no al azar de los puntos
cromosomicos de rotura (Bemnstein & Gol‘dschmidt 1961; Krimbas & Loukas
1980) junto con el descubrimiento de los elementos transponibles en
Drosophila y su potencialidad en producir reordenaciones cromosémicas
(Engels & Preston 1984; Tsubota et al. 1989), se ha especulado sobre un

origen miiltiple de las inversiones cromosémicas.

Si el origen de las inversiones cromosémicas es Unico, en el origen
de las mismas no segregaria ningin polimorfismo dentro de cada inversi6n,
existiendo, por lo tanto, un (nico haplotipo para la regi6n afectada por el
segmento invertido. Posteriormente, por mutacion y recombinacién entre
cromosomas portadores de la misma inversion, la nueva ordenacién
cromosémica se irfa diferenciando. Segiin este punto de vista cada ordenaci6n
cromos6mica  representaria un  “pool” génico que  evolucionaria
| independientemente del de otras inversiones cromos6micas. Los raros sucesos
de dobles entrecruzamientos o conversién génica entre distintas ordenaciones

cromosémicas, permitirfan el paso de informacién entre distintas ordenaciones
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cromosomicas, y por lo tanto, la no independencia absoluta entre los supuestos

"pools” génicos.

En el presente estudio se ha identificado mds de un haplotipo en
cada una de las tres ordenaciones cromosémicas. Ademds, se han identificado
varios polimorfismos y haplotipos compartidos entre diferentes ordenaciones
cromosémicas. Los polimorfismos compartidos pueden ser explicados por
mutacién recurrente o por raros dobles entrecruzamientos o conversién génica
entre ordenaciones cromosémicas. Sin embargo, si suponemos que no existen
puntos con alta tasa de mutacién no se esperarfa un efecto importante de la
mutacién recurrente. Por lo tanto, si las inversiones cromos6micas tienen un
origen ﬁm:co, s6lo cabe expl.icar estos polimorfismos compartidos entre

diferentes ordenaciones cromosémicas por dobles entrecruzamientos o

conversion génica entre ordenaciones cromosémicas.

En la regién rp49 el nimero de polimorfismos y haplotipos
compartidos es elevado. La ordenacién cromosémica Oy, en la cual segregan 8
polimorfismos por substitucién nucleotidica, comparte 6 con la ordenaci6n
0,4 La ordenacién O,,4,s comparte los 3 polimorfismos que segregan en ella
tanto con la ordenacién O, como con la O,,,. Estos resultados indican, que el
intercambio génico entre ordenaciones cromos6micas €s un mecanismo
importante en la historia evolutiva de las ordenaciones cromosémicas.
Alternativamente, la existencia de polimorfismos compartidos seria compatible
con un origen polifilético de las inversiones cromos6micas. Adn cuando
generalmente continda aceptdndose un origen unico de las inversiones, hasta
que no se efectiien estudios a nivel poblacional de las secuencias nucleotidicas

que afectan a los puntos de rotura de las mismas, no se tendrd una respuesta
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inequivoca en este tema.

El mecanismo principal responsable de la transferencia de
informacién genética entre ordenaciones cromosémicas parece ser la conversién
génica, y no el debido a raros dobles entrecruzamientos entre distintas
ordenaciones cromosémicas (Chovnick 1973). Este autor, mediante
cruzamientos entre distintos mutantes de la regién rosy de D. melanogaster,
observé que la tasa de entrecruzamientos, dentro de la regién afectada por la
inversi6n cromosémica, estd fuertemente disminuida en los heterozigotos para
la inversién. Sin embargo, la tasa de conversién génica en dicha regién es del

mismo orden tanto en homozigotos como en heterozigotos para la inversién.

En el locus Adh de D. melanogaster también se ha detectado flujo
de informacién entre ordenaciones cromosémicas a nivel nucleotidico. Este
locus, a diferencia de lo que ocurre en el locus rp49, no queda incluido en el
fragmento afectado por la inversién In(2L)t aunque estd cerca del punto de
rotura. Aquadro et al. (1986) analizaron la variabilidad en este locus en 48
lineas, 5 de las cuales presentaban la ordenacién cromosémica /n(2L)t. En esta
ordenacién cromosémica observaron 2 haplotipos que diferfan entre si por 5
polimorfismos, cuatro de estos polimorfismos estaban compartidos por las dos
ordenaciones cromosémicas. Estos autores concluyen que o bien uno de estos
haplotipos se origin0 por recombinacién entre las dos ordenaciones
cromosOmicas o bien, aunque menos probable, la ordenacién cromosémica
In(2L)t se origin6 en mds de una ocasién. Aguadé (1988b) ha estudiado mds
ampliamente la variabilidad en el locus Adh de distintas ordenaciones
cromosémicas de D. melanogaster. Al estudiar dicha varabilidad en 39

cromosomas St y 40 portadores de la inversién In(2L)t se observaron tambif_Sn
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varios polimorfismos compartidos entre las dos ordenaciones cromosémicas -de
los 8 polimorfismos por ‘substitucién nucleotidica detectados en los
cromosomas St y de los 11 en los cromosomas portadores de la inversién
In(2L)t, 6 estaban compartidos-. Estos resultados permitieron concluir que, en
el caso de no existir mutacion recurrente, la existencia de polimorfismos
compartidos pueden ser explicados tanto por recombinacién o conversién
génica entre ordenaciones cromosémicas como por un origen polifilético de las

mismas.

4.2.2 ASOCIACION DE POLIMORFISMOS CON ORDENACIONES
CROMOSOMICAS

Varios autores han observado la existencia de asociaciones entre
polimorfismos, a nivel enzimdtico, y ordenaciones cromosémicas en
poblaciones naturales de Drosophila. En D. subobscura han sido descritas tanto
para el segmento I del cromosoma O (Loukas et al. 1979a, 1980b;
Charlesworth et al. 1979; Garcia & Prevosti 1981; Pinsker & Sperlich 1981)
como para otras regiones cromosdmicas (Zouros et al. 1974; Loukas &
Krimbas 1975; Pinsker et al 1978; Cabrera et al. 1983; para una revision:
Zapata & Alvarez 1987).

Se han dado dos tipos de hipltesis para explicar esta asociacién
entre inversiones cromosémicas y loci situados dentro o muy cerca de las
mismas. La hipétesis neutralista -0 mecdnica- (Mukai et al. 1974; Nei 1975;
Sheppard 1975) parte de la base del origen unico de las inversiones
cromosémicas. Cada nueva inversion presentard un inico alelo para cada locus,

resultando de ello un desequilibrio entre loci e inversién cromosémica. Este
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desequilibrio transitorio se mantendrd durante bastante tiempo (Ishii &
Charlesworth 1977; Nei & Li 1980) al ser bajas las tasas de dobles
entrecruzamientos, conversién génica y mutacién recurrente. La hip6tesis
seleccionista (Prakash & Lewontin 1968) explica la asociacién como
consecuencia de la accién de la seleccién natural. La seleccién favorecerfa un

conjunto de genes coadaptados dentro de una inversién cromosémica.

En el presente estudio, a nivel del DNA nuclear, también se han
observado algunas asociaciones significativas de polimorfismos por substitucién
nucleotidica con ordenaciones cromosémicas del segmento I del cromosoma O
de D. subobscura. Si la mayoria de los polimorfismos de la regién rp49 tienen
un caricter neutro -lo que serfa especialmente de esperar para los
polimorfismos localizados fuera de la unidad transcripcional- o casi-neutro, se
esperaria que estas asociaciones fuesen debidas principalmente a causas

mecénicas.
4.2.3 ORDENACION CROMOSOMICA ANCESTRAL

Bajo la hipdtesis neutralista, la variabilidad de la regién afectada por
una inversién cromosémica, a partir de su origen, se esperaria que aumentase
con el tiempo. Tedricamente, si las tasas de los procesos generadores de
variabilidad fueran iguales en todas las ordenaciones cromosémicas, los valores
de diversidad, tanto nucleotidica como haplotipica, serfan proporcionales al
tiempo transcurrido desde el origen de las mismas. Si las ordenaciones
cromosémicas tuvieran un origen multiple, también se esperarfa una
proporcionalidad entre heterozigosidad y el tiempo transcurrido desde el primer

origen de la inversién. El efecto de un origen miiltiple serfa andlogo al de la
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recombinacién entre ordenaciones cromosémicas (esto es, transferencia de
informacién genética entre ofdenaciones). Por tanto, la comparacién de la
variabilidad existente entre distintas ordenaciones cromos6émicas puede dar

informacién acerca de la edad relativa de las mismas.

En el caso de las ordenaciones cromosémicas del segmento I del
cromosoma O de D. subobscura se han expuesto varios argumentos a favor
del primitivismo de la ordenacién cromosémica Os,, vs. O,. La posicién
central que ocupa la ordenacién O,, en la filogenia de las ordenaciones
cromosémicas con un gran numero de ordenaciones derivadas, su distribucién
pricticamente universal y su presencia en poblaciones antiguas y aisladas como
las islas Canarias o de Madeira ha sido un importante argumento a favor del
mayor primitivismo de esta ordenacién (Prevosti 1971, 1972). Mediante
argumentos tedricos, basados en una modificacion de la regla de las trfadas de
Wallace, Zapata et al. (1982) han expuesto un método para la construccién de
filogenias cromosémicas. Mediante este método han propuesto que la
ordenacién cromosémica O, serfa mds antigua que la ordenacién O,.
Fontdevila et al. (1983) interpretan que los cambios estacionales encontrados
en el desequilibrio gamético entre loci enzimdticos dentro de la ordenacién O,
apuntan también a favor del primitivismo de la ordenacién cromosémica O,,,.
Segiin estos autores la ordenacién cromosémica mds primitiva (O,,,) poseeria
un contenido génico principalmente adaptado para unas condiciones climdticas
estables mientras que en la ordenacién cromosémica derivada (O,) existirfa

una serie de conjuntos de genes adaptados para diferentes cambios ambientales

_ (estacionales).
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También se han expuesto argumentos a favor de una mayor
antigiiedad de la ordenacién O,, en este caso basados en la comparacién de
variabilidad. Prevosti (1978) y Garcfa (1979) detectaron un mayor nivel de
variabilidad en los loci Lap y Pept-1 dentro de la ordenacién cromosémica O,,
comentando que esta ordenaci6n podria ser la primitiva. Posteriormente
Prevosti et al. (1983b) concluyen que la asociacién de estos marcadores
alozimicos con las ordenaciones O, y O,,, podria ser debida a interacciones
epistdticas con otros genes y por lo tanto a la accién de la seleccién natural.
En este caso, estos marcadores no serian los idéneos como trazadores de la
antigiiedad de las inversiones. No obstante, Larruga & Pinsker (1984), al
utilizarlos como marcadores y al detectar una mayor variabilidad en la

ordenacién O,,,, proponen que esta ordenacién seria la mds antigua.

A nivel del DNA los polimorfismos que no provocan cambio de
aminodcido (polimorfismos silenciosos) serfan buenos candidatos a ser
polimorfismos neutros. En las zonas no codificadoras todas las posiciones son
consideradas silenciosas. En las zonas codificadoras dnicamente una fraccién
de las posiciones pueden ser consideradas silenciosas. La estimacién de la
heterozigosidad por nucleétido mediante el estimador de Nei & Tajima (1981)
fué de 0.00304 para la ordenacién O, 0.00561 para O, y 0.00229 para
0,,4,5 (para el "pool” de Barcelona y Ter Apel). Las heterozigosidades de la
zona flanqueante 5’ (en donde todas las posiciones son silenciosas y
generalmente consideradas neutras) fueron de 0.00393 para la ordenacién O,,
0.01039 para O,, y 000526 para O, (para el mismo conjunto de
poblaciones). Estos datos sugieren una mayor antigiiedad de la ordenaci6n
cromosémica O;, Como se ha comentado anteriormente, Hudson

(comunicacién personal) ha propuesto una aproximacién para comparar
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diferencias de heterozigosidad (mediante el estimador ©). Se comparé en el
conjunto de las poblaciones de Barcelona y Ter Apel el nivel de
heterozigosidad de la regién 5’ de la ordenacién cromos6mica O, con el de la
ordenacién cromosémica Oi, (8 = 0.00763 para la ordenacibn O, y
8 = 0.01801 para la ordenacién Os,,). El valor de la ji-cuadrado fué de 3.76;
para un grado de libertad la probabilidad asociada a este valor es ligeramente
superior al 5%. Asi pues, las diferencias de las heterozigosidades entre las dos
ordenaciones cromosémicas no resultan significativas (al 5%), aunque estin en

la frontera de la significacién.

Existen otros indicios (nimero de sucesos recombinacionales, nimero
de polimorfismos, nimero de haplotipos, estimaciones de la diversidad
haplotipica) que igualmente sugieren la mayor antigiiedad de la ordenacién
cromosémica O,,4 respecto a la ordenacién O,. A pesar de existir dependencia
en la informacién proporcionada por los mismos, ésta no es total. Al analizar
las poblaciones de Barcelona y Ter Apel en su conjunto, con tamaifios
muestrales similares para O;,, y O, (44 y 47 respectivamente), se ha detectado
un mayor nimero de sucesos recombinacionales en la ordenacién O,y (6
dentro de O,,, y s6lo uno dentro de O,). También se ha detectado un mayor
nimero de posiciones polimérficas por substitucién nucleotidica (12 respecto a
8) y por insercién-delecién (8 respecto a 5) en la ordenacion cromosémica
O,,,. Ademds, 7 de los polimorfismos por substitucién nucleotidica que
segregan en la ordenacién O, fueron identificados en mds de una linea,

mientras que en la ordenacién cromosémica O, tnicamente 3 polimorfismos se

encuentran miiltiplemente representados.
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El nimero de haplotipos también fué mayor en la ordenacién
cromosémica O;,4 que en O,, tanto los identificados al considerar los
polimorfismos por substitucién nucleotidica (17 respecto a 10), como por
insercién-delecién (28 respecto a 21), como los identificados al considerar todo
tipo de polimorfismo (39 respecto a 35). Los indices de diversidad haplotipica
son también mayores en la ordenacién Os;, que en O, (0.8647 respecto a
0.6790 para substitucién nucleotidica; 0.9757 respecto a 0.9371 para insercién-
delecién y 0.9937 respecto a 0.9870 para el total). Ademds, esta tendencia en
los indices de diversidad haplotipica se presenta en todos los casos excepto
uno al analizar individualmente las poblaciones de Barcelona y Ter Apel (con
tamanos muestrales para O, y O, bastante diferentes). A nivel nucleotidico,
por lo tanto, todos los datos aﬁuman a una t-nayor antigiiedad de la ordenaci6n

cromosémica O,,,.

Existe algin indicio que sugiere que la ordenacién cromosémica
O;,.4,5 seria la de origen mds reciente. Sin embargo, debido ‘a que se han
analizado pocos cromosomas de esta ordenacién es dificil comparar con las
otras dos. Para esta comparacién el mejor pardmetro es la heterozigosidad por
nucle6tido pues es independiente del tamafio muestral. Como se ha mostrado,
las estimas de la heterozigosidad indican que la ordenacién cromosémica O,,,
serfa ancestral a la ordenacién O, Sin embargo, estas estimas no aclaran
qué ordenacién, O, u O, se ha originado mds recientemente (al comparar
toda la regién rp49 el menor valor lo presenta la ordenacién Oj,y.g, y sin
embargo al comparar la zona 5’ lo presenta la ordenacién O,). La indicacién
que més claramente sugiere que la ordenacién O;.4.3 podria ser la que se
origind mds recientemente, es la fuerte asociacion de polimorfismos por

substitucién nucleotidica con esta ordenacién cromosémica.
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4.3 VARIABILIDAD EN LA POBLACION DE TENERIFE

Los resultados obtenidos a nivel cromosémico (Prevosti 1971, 1974;
Prevosti et al. 1975), a nivel enzimdtico (Cabrera et al. 1980; Larruga et al.
1983) y a nivel del DNA mitocondrial (Afonso et al. 1990) indican que las
poblaciones de Drosophila subobscura de las islas Canarias estdn muy
diferenciadas respecto a las poblaciones continentales europeas. Prevosti (1974)
y Prevosti et al. (1975) a partir de los datos del polimorfismo cromosémico
propusieron que las poblaciones de las islas Canarias estarfan geogrificamente
aisladas del continente (tanto europeo como africano) manteniendo
caracteristicas del periodo en el cual se establecieron. Los datos del
polimorfismo cromosémico (Prevosti 1971) y enzimitico (Cabrera et al. 1980),
ponen de manifiesto la existencia de una gran homogeneidad entre las islas del

archipiélago.

En el presente estudio, a nivel nucleotidico, la poblacién de Tenerife
también mostr6 grandes diferencias al compararse con las 2 poblaciones
europeas analizadas (Barcelona y Ter Apel). De los 8 polimorfismos por
substitucién nut‘;lcot{dica identificados en la regién rp49 de la poblacién de
Tenerife, 4 resultaron especificos de esta poblacion. Dos de estos
polimorfismos, ademds, se detectaron en mds de una linea. En la poblacién de
Tenerife, también se identificé una variante de un polimorfismo por insercién-
delecién multialélico (#10) especifica de la poblacién, que estaba representada

en 6 lineas.

La frecuencia de varios de los polimorfismos por substitucién

nucleotidica identificados en la poblacién de Tenerife difiri6 significativamente
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de la de las poblaciones europeas. Se identificaron 3 polimorfismos cuya
frecuencia diferia signiﬁcaﬁvamenw entre la poblacién de Tenerife y la de
Barcelona (de 16 comparaciones), 5 entre Tenerife y Ter Apel (de 17), y 7
entre Tenerife y las poblaciones de Barcelona y Ter Apel agrupadas (de 18).
Asimismo, la distribucién de haplotipos de la poblacién de Tenerife difiere
significativamente de las europeas. Esta diferenciaci6n entre la poblacién de
Tenerife y las poblaciones europeas contrasta con la gran homogeneidad
existente entre las poblaciones de Barcelona y Ter Apel -tanto al comparar las
frecuencias de los polimorfismos por substitucién nucleotidica como la
distribucién de los haplotipos identificados al considerar tinicamente las
substituciones nucleotidicas-. La estimacién de las diferencias nucleotidicas
netas () entre poblaciones, refleja este pat;'én de diferenciacién: 0.00004 entre
Barcelona y Ter Apel, 0.00063 entre Barcelona y Tenerife, y 0.00072 entre
Tenerife y Ter Apel.

No obstante, al existir diferencias significativas en el . contenido
génico de diferentes ordenaciones cromosémicas, esta heterogeneidad entre la
poblaciéon de Tenerife y las europeas podria ser el resultado de una
diferenciacién entre ordenaciones cromosOmicas y no entre estas poblaciones.
Por ello, para evitar una diferenciacion espirea, resulta mds adecuado efectuar
la co;nparacién dentro de ordenacién cromosémica. Al comparar la variabilidad
de la ordenaci6én cromosémica O, (Gnica ordenacién identificada para el
cromosoma O en la poblacién de Tenerife), también se observaron diferencias
| significativas entre la poblacién de Tenerife y las de Barcelona y Ter Apel. En
~ efecto, se detectaron diferencias en la frecuencia de 4 polimorfismos por
| substitucién nucleotidica entre la poblacién de Tenerife y la de Barcelona (de

16 comparaciones efectuadas); 3 entre Tenerife y Ter Apel (de 12); y 4 entre
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Tenerife y el conjunto de Barcelona y Ter Apel (de 16). También se
observaron diferencias significativas, entre la poblacién de Tenerife y las
poblaciones europeas, en la distribucién de haplotipos por substitucién
nucleotidica. La estimacién de las diferencias nucleotidicas netas (3), al
considerar dnicamente la ordenaci6n cromosémica O,,,, es coherente con los
resultados anteriores: 0.00025 entre Barcelona y Ter Apel, 0.00054 entre
Barcelona y Tenerife, y 0.00098 entre Tenerife y Ter Apel.

Se ha estimado que el nivel de heterozigosidad de las poblaciones de
Canarias a nivel cromosémico es menor que el de las poblaciones europeas;
Larruga et al. (1983) estimaron una heterozigosidad de 0.190 en una poblacién
de Tenerife respecto a 0.466 y 0.419 para una poblacién de Jaén y otra de
Marruecos respectivamente. A nivel enzimdtico, sin embargo, apenas existen
diferencias: 0.082 en la poblacién de Tenerife vs. 0.112 y 0.083 para Jaén y
Marruecos (Larruga et al. 1983). En otro estudio de variabilidad enzimdtica
realizado en las mismas poblaciones por Cabrera et al. (1983) los niveles de
heterozigosidad obtenidos fueron: 0.21 en una poblacién de Tenerife vs. 0.21 y

0.20 para Jaén y Marruecos respectivamente.

La heterozigosidad estimada en la regién rp49 en la poblacién de
Tenerife, fué méds baja que la estimada en Barcelona y Ter Apel (n = 0.00278
para Tenerife; ® = 0.00505 para Barcelona, m = 0.00412 para Ter Apel, y
n = 0.00454 para el conjunto de las poblaciones europeas). La diferencia en el
nivel de heterozigosidad entre la poblacién de Canarias y las de Europa se
acentia al considerar nicamente la ordenaci6n cromos6émica O,
(n = 0.00278 en Tenerife; © = 0.00598 para Barcelona, m = 0.00474 para Ter
Apel, y m = 000561 para el conjunto de las poblaciones europeas). Se
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compararon las diferencias de heterozigosidad entre la poblacién de Tenerife y
el conjunto de Barcelona y Ter Apel mediante el test que propone Hudson
(comunicacién personal). Se comparé el nivel de heterozigosidad de la regién
5’ (regi6n en la que existe una mayor probabilidad de que la variabilidad sea
neutra) de la poblacién de Tenerife con el correspondiente al de la ordenacién
cromos6mica Os,4 del conjunto de las poblaciones de Barcelona y Ter Apel
(8 = 0.01105 para la poblacién de Tenerife y 6 = 0.01801 para el conjunto de
Barcelona y Ter Apel). El valor de la ji-cuadrado fué de 3.73; para un grado
de libertad la probabilidad asociada a este valor es ligeramente superior al 5%.
Atn cuando las heterozigosidades de la poblacién de Tenerife y el conjunto de
Barcelona y Ter Apel no llegan a ser estadisticamente diferentes (al nivel del

5%) estdn muy préximas a serlo.

Bajo la suposicion de neutralidad, la heterozigosidad esperada es
aproximadamente igual a 4N, siendo N, el tamaifio efectivo poblacional y p
la tasa de mutacién por nucleétido hacia alternativas selectivamente neutras.
Por lo tanto, si las tasas de mutacién son iguales, un aumento del tamarfio
efectivo ocasionarfa un aumento de la heterozigosidad. Si las diferencias de
heterozigosidad estimadas entre la poblacién de Tenerife y las europeas fuesen
realmente significativas, esto podria indicar un menor tamafio efectivo

poblacional en la poblacién insular.

Sorprendentemente, la heterozigosidad nucleotidica estimada en el
DNA mitocondrial (Afonso et al. 1990; Rozas et al. 1990) es algo mayor en
las poblaciones de las islas Canarias que en las europeas: m = 0.0047 para
Tenerife vs. © = 0.0021, ® = 0.0036 y =n = 0.0042 para las poblaciones de

Marruecos, Barcelona y Alemania, respectivamente. Contrariamente a lo que se
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podria esperar, las tasas de evolucién del DNA mitocondrial respecto al DNA
nuclear son similares en Barcelona y en Tenerife. Este cdlculo se realizé
mediante la estima de la heterozigosidad de la regién codificadora del locus
rp49 de la poblacién de Tenerife (n = 0.00122) y la del mtDNA estimada por
Afonso et al. (1990) en otra poblacién de Tenerife (x = 0.0047); por lo tanto,
la estimacién de la tasa de evolucién del mtDNA respecto al DNA nuclear es
de 3.9 veces, por una tasa de 3.5 obtenida en la poblacién de Barcelona
(como se coment6 anteriormente, hay que ser cautos con estos valores pues
existte un importante error en su estima). Antes de poder explicar
satisfactoriamente este diferente patrén de heterozigosidad entre el DNA
nuclear y mitocondrial hace _falta realizar otros estudios que permitan dilucidar
si esta desviacién es generalizada o corresl;ondc a un caso particular de las

poblaciones analizadas o de la regién rp49.

Tanto los datos del polimorfismo cromosémico (Prevosti et al. 1974)
como los del DNA mitocondrial (Afonso et al. 1990) parecen indicar que las
poblaciones de Canarias son bastante antiguas. Los resultados de la regi6n
rp49 también sugieren que las poblaciones insulares no son recientes: a)
Existen varios polimorfismos por substitucién nucleotidica especificos de la
poblacién (4 de un total de 8), y alguno de ellos identificado en mds de un
individuo. Sin embargo, en la poblacién de Barcelona s6lo existe uno (de un
total 12) identificado en una inica linea, y 2 en la poblacién de Ter Apel (de
un total de 11), detectados cada uno de ellos igualmente en una dnica linea. b)
De los 12 haplotipos por substitucién nucleotidica identificados en la
poblacién, 8 son especificos y muestran una tendencia a estar agrupados entre

ellos cuando se conectan (figura 13). ¢) Se han detectado 3 sucesos

recombinacionales entre estos haplotipos especificos.
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4.4 VARIABILIDAD EN LA POBLACION DE SANTIAGO

D. subobscura era un especie considerada exclusivamente paledrtica
hasta que en 1978 fué descubierta en Puerto Montt, Chile (Brncic et al. 1981).
Posteriormente, en 1982, fué también descrita en Port Townsend, EEUU
(Beckenbach & Prevosti 1986). Debido a que en Norte y Sudamérica se han
capturado individuos del género Drosophila durante varios afios, se puede
asegurar que la colonizaci6én de América por D. subobscura es un proceso
reciente (posterior a 1975 en Norteamérica y a 1978 en Sudamérica). Tanto en
Sudamérica (Chile y parte de Argentina) como en Norteamérica (costa oeste
de EEUU) D. subobscura se fué extendiendo y asentando establemente en
varias localidades, siendo incluso la especie dominante en alguna de ellas
(Budnik & Brncic 1982; Prevosti et al 1983a; Lépez 1985; Brncic et al. 1985;
para una revisién: Prevosti et al. 1987; Ayala et al. 1989).

Tras un proceso de colonizacién, debido a que las poblaciones
colonizadas se fundan a partir de un nimero limitado de individuos del 4rea
original (efecto fundador), es de esperar un cambio en el patrén de la
variabilidad genética de la especie. Por un lado, debido a que en la muestra
colonizadora puede no estar representado todo el acervo génico de la especie,
es previsible una disminucién del nimero de variantes. Por otro lado, el efecto
fundador puede ocasionar un cambio en las frecuencias génicas de las
variantes. La magnitud de estas dos consecuencias del efecto fundador estd

relacionada con el niimero de individuos colonizadores.

Los datos existentes para el polimorfismo cromosémico (Bmcic et al.

1981, 1982; Prevosti et al. 1985, 1988) indican que las poblaciones americanas
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colonizadas por D. subobscura presentan un nivel considerable de variabilidad.
Prevost et al. (1985, 1988) han observado en una poblacién individual hasta
19 ordenaciones cromosémicas distintas en el conjunto de los 5 cromosomas
acrocéntricos de la especie, y hasta 7 en el cromosoma O. Estas 7
ordenaciones del cromosoma O han sido observadas en la poblacién de

Santiago de Chile analizada por Prevosti et al (1985).

En el presente estudio, el nivel del polimorfismo cromosémico fué
comparable al de otros estudios realizados en poblaciones americanas, y al
observado en las poblaciones de Barcelona y Ter Apel. Se han identificado 5
ordenaciones cromosdmicas distintas para el cromosoma O (el mismo nimero
que las observadas en Barcelona y Ter Apel), no observindose las
ordenaciones O, y O,,, identificadas por Prevosti et al. (1985). La ausencia de
estas ordenaciones en la muestra no resulta extrafia ya que dichas ordenaciones
habian sido idzntificadas a una baja frecuencia (0.5% y 2.1% respectivamente).
Los datos del polimorfismo cromosémico del presente estudio, alyigual que los
obtenidos anteriormente por otros autores, no indican que la poblacién de
Santiago (ni la de otras poblaciones americanas) presenten una disminucién de

variabilidad con respecto a las poblaciones europeas.

Los datos del polimorfismo enzimdtico de las poblaciones de
Sudamérica (Prevosti et al. 1982) y Norteamérica (Balafid 1989) sf que reflejan
una disminucién de variabilidad. Todos los electromorfos mds comunes en
Europa estdn presentes en las poblaciones americanas, faltando la mayorfa de
Jos raros. Sélamente dos alelos, Idh'”” y Odk** de los sistemas aloenziméticos
Idh y Odh respectivamente, detectados en frecuencias inferiores al 10% en las

poblaciones europeas estudiadas por Loukas et al. (1979a), han sido
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observados en las poblaciones colonizadas, y con frecuencias mds elevadas.
S6lo un alelo, Hk-1°” del sistéma aloenzimdtico Hk-1, detectado por Loukas et
al. (1979a) en frecuencias superiores al 10% no se encuentra en las
poblaciones americanas. La ausencia de la mayorfa de los alelos poco
frecuentes en dichas poblaciones sugiere que el nimero de colonizadores no

fué muy numeroso.

A nivel del DNA mitocondrial los resultados son fundamentalmente
andlogos. Rozas et al. (1990) en su estudio de varias poblaciones americanas
de D. subobscura sélo observaron 2 haplotipos de un total de 26 identificados
en el Viejo Mundo (Afonso et al. 1990; Rozas et al. 1990). Los 2 haplotipos
identificados en las poblaciones americanas corresponden a los haplotipos més
comunes de las poblaciones europeas, no detectdndose, ninguno de los

haplotipos que en Europa segregan a frecuencias inferiores al 10%.

La variabilidad en la regién rp49 de la poblacién de Santiago,
presentd un patrén similar al de la variabilidad aloenzimdtica y del DNA
mitocondrial estudiada por Prevosti et al. (1982), Balaii4 (1989) y Rozas et al
(1990). En la poblacién de Santiago se identific6 un menor nimero de
polimorfismos por substitucién nucleotidica: 5 polimorfismos por substitucién
nucleotidica respecto a los 12, 11 y 8 de las poblaciones del Viejo Mundo
(Barcelona, Ter Apel y Tenerife respectivamente); los polimorfismos
nucleotidicos, sin embargo, segregaron con una frecuencia mayor en Santiago
que en las poblaciones del Viejo Mundo. A excepcién del polimorfismo #27
(con frecuencias del 6% y 11% en Barcelona y Ter Apel respectivamente), los
polimorfismos més comunes de las poblaciones de Barcelona y Ter Apel estin

presentes en la poblacién de Santiago, faltando los poco frecuentes. ‘En la
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poblacién de Santiago, no obstante, se identific6 un polimorfismo (#16) no
observado en las poblaciones de Barcelona y Ter Apel; esto no indica
necesariamente la ausencia del mismo en dichas poblaciones, ya que podria
segregar a baja frecuencia. Este patrén (presencia de los polimorfismos m4s
comunes y ausencia de los poco frecuentes), sin embargo, no se cumplié al
comparar las poblaciones de Tenerife y Santiago. Entre estas dos poblaciones
existe una gran diferenciacién. Esta diferenciacién no es mds que una
ratificaciébn de la informaci6n aportada por los datos del polimorfismo
cromosémico de que el drea de origen de las poblaciones americanas no es el

archipiélago canario.

La comparaciéon de los polimorfismos por substitucién nucleotidica
que segregaban dentro de una ordenacién cromosémica entre la poblacién de
Santiago y las poblaciones de Barcelona y Ter Apel apunta esencialmente a la
misma tendencia: presencia de los polimorfismos mds comunes y ausencia de
los poco frecuentes (con la excepcién del polimorfismo #16, que segrega en la
ordenacién O, de la poblacién de Santiago y que no fué detectado en las

poblaciones europeas).

La estimacién de la heterozigosidad por nucledtido -segiin el
estimador de Hudson (1982)- de la poblacién de Santiago resultd menor a la
obtenida en las poblaciones europeas de Barcelona y Ter Apel: 6 = 0.0039
para la poblacién de Santiago; 6 = 0.0101 para Barcelona; 8 = 0.0090 para
Ter Apel; y © = 0.0064 para Tenerife. Como se comentd, este estimador no
tiene en cuenta las frecuencias de los polimorfismos aunque si su nimero. La

menor heterozigosidad de la poblacién de Santiago es por tanto un reflejo del

menor nimero de posiciones polimérficas.
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La estimacién de la heterozigosidad por nucleétido -segiin el
estimador de Nei & Tajima (1981)- de la poblacién de Santiago resulté, sin
embargo, ligeramente mayor a la obtenida en las poblaciones europeas. Este
resultado, a priori, puede sorprender ya que generalmente se asocia el efecto
fundador con una reduccién de variabilidad. Ademds, a priori serfa més
sorprendente ya que en las poblaciones de Barcelona y Ter Apel los
polimorfismos poco frecuentes dan cuenta de una buena parte de la estima de
la heterozigosidad por nucleétido -estimador de Nei & Tajima- (los
polimorfismos con una frecuencia inferior al 10% explican aproximadamente la
mitad del valor de la heterozigosidad por nucleétido). Sin embargo, el efecto
fundador puede afectar a las frecuencias de los polimorfismos. En concreto, la
variante més rara de los poiimorﬁsmos p;)r substitucién nucleotidica de la
poblacién de Santiago segregé a una frecuencia mds alta que en las
poblaciones europeas, ocasionando como consecuencia el alto indice de

heterozigosidad por nucleétido.

Esta frecuencia relativamente alta de las variantes de los
polimorfismos por substitucién nucleotidica de la regién rp49 (frecuencias
iguales o superiores a un 17%) puede indicar que la colonizacién fué llevada a
cabo por un nimero de individuos bastante pequefio: a) si la muestra de
individuos colonizadores fuese grande, cabria esperar que fuese representativa
de la poblacién de origen y por tanto que se presentasen pocos cambios en las
frecuencias génicas; b) si las frecuencias actuales fuesen un fiel reflejo de las
frecuencias en la muestra colonizadora, y si la muestra de individuos
colonizadores fuese grande, cabria esperar que algin polimorfismo presentara

alguna variante a baja frecuencia (en principio menor del 17%).
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La heterozigosidad nucleotidica en el DNA mitocondrial no sigue el

mismo patr6n que el observado para la regién rp49. Rozas et al. (1990),
analizando las mismas poblaciones de Barcelona y Santiago, estiman que la
heterozigosidad por nucledtido, segin Nei & Tajima (1981), es 1.6 veces
mayor en la poblacion europea. En el DNA mitocondrial de las poblaciones
continentales europeas de D. subobscura se detecta un inico polimorfismo por
substitucién nucleotidica con una alta frecuencia (oscilando del 30% al 70%) y
de uno a cuatro polimorfismos a frecuencias muy bajas (Afonso et al. 1990).
Estos polimorfismos raros no se encuentran en las poblaciones americanas,
mientras que el polimorfismo que segregaba con una alta frecuencia en las
poblaciones europeas estd presente en las poblaciones colonizadas con una

frecuencia similar.

Los datos mds informativos en el estudio de esta poblacién del drea
colonizada provienen del andlisis de la distribucién de haplotipos. Al comparar
el nimero de haplotipos identificados -al considerar tanto las substituciones
nucleotidicas como las inserciones/deleciones como ambos tipos de
polimorfismo- en la poblacién de Santiago con los encontrados en Barcelona,
Ter Apel y Tenerife se observé una gran disminucién de la variabilidad. En la
poblacién sudamericana se detectaron 4 haplotipos al considerar las
substituciones nucleotidicas respecto a los 17, 15 y 12 de las poblaciones de
Barcelona, Ter Apel y Tenerife; 7 haplotipos al considerar las inserciones-
deleciones por los 23, 28 y 17 de las poblaciones de Barcelona, Ter Apel y
Tenerife; y 8 haplotipos al considerar ambos tipos de polimorfismo en
contraste con los 36, 43 y 23 de las poblaciones de Barcelona, Ter Apel y
Tenerife. Esta disminucién del nimero de haplotipos se observa asimismo para

cada una de las 3 ordenaciones cromosémicas.
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Todos los haplotipos (al considerar tanto las substituciones
nucleotidicas como las inécrcioncs/deleciones) de la poblacién de Santiago
mostraron una frecuencia elevada excepto el §§§10 y el §§840 (tabla 38).
Cada uno de estos tltimos haplotipos se identific6 en s6lo una de las lineas
estudiadas, mientras que el resto de los haplotipos fueron observados en un
minimo de 6. Estos 2 haplotipos poco frecuentes, que difieren de otro de los
haplotipos identificados en el mismo grupo cromosémico en tan sélo un
polimorfismo por insercién-delecién, pueden haberse generado en el 4rea
colonizada por deleciones de DNA. Asfi, el haplotipo §§§10 (tabla 38) difiere
del §38§62 (ambos en la ordenacién cromosémica O,,4,s) lnicamente para el
polimorfismo #20 (delecién de unos 5 pb). De forma similar el haplotipo
§§840 difiere del §§818 (en la ordenacién ;:rOmosémica 0O,,4) tnicamente para
el polimorfismo #3 (delecién de unos 3 pb). Debido a la supuesta alta tasa de
generaci6on de inserciones-deleciones de pequefio tamafio por "misspairing”,
pero también a la baja frecuencia de los citados haplotipos y a su relacién con
otros haplotipos frecuentes en la misma ordenacién cromosémica, no parece
probable, aunque no pueda descartarse, que los haplotipos §§810 y §§§40

formaran parte de la muestra que coloniz6 el continente americano.

Si realmente estos 2 haplotipos se generaron en el drea colonizada,
scrfan- 6 los haplotipos diferentes encontrados en Chile procedentes del 4rea
original. El alto nivel de desequilibrio de ligamiento detectado en esta
poblacién puede ser una indicacién de la ausencia entre estos haplotipos de
.alguno generado por recombinacién en el drea colonizada. Como ya se ha

comentado, el nimero de ordenaciones cromosOmicas distintas para el
'cromosoma O que se ha identificado en el continente americano ha sido de 7

(Prevosti et al. 1987, 1988). De estas 7, la ordenacién cromosémica O,
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-observada s6lo en algunas poblaciones y en muy bajas frecuencias- se cree
que pudo originarse por recombinacién a partir de la ordenacién cromosémica
Oj.447, por lo que serfa 6 el nimero total de ordenaciones cromosémicas
distintas para el cromosoma O. Por lo tanto, debido a que el cromosoma O de
las poblaciones americanas es el que presenta mds ordenaciones cromosémicas
distintas, todas las ordenaciones observadas en las poblaciones americanas de
D. subobscura, podrian estar presentes en una muestra de 6 cromosomas
(nimero minimo de cromosomas que tuvieron que llegar al continente
americano). Los datos obtenidos del andlisis de la variabilidad a otros niveles
son compatibles con este nimero minimo de cromosomas -a nivel
aloenzimdtico Prevosti et al. (1982) y Balaiid (1989) encontraron un mdiximo
de 3 vmian;es en los sistemas cn-ziméticos estudiados y Latorre et al. (1986) y
Rozas et al. (1990) sélo encuentran 2 haplotipos distintos para el DNA

mitocondrial.

Sorprendentemente -el nimero de haplotipos identificados (6) -al
considerar todo tipo de polimorfismo- coincide con el nimero de ordenaciones
cromosOmicas observadas en el continente americano. Ademds, la distribucién
de estos haplotipos entre los 3 grupos cromosémicos considerados, debido a la
localizacién del locus rp49, es la que se esperaria si hubiera sido 6 el nimero
de cromosomas aportados por los individuos colonizadores: se identificaron 2
haplotipos en el grupo O, -en el cual se han identificado 2 ordenaciones
cromos6émicas, la O, y la Os-, 1 en el grupo O, -donde sélo se ha
observado la ordenacién Os4.s- y 3 en el grupo O, -en el cual se han

detectado 3 ordenaciones, 1a Oy, 12 Oz, ¥ 12 O3 pypm
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Si la muestra de individuos que colonizaron el continente americano

hubiese contenido mds de un‘cromosoma portador de la misma ordenacién y
éstos se hubiesen perpetuado hasta la actvalidad, serfa necesario que en la
muestra colonizadora un mismo haplotipo estuviera presente mé4s de una vez
dentro de uno de los 3 grupos comosémicos. Sin embargo, la probabilidad de
este suceso es bastante baja ya que la diversidad haplotipica parece ser muy
alta en las poblaciones continentales europeas. En efecto, en las poblaciones de
Barcelona y Ter Apel se detectaron 70 haplotipos distintos entre las 103 lineas
analizadas halldndose el haplotipo més frecuente s6lo en 6 individuos. En estas
poblaciones se observa una menor diversidad en la ordenacién Os.,g para el
nimero de haplotipos: en la ordenacién O, para la que se analizaron 47
cromosomas, se identificaron 35 haplotipos, el mds frecuente observado en 3
individuos; en la ordenacién O, con 44 cromosomas analizados, se
observaron 39 haplotipos, siendo de 3 la frecuencia mdxima; mientras que en
la ordenacién O, con 16 cromosomas analizados, se identificaron 9

haplotipos, el mds frecuente de ellos observado en 4 individuos.

La probabilidad de que 2 cromosomas tomados al azar presenten el
mismo haplotipo es 1 - A, siendo h el indice de diversidad haplotipica de Nei
& Tajima (1981). Esta probabilidad, para cada uno de los tres grupos
cromos6émicos y para el total poblacional, del conjunto de las poblaciones de

Barcelona y Ter Apel es la siguiente:

0, =0.0130
O, = 00063
03-}44-8 = 0.0917

Total = 0.0126
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Asi pues, si la distribuci6n haplotipica de Barcelona y Ter Apel fuese
representativa del drea de origen de los individuos colonizadores, es poco
probable que el mismo haplotipo estuviera representado dos veces en la
muestra colonizadora; aunque para la ordenacién cromosémica O, la

probabilidad es de un 9.17%.

La variabilidad existente en la actualidad en las poblaciones
americanas puede representar toda la variabilidad que llegé con la muestra
colonizadora o bien una fraccién de la misma. En efecto, si todos los
cromosomas que llegaron con la muestra original tuviesen descendientes por
réplica en las poblaciones actuales y debido al caricter diploide de la especie,
esperariamos encontrar entre los cromosomas actuales los descencientes de un
nimero par de cromosomas. En cambio si los cromosomas que se hallan en la
actualidad son descendientes por réplica \inicamente de una fraccién de los
cromosomas originales, se podrian encontrar los descendientes de un nimero

par o impar de cromosomas.

Bajo la primera alternativa la hipétesis mds probable es que la
muestra colonizadora consistiera en 6 cromosomas. Esto es debido a que el
raro caso de que un mismo haplotipo estuviera representado dos veces en la
muestra colonizadora, tendrfa que haber sucedido 2 veces, -suceso muy poco
probable-. En el caso de que realmente fuese 6 el nimero de cromosomas, se
podrfa especular -debido a que dnicamente se han detectado 2 haplotipos para
el DNA mitocondrial (Latorre et al. 1986; Rozas et al. 1990)- que la muestra
de individuos que coloniz6 América estaria formada por 2 hembras fecundadas

por un tnico macho.
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Bajo la alternativa de que la muestra colonizadora original
comprendiese mds individuos pero que inicamente hayan subsistido los
descendientes por réplica de una fraccién de los cromosomas originales, la
hip6tesis mds probable también serfa que el nimero de cromosomas fuese 6.
Sin embargo, a diferencia del caso anterior, no seria tan improbable que el
nimero de cromosomas fuese 7. En este caso, la ordenacién cromosémica que
con mds probabilidad podrfa haber estado representada 2 veces en la muestra

portando el mismo haplotipo para la regién rp49 seria la O,,4.s.

No obstante, en la actualidad no se conoce el drea de origen de los
individuos colonizadores. Podrfa suceder que en dicha 4rea hubiera una baja
diversidad 'haplotipica (y por. lo tanto una mayor probabilidad de que la
muestra colonizadora comprendiese un nimero mayor de cromosomas). Esta
hip6tesis parece poco probable, ya que si las dos poblaciones europeas
estudiadas (Barcelona y Ter Apel) -separadas entre si por 1300 km y por la
barrera geogrifica de los Pirineos- son homogéneas, parecerfa probable que lo
fueran también la mayorfa de las poblaciones continentales europeas.
Alternativamente, los individuos colonizadores podrfan ser originarios de
alguna regi6n aislada (por ejemplo una poblacién insular), donde, al igual que
la poblacién de Tenerife, es probable que exista una disminucién de
variabilidad con respecto al continente. Si fuera este el caso, aumentaria la
probabilidad de que la muestra colonizadora comprendiese un nimero de
cromosomas mayor. Para poder conocer con mds exactitud el nimero de
cromosomas originales, es necesario, o bien conocer la poblacién de origen de
los individuos colonizadores o bien aumentar el tamafio de la regi6n
nucleotidica objeto de estudio (ya que aumentard el indice de diversidad
haplotfpica y por lo tanto disminuirfa la probabilidad de equivocarse al
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descartar que el mismo haplotipo estuviese representado més de una vez en la

muestra colonizadora).

Esta estimacion del nimero de colonizadores a partir del
polimorfismo nucleotidico es menor que la propuesta por otros autores a partir
de la informacién que proporciona el polimorfismo cromosémico. Brncic et al.
(1981) consideraron que el nimero de colonizadores méis probable se situaria
entre 10 y 15 individuos. Para esta estimacién se consider6 el este de la
Peninsula Ibérica como drea de origen de los individuos colonizadores, debido
a la supuesta presencia de la ordenacién cromosémica O,, en las poblaciones
chilenas. Posteriormente, tras detectarse que hubo una confusién en la
identificacién de dicha ordenacién que en realidad era la O5 (Prevosti et al.
1985), se hizo improbable aquel origen de la poblacién colonizadora y por lo
tanto, aquella estimacién. En otro estudio, Mestres et al. (1990) a partir de la
frecuencia de la ordenacién cromosémica Os en las poblacioneé paledrticas,

consideran que el nimero de individuos colonizadores estaria comprendido

entre 9 y 149.




CONCLUSIONES
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En las cuatro poblaciones estudiadas se han detectado 19 polimorfismos
por substituciébn nucleotidica y 8 por insercién-deleciéon. En estas
poblaciones se han identificado 34 haplotipos al considerar las
substituciones nucleotidicas, 55 al considerar las inserciones-deleciones y

96 al considerar ambos tipos de polimorfismo.

La variabilidad nucleotidica estimada para la regién rp49 de D.
subobscura en las poblaciones europeas (m = 0.0045), es comparable a la
de D. melanogaster y D. ananassae, y menor a la de D. simulans y D.

pseudoobscura estimada para otras regiones del genoma.

Para la regién rp49 no se ha detectado heterogeneidad entre las dos
poblaciones europeas para ninguna de las 3 ordenaciones cromos6micas

consideradas.

En las poblaciones .europeas se han detectado asociaciones de
polimorfismos por substitucién nucleotidica con diferentes ordenaciones

cromosomicas, indicando una cierta diferenciacién de las ordenaciones

cromosomicas.

La ausencia general de desequilibrios de ligamiento significativos entre
posiciones nucleotidicas dentro de una misma ordenacién cromosémica

indica la importancia de la recombinacién en la evolucién de la regién

rp49.

En las poblaciones europeas se¢ han detectado varios polimorfismos por

substitucién  nucleotidica compartidos entre varias ordenaciones
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cromosOmicas, evidenciando la existencia de un importante intercambio

genético entre ordenaciones cromosémicas.

La comparacién de las estimas de variabilidad nucleotidica (tanto de
diversidad haplotipica como de heterozigosidad por nucleétido) sugieren
que la ordenacién cromosémica O,,4 es ancestral respecto a la ordenacién

0,.

La comparacién de las frecuencias de los polimorfismos por substitucién
nucleotidica y de la distribucién haplotipica indica una diferenciacién de

la poblacién de Tenerife respecto a las europeas.

El andlisis de los polimorfismos y haplotipos especificos asi como la
conexién entre haplotipos, apoyan la idea de la antigiiedad de las

poblaciones canarias.

De acuerdo con las expectativas de un efecto fundador, la poblacién de
Santiago de Chile presenté una reduccién del nimero polimorfismos y en

especial del de haplotipos.

Adn cuando la heterozigosidad nucleotidica estimada para la poblacién de
Santiago (m = 0.0056) fué similar a la estimada en las poblaciones
europeas, esta observaciéon no contradice la existencia de un efecto
fundador, ya que la variante mds rara de los polimorfismos por
substitucién nucleotidica segregdé en dicha poblacién a una frecuencia

mayor que en las otras poblaciones europeas analizadas.
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12. El nimero de los haplotipos identificados para la regién rp49 de Santiago
de Chile indica que los haplotipos que se hallan en la actualidad son

descendientes por réplica de dnicamente 6 a 8 cromosomas.
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