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1. RESUMEN

El presente trabajo es un reporte de lo hallado en el anélisis de los cromosomas politénicos
de Drosophila yangana. Se realizaron placas citolégicas de las glandulas salivales de 40
larvas de tercer estadio. En esta muestra, cuatro individuos presentaron inversiones en
estado heterocigoto: el primero mostro tres inversiones consecutivas en el cromosoma X,
dos localizadas en la region distal, una de 10 bandas y otra de 16 bandas, la tercera de 13
bandas se encuentra en la regién central; el segundo presentd una inversion de 22 bandas
en la region proximal del cromosoma 3, el tercero exhibié una inversion de 28 bandas en la
region proximal del cromosoma 4 y en el cuarto se encontré dos inversiones consecutivas
en la region distal del cromosoma 5, de 10 y 6 bandas respectivamente.

Ademas se encontraron dos inversiones homocigétas: una localizada en la region central
del cromosoma X de un individuo, nombrada como Xl, de 11 bandas; inversién que se
encuentra en la misma regioén de una de las tres inversiones en estado heterocigoto del
individuo descrito anteriormente. La otra inversién fue hallada en la region central del
cromosoma 3 de un individuo, nombrada como 3l, de 15 bandas; inversion distinta a la del
individuo con inversion en estado heterocigoto en el cromosoma 3 descrito anteriormente.
El cromosoma 2 de D. yangana no presenté la inversion 2y° que caracteriza a Drosophila
huancavilcae, cuyo mapa citoldgico es el referente para el subgrupo inca; sin embargo, se
encontré un segmento extra de 12 bandas en la seccion E, subseccion E1, que
probablemente corresponda a una duplicacion cromosomica y se encuentra ubicado en un
punto considerado como caliente.

El alto nimero de individuos, seis en cuarenta (15%), portadores de ocho inversiones nos
hace pensar que D. yangana presenta un alto grado de polimorfismo.

Palabras claves: Cromosomas politénicos, Drosophila yangana,, inversiones en estado

heterocigotico, inversiones Xl 'y 3l, subgrupo inca.



2. ABSTRACT

The present study is a report of the analysis of polytene chromosomes of Drosophila
yangana. Cytologycal plates were performed of salivary glands of 40 larvae in the third
stage. In this sample, four individuals presented inversions in heterozygous state. The first
individual showed three consecutive inversions in the X chromosome: two located in the
distal region (one of 10 bands and other with 16 bands), and the third of 13 bands which is
in the central region. The second individual presented an inversion of 22 bands in the
proximal region in the chromosome 3. The third individual showed an inversion of 28
bands in the proximal region in the chromosome 4. The fourth individual presented two
consecutive inversions in the distal region in the chromosome 5: 10 and 6 bands
respectively. Additionally, two homozygous inversions were find: the first named as XI,
was located in the central region of the X chromosome of an individual, and it was made of
11 bands. This inversion was located in the same region of one of the three heterozygous
state inversion in the individual described above. The second inversion named as 3l was
found in the central region of the chromosome 3 of an individual. This inversion was of 15
bands, and it is different than the inversion in the individual with the heterozygote state on
the chromosome 3 previously described. Chromosome 2 of D. yangana did not present the
inversion 2y° which characterizes Drosophila huancavilcae. Whose cytology map is the
reference for the inca subgroup. However, an extra segment of 12 bands was found in
subsection E1 inside section E, this extra segment probably corresponds to a chromosomal
duplication, and it is located at a point considered as hot.

The high number of individuals (six in forty) carriers of eight inversions, we think
indicates that D. yangana has a high degree of polymorphism.

Keywords: Drosophila yangana, inca subgroup, inversions in the heterozygous state,

inversions Xl and 3l, polytene chromosomes.



3. INTRODUCCION

El grupo repleta perteneciente al género Drosophila es uno de los grupos de
especies mas grande (Ranz et al., 1997), pues reline a casi 100 especies las cuales se
encuentran distribuidas en seis subgrupos: mulleri, hydei, mercatorum, repleta, fasciola e
inca (Mordn y Fontdevila, 2005). Pertenece al subgénero Drosophila y comparte
caracteristicas comunes con otros 21 grupos de especies ubicadas en el mismo subgénero
(huevos con 3 o 4 filamentos, receptaculos ventrales espirales, testiculos espirales, y
bandas abdominales dorsales discontinuas) (Wasserman, 1982a). Sin embargo, el grupo
repleta presenta una caracteristica particular que las diferencia notablemente del resto de
especies que se encuentran en dicho subgénero, ya que cada cerda o pelo del térax se
origina de un punto negro como peca (Wasserman, 1992), dichas manchas presentes en el
torax de las especies miembros del grupo repleta pueden fusionarse formando bandas en
algunas especies, a esto se le conoce como patron de coloracion del toérax (Wasserman,
1982a).

El grupo repleta es endémico de America (Diniz y Sene, 2004) su evolucion
explosiva ha ocurrido mediante la colonizacion de zonas &ridas y semiaridas del Nuevo
Mundo y la utilizacion de nuevos hébitats como las cactaceas, en donde se alimentan y
reproducen. (Wasserman, 1982a, 1992; Moran y Fontdevila, 2005).

El grupo repleta, pertenece a una de las radiaciones mas grandes ocurridas en el
Nuevo Mundo (Tatarenkov, 2001): la radiacion virilis-repleta. El linaje ancestral de la
radiacion virilis- repleta arrib6 al Nuevo Mundo hace 30 millones de afios, proveniente de
los bosques tropicales de Asia, las evidencias indican que lo mas probable es que este
ancestro llego por primera vez a algun lugar de Norteamérica y posteriormente se expandio
a Sudameérica ocurriendo una evolucién independiente en los dos grupos (Norteamérica y

Sudameérica) (Throckmorton, 1982). Sin embargo se desconoce si el ancestro del grupo se



diversifico en los bosques, y posteriormente se traslado a habitats aridos, o por el contrario
se traslado primero a los desiertos y fue aqui donde llegd a ser “repleta” (Throckmorton,
1982). Los grupos aureata, cannalinea, castanea y dreyfusi se encuentran dentro de la
seccion repleta, y son los parientes mas cercanos al grupo repleta, son especies de bosque
y al parecer miembros primitivos del grupo, estos junto con las especies pertenecientes a
los grupos melanica, peruviana, virilis, robusta y mesophragmatica forman la rama de la
radiacion virilis-repleta (Wasserman, 1982a; Throckmorton, 1982).

En el Ecuador los estudios de diversidad del género Drosophila que se realizan
desde 1988 son importantes, pues muestran que el grupo repleta posee un gran numero de
especies (Rafael y Arcos, 1989; Rafael y Vela, 2003).

Los muestreos realizados en la costa ecuatoriana permitieron descubrir una nueva
especie para la ciencia, a la cual se la nombré Drosophila huancavilcae (Rafael y Arcos,
1989); la especie fue colectada en la localidad de Progreso, Provincia del Guayas en el afio
1989. Los estudios taxondmicos basados en caracteres morfoldgicos diagnosticos como:
edeago, el gonopodio, el indice del edeago, el nimero de vueltas de los testiculos, el
namero de vueltas del receptaculo ventral, el indice de la espermateca, la longitud del
cuerpo y de las pupas, asi como el nimero de cromosomas, 2n = 12, mostraron semejanzas
con Drosophila inca, especie que hasta entonces estaba fuera de uno de los cinco grupos
existentes para el grupo repleta; por ello en el afio de 1989 se reunio a estas dos especies
en el nuevo subgrupo inca (Rafael y Arcos, 1989).

La continuidad de los estudios de diversidad, permitié encontrar, en el afio 2001,
en la Provincia de Loja una nueva especie (Rafael y Vela, 2003); los analisis de morfologia
externa (Anexo 1) e interna (Anexo 2) permitieron ubicar a dicha especie dentro del grupo
repleta pero mas interesante resulté su semejanza con D. inca y D. huancavilcae por lo

cual se la ubico en el subgrupo inca. La nueva especie fue encontrada en la localidad de



Yangana, de ahi su nombre: Drosophila yangana (Rafael y Vela, 2003), de modo que el
subgrupo inca quedd conformado por tres especies: Drosophila inca, Drosophila
huancavilcae y Drosophila yangana.

El primer reporte de Drosophila inca en el pais fue en Guayllabamba, esta especie
es similar a la del PerQ, sin embargo, presenta 2 diferencias marcadas, una a nivel de su
morfologia externa y otra en sus cromosomas mitdticos: 1) D. inca del Peru presenta
cerdas escutelares anteriores paralelas o ligeramente convergentes, mientras que en la
mayoria de individuos de D. inca de Guayllabamba se ha observado cerdas escutelares
paralelas pero también hay individuos con cerdas escutelares ligeramente divergentes.
2) Las dos poblaciones tienen 6 pares de cromosomas pero la de Ecuador (Guayllabamba)
presenta cromosomas puntiformes que no estan presentes en la poblacion del Peru (Rafael
y Arcos, 1989)

Es importante destacar también que se realizaron analisis citoldgicos de dos
poblaciones de D. inca del Ecuador (Guayllabamba y Loja) las cuales mostraron
diferencias en el par cromosémico seis, tal es asi que: en la poblacion de Guayllabamba el
cromosoma seis es puntiforme mientras que en la poblacién de Loja, si bien es cierto que
el cromosoma seis presenta un tamafio menor al resto de autosomas, este es
submetacéntrico y por lo tanto mas grande que los cromosomas puntiformes de D.
huancavilcae y D. yangana que son telocéntricos, y tienen la mitad del tamafio del
cromosoma seis de D. inca, que no aparece como puntiforme en el caso de la poblacion de
Loja (Mafla, 2005b, 2008).

En cuanto a la distribucion geografica de las especies del subgrupo inca podemos
decir que D. inca y D. huancavilcae no han sido encontradas juntas, la primera especie ha
sido colectada en las provincias de Imbabura, Pichincha, Chimborazo, EI Oro y Loja

mientras que la segunda ha sido encontrada en las provincias de Guayas y Manabi (Rafael



y Vela, 2003; Rafael y Arcos, 1989), a pesar de estas diferencias, las dos especies
comparten semejanzas en el habitat en el que se desenvuelven, el cual esta estrechamente
relacionado con especies cactofilas como: Opuntia soederstromiana, O. ficus-indica, O.
dilleni y el género Armatocereus (Rafael y Arcos, 1989).

Por el contrario D. yangana y D. inca han sido encontradas en la misma localidad,
Yangana, es decir conviven en simpatria (Rafael y Vela, 2003). Drosophila yangana ha
sido colectada Unicamente en una plantacién de Opuntia soederstromiana que fue
sembrada para la explotacién de Cochinilla spp (Rafael y Vela, 2003), lo que hace
presumir que la poblacion presente en dicha plantacion es marginal y ademas endémica de
Yangana. Sin embargo, cabe aclarar que las localidades que se encuentran hacia el sur de
Yangana no han sido muestreadas hasta la actualidad y por lo tanto la poblacién central, de
existir, no ha sido localizada adn.

Las especies cactofilas del grupo repleta han sido ampliamente estudiadas se
cuenta con una gran informacion tanto a nivel morfolégico, ecoldgico, geogréfico y
genético, que ha permitido establecer las relaciones filogenéticas entre las especies del
grupo repleta asi como entre estas y otros miembros del género Drosophila (Wasserman,
1982b). Sin embargo, las investigaciones citogenéticas basadas en cromosomas politénicos
han sido mas importantes para determinar las relaciones filogenéticas dentro de las
especies del grupo repleta (Wasserman, 1982b).

Los cromosomas politénicos presentan ciertas caracteristicas que les hacen muy
utiles para estudios de evolucion: 1) El tamafio de los cromosomas politénicos es mucho
mayor que el de los cromosomas corrientes, ya que debido al proceso de
endoreduplicacion, que ocurre en las glandulas salivales, se originan filamentos gigantes
100 veces mas largos y 10 veces mas anchos que los cromosomas mitéticos de otros

tejidos (Lacadena, 1996). 2) La constancia del patrén de bandas e interbandas es una de las



particularidades mas importante de los cromosomas politénicos, ya que estas son Unicas de
cada cromosoma Yy pueden ser mapeadas con facilidad (Koltzoff, 1934; Berkaloff et al.,
1984), ademas permiten detectar inversiones, ya sea por un cambio en el patron de bandas
0 por la aparicion de bucles en los heterocigotos (Céaceres, 2000). 3) Asi mismo, la
presencia de desenrrollamientos de cromatina, llamados puffs, sirven como marcadores
cromosomicos y ayudan a la identificacion de los cromosomas politénicos (Lacadena,
1996). 4) La heterogeneidad de tincion del cromosoma de Drosophila, que permite
distinguir la eucromatina de la heterocromatina. La eucromatina esta localizada en las
bandas (Zhang y Spradling, 1994) y esta formada por el 80% de ADN de secuencia Unica
y el 20% de secuencia moderadamente repetitiva especialmente por elementos
transponibles (Gonzalez, 2002). La heterocromatina puede ser de dos tipos: a) La a-
heterocromatina, que tiene pocos genes y esta constituida por ADN satelital (secuencias
cortas altamente repetitivas) que nunca se transcribe; esta heterocromatina no politeniza
en el proceso de endoreduplicacidn, esta presente en la region proximal al centrémero del
cromosoma X Yy en la totalidad del cromosoma Y, en las regiones pericentroméricas de los
autosomas, en los telémeros y en el cromocentro (Zhang y Spradling, 1994; Berghella y
Dimitri 1996; Gonzalez, 2002) y b) La B-heterocromatina que se condensa unicamente en
ciertos tipos celulares 0 en momentos especiales del desarrollo, es decir es reversible.
Forma parte de la region proxima al cromocentro, con las técnicas de bandeo se tifie
débilmente; es difusa y politeniza durante la endoduplicacion. (Zhang y Spradling, 1994;
Berghella y Dimitri 1996) y 5) Los telomeros de los cromosomas politénicos presentan
configuraciones particulares que permiten la identificacion de cada elemento
cromosomico, ademas son complejos funcionales especializados que protegen a las
terminaciones cromosémicas de fusiones con otros cromosomas (capping) (Blackburn,

2001) e impiden la pérdida de material genético (Biermann, 2009).



En cuanto a los cromosomas politénicos del grupo repleta, se puede observar que el
cromosoma 2 es el mas grande y variable, ya que 211 de las 299 inversiones paracéntricas
registradas en el grupo, estan presentes en dicho cromosoma (Romero, 2008), este presenta
el 23% de la eucromatina y el 70% de las inversiones (Wasserman, 1982b), por lo tanto es
el cromosoma filogenéticamente mas informativo (Ruiz et al., 1997), en contraste los
cromosomas X, 3, 4 y 5 juntos tienen el 77% de eucromatina y alrededor del 30% de las
inversiones (Wasserman, 1982b).

Los autosomas de las especies del grupo repleta tienen una longitud
aproximadamente igual, pero el cromosoma 4 tiene un tamafio menor comparado con el
resto de los cromosomas, ademas este cromosoma y el cinco tienen secuencias conservadas
en todas las especies del grupo (Zorus, 1982).

Asi mismo, los estudios de comparacion interespecifica de cariotipos metafasicos y
el avance de los estudios genéticos también han aportado nuevos conocimientos del género
Drosophila, mostrando que la integridad de los brazos de los cromosomas es altamente
preservada en este géenero (Ranz et al., 1997a), y el grupo repleta no es la excepcion.

Casi todas las especies miembros del grupo repleta presentan un cariotipo similar
al ancestral del género, el cual consiste de cinco cromosomas telocéntricos y un par
puntiforme (Ranz et al., 1997b). Ademas, en el grupo, no se ha observado rearreglos
cromosomicos a nivel de eucromatina (deleciones o duplicaciones) y los cromosomas
heteromorficos también han permanecido constantes ya que los rearreglos en los mismos
son muy raros (Wasserman, 1982b). Las translocaciones son escasas en el género
Drosophila, se han contabilizado 3 a nivel de género (Gonzalez, 2002), y en el grupo
repleta no han sido reportadas (Wasserman, 1982b). Las fusiones céntricas también se han
presentado en un namero bajo en el género Drosophila, aunque son un poco mas comunes

que los rearreglos antes mencionados no alcanzan un alto porcentaje, se han reportado 58



(Gonzalez, 2002) y en el grupo repleta unicamente 4 fusiones céntricas han sobrevivido (la
fusién 2-3F en la poblacion ancestral del subgrupo mercatorum, la fusion 3-4F en el
complejo meridiana del subgrupo mulleri y las fusiones 2-4F y 3-5F en el ancestro de D.
fascioloides del subgrupo fasciola) (Wasserman, 1982b). Las inversiones cromosémicas
de tipo pericéntricas tampoco han sido registradas en un alto nimero en el género,
unicamente 32 inversiones han sido encontradas, y en el grupo repleta ninguna (Gonzalez,
2002); los unicos rearreglos cromosémicos importantes en el género Drosophila y en el
grupo repleta son las inversiones paracéntricas que han sido registradas en alto nimero,
299 en el grupo repleta (Romero, 2008) de las 22 000 a 50 000 presentes en el género
Drosophila (Gonzélez, 2002).

La gran cantidad de inversiones paracéntricas y fusiones céntricas presentes en el
género Drosophila es una muestra de que el contenido de los diferentes elementos
cromosOmicos esta conservado (Gonzalez, 2002). Las inversiones presentes en el género
Drosophila podrian estar expuestas a una gran presion selectiva, por lo que la seleccién
natural explicaria la presencia de las mismas en el género, ya que este factor puede operar
bajo un gran periodo de tiempo (Wasserman, 1992).

Por su parte las especies del grupo repleta constituyen un grupo muy prometedor
para el estudio de los mecanismos de especiacion debido a que estas especies presentan
diversos grados de aislamiento reproductivo (Ranz et al., 1997a; Tatarenkov, 2000).
Ademas, el estudio de las inversiones paracéntricas ha permitido conocer su historia y
filogenia (Wasserman, 1982b, 1992). Dichas inversiones tienen un origen unico (todas las
copias de una determinada reordenacion cromosomica, provienen de un unico evento de
inversion, Gonzalez, 2002), por ello para determinar las relaciones filogenéticas entre las
especies se usa el criterio de “Asuncion Basica” el cual dice que si dos poblaciones o

especies tienen la misma inversion, estin mas cercanamente emparentadas entre si, que con



10

otras poblaciones o especies que no posean dicha inversion, se entiende que la aparicion de
una inversion en la naturaleza es un evento raro y la probabilidad de que dos eventos raros
impliquen el mismo fragmento, con los mismos puntos de rotura y se fijen en dos
poblaciones o especies distintas es muy bajo, por esto las inversiones paracéntricas son
consideradas determinantes fiables en la determinacion de parentesco (Wasserman, 1982b,
1992; Gonzalez, 2002). Pero, a pesar de que los cromosomas politénicos presenten un
completo registro de mutaciones exitosas mantenidas durante el proceso de divergencia de
las especies (Requema et al., 1987; Ruiz et al., 1997), las inversiones paracéntricas sélo
nos permiten deducir las relaciones entre especies, sin precisar la direccion de la
evolucion, es decir no podemos saber con certeza qué secuencia es primitiva y cual
derivada (Durando, 2000; Wasserman, 1982b).

La filogenia de las especies del grupo repleta se ha construido en base a la
comparacion de todo orden de bandas encontrado en cada especie del grupo con una
secuencia considerada como estandar (Anexo 3), construida por Wharton en 1942. Esta
secuencia génica pertenece a una especie cosmopolita que no varia citolégicamente,
Drosophila repleta (Wasserman, 1982b). Las nuevas inversiones paracéntricas que se
encontraron fueron nombradas especificando, por un lado, el brazo del cromosoma en el
cual se encuentran (X, 2, 3, 4 6 5) y por otro, una letra para nominar a cada inversion (a, b,
c, etc.), esta nomenclatura indica el orden en el que fueron encontradas las mutaciones.
Debido al alto nimero de inversiones encontradas que superan de largo la cantidad de
letras en el alfabeto (excluyendo las letras ch, fi, 1) se hizo indispensable el uso de
superindices para nombrar a las nuevas inversiones (2a, 2a%, 2a°, etc.). De esta manera cada
especie recibié una formula citoldgica que indica los cambios que se han dado y han

permanecido a lo largo de la historia de cada una de las especies (Wasserman 1982b).
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En 1960, Wasserman, basandose en investigaciones citoldgicas, propuso una
secuencia hipotética que difiere de la secuencia estandar de D. repleta por seis inversiones:
tres en el cromosoma X: (Xa, Xb, Xc); dos en el cromosoma 2: (2a y 2b) y una en el
cromosoma 3: (3b); esta seria la secuencia ancestral para el grupo repleta a la que se le
[lamé Primitiva | (Anexo 4), lo més importante es que esta secuencia ancestral vincula al
grupo repleta con los miembros de los grupos castanea, cannalinea, dreyfusi y aureata
formando la unidad filogenética conocida como seccién repleta (Wasserman, 1960)
(Anexo 5).

En cuanto a las relaciones de parentesco entre los miembros del subgrupo inca
algunos estudios se han realizado. Mafla (2005, 2008) compar6 algunos parametros de
aptitud darwiniana (fertilidad, velocidad de desarrollo, viabilidad y madurez de los adultos)
y ciclos de vida o velocidad de desarrollo entre las tres especies del subgrupo inca
mostrando la poca diferencia que existe entre las especies, como se evidencia en su ciclo
de vida: D. huancavilcae: 23,4 dias, D. inca: 22,3 dias y D. yangana: 21,6 dias (Anexo 6).

Los estudios citoldgicos realizados en cromosomas mitoticos han evidenciado la
presencia de 12 cromosomas en estas tres especies, cinco pares de cromosomas en forma
de barra y un par puntiforme, que corresponde al cariotipo ancestral (Mafla, 2005b). D.
inca, D. huancavilcae y D. yangana comparten ciertas caracteristicas particulares en los
cromosomas mitoticos: 1) Las tres especies presentan heteropicndsis en el autosoma 6,
pero este cromosoma en D. yangana tiene la mitad del tamafio del cromosoma 6 de D.inca.
El cromosoma 6 de D.inca es submetacéntrico, mientras que el de D. yangana y D.
huancavilcae es telocentrico, esta caracteristica morfologica ha hecho que se considere a
D.huancavilcae como una forma primitiva del género 2) El cromosoma Y es
heteropicndtico en las tres especies, en D. inca y D. yangana es submetacéntrico mientras

que en D. huancavilcae es subtelocéntrico, por otro lado en D. yangana y D. huancavilcae
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se ha encontrado una constriccion secundaria en el brazo largo del cromosoma Y. 3) En D.
yangana y en D. inca se han encontrado cromosomas supernumerarios que son
considerados raros en el género Drosophila (Mafla, 2005b, Mafla, 2008).

Pero asi mismo existen algunas diferencias en los miembros del subgrupo inca, una
de las més relevantes es la concentracion de heterocromatina en los brazos cortos de los
cromosomas (Mafla, 2005b, Mafla, 2008), dichos rearreglos de heterocromatina son faciles
de detectar en los cariotipos metafasicos de las especies (Yoon y Richardson, 2006). La
heterocromatina no solamente causa cambios a nivel estructural de los cromosomas sino
también en la regulacién génica, es por esto que la heterocromatina tiene especial interés
en evolucion (Yoon y Richardson, 2006).

La proporcion de heterocromatina presente en las especies del subgrupo inca en
orden ascendente va desde D. huancavilcae, luego D. yangana y finalmete D. inca. Se ha
observado que la concentracién de heterocromatina estd relacionada con la aptitud
bioldgica de las especies (Mafla, 2005b) y ademas dicha acumulacion ocurre Unicamente
en especies filogenéticamente derivadas (Yoon y Richardson, 2006), por lo que se podria
sospechar que D. huancavilcae es la forma més primitiva y estaria mas emparentada con
D. yangana, mientras que D. inca seria una especie derivada (Mafla, 2008).

Asi mismo el estudio realizado por Romero (2008) que se enfocd en los
cromosomas politénicos de D. huancavilcae arrojo interesantes resultados; por un lado se
encontré una nueva inversion, a la cual se la nombré 2y°, y se ubica en la regién central del
cromosoma 2. Dicha inversion caracteriza a la especie y sirve como referente para el
subgrupo inca (Romero, 2008) y por otro lado este estudio dio una pista de la posible
posicion filética del subgrupo inca, el cual formaria una cuarta linea filética dentro del
grupo repleta, es decir tendria una conexion directa con la Primitiva | (Anexo, 5) (Romero,

2008).
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Para probar esta hipotesis, es de gran interés analizar los cromosomas politénicos
de los otros dos miembros del subgrupo inca (D. inca y D. yangana). Es por esto que la
presente investigacion tiene como objetivo construir el mapa citoldgico de los cromosomas

politénicos de Drosophila yangana.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. AREA DE ESTUDIO

Yangana es una parroquia rural del cantén Loja ubicada al sureste de la provincia
del mismo nombre (Figura 1) , se encuentra ubicada en el limite occidental del Parque
Nacional Podocarpus (Rafael y Vela, 2003) a una latitud de: 4° 21' 46” S y longitud de:
79° 10" 32” W; presenta una orografia con un relieve irregular, el principal accidente
orografico esta representado por las cordilleras Oriental de los Andes, de Paredones y de
Sabanilla (Aguirre, 2003). Tiene una temperatura promedio anual de 19°C, con una minima
de 17.2°C y una méxima de 20.9°C (INAMHI, desde el afio 2000 al 2009). La humedad
relativa promedio es de 89.60% (INAMHI, desde el afio 2000 al 2009). Los meses con
mayor humedad atmosférica van de diciembre a mayo, siendo los meses de enero, febrero,
y marzo los que registran las cifras mas altas (91.80%) mientras que de junio a noviembre
son meses de menor humedad relativa (88.60%) siendo junio el mes con cifras mas bajas
(87.20%). Las precipitaciones anuales promedio se registran en 974.45 mm. (INAMHI,
desde el afio 2000 al 2009). Los meses de diciembre a mayo registran las precipitaciones
mas altas (1412.87 mm), y los meses de junio a noviembre las mas bajas (536.03 mm).
Estos factores climaticos han permitido el desarrollo de una gran diversidad biolégica, y
asi mismo brindan condiciones propicias para el desarrollo de la vida humana, lo cual ha
conducido a cambiar la mayor parte de la vegetacion original por cultivos de maiz, trigo,
cebada, fréjol, papas, yuca, banano, café, citricos y hortalizas; ademas gran extension de
suelo ha sido usada para pastizales y cultivos forestales, especialmente: eucalipto, pino y
ciprés (Cafadas, 1983; Sierra, 1999); pero todavia se puede encontrar remanentes de
vegetacion natural arbustivo seco, tipica de la zona de vida de Matorral Seco Montano de
la region interandina (Sierra, 1999, Cafiadas, 1983). En la zona destacan: cholan Tecoma

stans, Eugenia sp, faique Acacia macrantha, algarrobo Prosopis juliflora, porotdn
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Erythrina edulis, higuerilla Ricinus comunis, chinchin Cassia tormentosa, espino de chivo
Barnadesia arborea, tuna Opuntia ficus-indica, sigse Cortaderia nitida, carrizo Arundo
donax, zuro Chusquea scandens, retama olorosa Spartium junceum, arabisco Jacaranda
angustifolia, molle Schinus molle, sauce llorén Salix humboldtiana, mataperro Solanum
marginatum, cashco Weinmania crenata y cabuyo negro Agave americana (Sierra, 1999,
Jorgense, 1999).

No obstante es importante aclarar que el Gnico lugar donde fue encontrada y
colectada D. yangana corresponde a una huerta familiar ubicada en la localidad de
Yangana, donde predominan cultivos de hortalizas y citricos en medio de los cuales

permanecen como remanentes algunos cactus del género Opuntia.

4.2. MUESTREOS

Para esta investigacion se utiliz6 la especie D. yangana (Figura 2). Para la
obtencidon de dicha especie se realizaron dos salidas de campo a la Provincia de Loja: La
primera en el mes de agosto del afio 2008 y la segunda en noviembre del mismo afio.

En la primera colecta (agosto 2008) se escogieron 4 localidades: 1) Yangana, 2) El
Suro, 3) Quinara y 4) Mandango (Figura 1)

Se prepararon 100 trampas con medio de banano y levadura y se distribuyeron en
las 4 localidades: 50 trampas se colocaron en la localidad de Yangana y las 50 trampas
restantes se distribuyeron entre las localidades de El Suro, Quinara y Mandango.

Las trampas permanecieron en los sitios de colecta toda la semana y se realizaron
colectas dos veces al dia, a las 6 am y a las 4 6 5 pm apenas el sol empezaba a ocultarse.
Para evitar la desecacion del banano colocado en las trampas se llevaba un balde con
preparado de banano-levadura para sustituir a aquellos que ya no se encontraban frescos.

El Gltimo dia de colecta se retiraron todas las trampas de las cuatro localidades.



16

La segunda colecta que fue realizada en el mes de noviembre del 2008, fue dirigida
solo a la localidad de Yangana, esto debido a antecedentes que indicaron que en este sitio
se habia encontrado la especie de nuestro interés, D. yangana (Rafael, 2003). Se colocaron
100 trampas de banano-levadura en la localidad de Yangana. Se realizaron las colectas
durante tres dias. El primer dia se colocaron las trampas en la localidad de Yangana. El
segundo dia se colectd el material bioldgico a las 6 am y a las 6 pm vy el tercer dia después
de colectar el material en la mafiana (6am), se retiraron las trampas del sitio de colecta.

El material colectado en las dos salidas de campo fue identificado, clasificado y
analizado en el laboratorio de Genética de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador
(PUCE).

4.3. IDENTIFICACION

Para la identificacion de los individuos que se colectaron en la primera salida
(agosto, 2008) se agrupo a los individuos segun su morfologia externa, observando sus
semejanzas superficiales como color del cuerpo, manchas en el torax, tamafio, etc. Una vez
establecidos los grupos se diferencié entre machos y hembras, a su vez las hembras se
clasificaron en: gravidas y no gravidas y cada hembra gravida se colocé en un tubo de
ensayo para la fundacion de isolineas, las hembras no gravidas se colocaron en diferentes
tubos junto a dos o tres machos para multiplicar las cepas.

Una vez establecidas las isolineas se procedioé de la siguiente manera: se utilizo el
criterio de numero de filamentos en los huevos para discernir entre especies del grupo
repleta (4 filamentos en los huevos) y especies de otros grupos como melanogaster (dos
filamentos en los huevos), esta observacion se realizé en la primera oviposicion de las
hembras que fundaron las isolineas colocando directamente el tubo de ensayo en un

estereomicroscopio NIKON.
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Las isolineas en las cuales se encontraron huevos con 4 filamentos se conservaron y
se realizaron analisis morfologicos del aparato genital interno de los machos F1, de estas
isolineas, para comprobar o descartar la presencia de Drosophila yangana o Drosophila
inca.

Para la identificacion de los individuos que se colectaron en la salida de noviembre
del 2008 se establecieron nuevos parametros para clasificar el material. Se uso la presencia
de manchas a manera de lunares en el torax como criterio para reconocer a las especies
miembros del grupo repleta.

Los individuos que calzaban dentro de esta categoria se agruparon segun sus
semejanzas morfoldgicas externas; dentro de cada grupo se clasificaron en machos y
hembras los cuales se colocaron por separado en tubos con medio de gelatina-tuna, de tal
manera que se tenia tubos de machos separados segun su morfologia externa y tubos de
hembras separadas de la misma manera. Se usaron a los machos para realizar un analisis
del aparato genital interno e identificarlos.

Con los individuos que se identificaron como D. yangana se fundaron isolineas
con hembras gravidas y aquellas hembras no gravidas fueron reunidas con machos para

que se crucen y no perder el poco material biologico (99 individuos) con que se contaba.

4.4. MANTENIMIENTO DE Drosophila yangana EN EL LABORATORIO
Drosophila yangana es una especie muy sensible y requiere de muchos cuidados,
se la mantiene en el laboratorio en tubos de ensayo con medio de cultivo gelatina-tuna y
adicionalmente cada dos dias se colocaba pedazos de tuna fresca para tener mayor éxito
(Rafael y Vela, 2003). ElI cambio de papel y tuna se lo realizaba al menos dos veces por

semana para evitar la contaminacion por hongos.
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Todos los materiales (pinzas, agujas de diseccion, tunas) que se utilizaron para el

mantenimiento de la cepa se desinfectaron con alcohol y/o sablon.

4.5. PREPARACIONES CROMOSOMICAS

Para las preparaciones cromosomicas se utilizaron glandulas salivales de larvas de
tercer estadio, (Anexo 7), se las diferencia de las de otros estadios larvales porque
empiezan a migrar a superficies relativamente mas secas, dejan de alimentarse y la cuticula
se hace menos transparente impidiendo diferenciar los 6rganos larvales, su aparato bucal
presenta de 9 a 12 ganchos o placas quitinosas (Shorrock, 1972a).

Se siguid la metodologia recomendada en el trabajo de Moran (2001) para la
preparacion de los cromosomas politénicos por aplastado o “SQUASH”, la cual se describe

a continuacion:

45.1. LAVADO DE LARVAS

Para la extraccién de las larvas del tubo con medio de cultivo se utiliza una espatula
0 una aguja de diseccion, se transfiere a las larvas a un porta objetos excavado que
contenga agua destilada, una vez que se encuentran en el porta objetos se sujeta a la larva
con una pinza y con movimientos suaves se agita a la larva hasta retirar todo el material
adherido, este procedimiento se puede repetir tres o cuatro veces cambiando cada vez el

agua destilada del portaobjetos

Las larvas también pueden ser transferidas de un porta objetos excavado, con agua
destilada, a otro; se debe realizar movimientos suaves en cada transferencia y sujetar las

larvas cuidadosamente con una pinza.
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4.5.2. DISECCION

Se coloca a la larva en un portaobjetos excavado con una gota de &cido acético al
50% o Ringer. Con una pinza entomologica N°5 se sostiene a la larva por la mitad del
cuerpo y con una aguja de diseccion se pincha en el medio de las mandibulas, luego se tira
firmemente el cuerpo de la larva con la pinza entomoldgica hasta que los érganos de la
cabeza se liberen.

Al identificar las glandulas salivales se procede a limpiarlas, para esto se utiliza dos
agujas de diseccion y se retira los cuerpos grasos que cubren a las glandulas.

Posteriormente se coloca una gota de HCI 1 N para fijar los tejidos.

4.5.3. TINCION

Las glandulas salivales son transferidas a un nuevo porta objetos plano con tres
gotas de orceina acética al 3% (orceina BDH 3% diluida en acido acético al 70%),
durante un minimo de 30 minutos.

Cuando la orceina ha saturado la capacidad de absorcién de los cromosomas, se
coloca una gota de aceto carmin al 2% y se deja actuar al colorante durante 10 minutos. El
aceto carmin lava el exceso de orceina, tifie bandas mas finas y da mayor definicion a las
interbandas.

Debido a que las glandulas salivales de D. yangana son muy fragiles, el lavado de
los tintes se realizé unicamente colocando una gota de acido acético al 50%, en la misma
placa donde fueron tefiidas las glandulas, e inmediatamente se procedié a realizar el

aplastado de las mismas.
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4.5.4. APLASTADO/ SQUASH

Una vez que se afiadido el &cido aceético, se deja caer el cubre objetos sobre la placa
donde se encuentran las glandulas salivales, evitando la formacion de burbujas.

Se coloca la placa en medio de papel absorbente y se la cubre hasta la mitad de la
misma, para lograr una mejor extension de los cromosomas politénicos se realizan tres
pasos esenciales: 1) Con la punta de una pinza de relojero se presiona el sitio donde se
encuentran las glandulas salivales, este primer paso ayuda a romper los nucleos
permitiendo la salida de los cromosomas politénicos 2) Con la yema del pulgar se presiona
firmemente el cubreobjetos teniendo la precaucion de sostener la placa para evitar su
deslizamiento y 3) Utilizando la base de un esferografico se realiza movimientos
oscilatorios sobre la placa para lograr una extension exitosa de los brazos cromosémicos.

Es conveniente realizar varios ensayos del procedimiento de aplastado para obtener
placas con cromosomas bien extendidos y evitar que estos se rompan. Si es necesario, para
evitar la evaporacion del fluido debajo del cubre objetos, se coloca unas gotas de acido
acético al 50% alrededor de la placa (Shorrocks, 1972b).

Una vez que se han obtenido placas con una buena muestra de cromosomas, se las
sella con esmalte transparente de ufias. Estas placas se refrigeran a una temperatura de 4°C
por un maximo de 5 dias.

4.6. FOTOGRAFIA

Para las fotografias de los cromosomas politénicos se utiliz6 una camara fotografica
digital marca CANON Power Shot A640 y un fotomicroscopio de contraste de fases marca
CARL ZEISS (modelo 62724).

Para tener una perspectiva amplia de la disposicion de los brazos cromosémicos en
el nacleo se tomaron fotografias en dos aumentos: 10x y 40x en el objetivo y 10x en el

ocular para ambos casos, estas fotografias sirven como guia para la identificacion y
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secuenciacion de bandas. Para obtener segmentos cromosémicos bien definidos se tomaron
fotografias con aumento de 100x en el objetivo y 10x en el ocular, con estas fotos se
construyo el mapa cromosémico de Drosophila yangana.

Todas las fotografias tomadas son digitales y se archivan en la computadora
mediante el programa ZOOM BROWSER (V. 5.7). Este programa permite la utilizacion
de filtros digitales que ayudan a dar méas contraste a las bandas e interbandas de los
cromosomas politénicos. Posteriormente las fotografias se editaron y analizaron en el
programa Adobe Photo Shop.

La seleccion de los segmentos cromosomicos para el ensamblaje del mapa
cromosomico se hizo de la siguiente manera: 1) Es importante encontrar segmentos
cromosomicos grandes y bien estirados (sin torsiones), es por esto que se observa
detenidamente cada cromosoma y cada nucleo fotografiado hasta encontrar el segmento
adecuado. 2) Cuando se encuentra segmentos en los cuales se visualiza una torsién o el
segmento cromosdmico no estd muy definido ni claro se busca el mismo segmento en otro
cromosoma para reemplazar el segmento distorsionado.

Es decir que el mapa cromosémico de D. yangana no proviene de un solo
individuo sino que constituye la reunion de varios segmentos de diferentes ndcleos de
diferentes individuos, escogidos para lograr la mejor representacién cromosomica de la

especie.

4.7. MAPA CITOLOGICO
El anélisis cromosomico de Drosophila yangana fue realizado en cuatro fases:
1) Construccion del mapa citoloégico 2) Nominacion de la secuencia cromosomica de
Drosophila yangana 3) Identificacion y nominacion de los rearreglos cromosomicos y 4)

Descripcion de los segmentos cromosomicos.
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4.7.1. CONSTRUCCION DEL MAPA CITOLOGICO
La construccion del mapa citologico se llevd a cabo en dos fases: 1) Edicion

fotografica y 2) Comparacion.

4.7.1.1. EDICION FOTOGRAFICA

Para editar las fotografias de los cromosomas se utilizo el programa de
computacion Adobe Photo Shop (V. 8.0), el cual permite ajustar el tamafio, forma, fondo y
dar contraste/brillo a cada imagen. Ademas el programa permite seleccionar, cortar y pegar
segmentos cromosoémicos para ensamblar un cromosoma completo. Los segmentos
cromosomicos se eligieron de una serie de fotografias y aquellos que presentaban mayor

contraste de bandas y nitidez pasaron a formar parte del cromosoma en construccion.

4.7.1.2. COMPARACION

La secuencia de Drosophila huancavilcae se utilizd como modelo para la
construccién del mapa cromosémico de Drosophila yangana por ser el primer mapa del
subgrupo inca que se construyd y por lo tanto un referente para las especies miembros del
subgrupo (Romero, 2008). Debido a que algunos segmentos cromosomicos en el mapa de
Drosophila huancavilcae no se encontraban muy claros se revisé también las secuencias:
Primitiva I, D. guayllabambae y D. novemaristata (Moran, 2001) para evitar confusiones y

dudas con respecto al aspecto de bandas, interbandas y puffs de Drosophila yangana.

4.7.2. NOMINACION DE LA SECUENCIA CROMOSOMICA
Para nominar la secuencia cromosomica de D. yangana se utiliz6 la nomenclatura

empleada por Wharton (1942) en la secuencia estandar de D. repleta.
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Los cromosomas se dividieron en tres regiones:1) Region Distal: que es la parte
mas alejada del cromocentro 2) Region Central: que es la parte intermedia entre la region
distal y proximal, y 3) Region Proximal: que es la parte mas cercana al cromocentro;
dentro de cada region se encuentran secciones nominadas con letras mayusculas que van
de la A a la H, cada seccion contiene subsecciones que son numeradas del 1 al 7
(dependiendo del tamafio de la subseccion), y las bandas de cada subseccion son
denominadas con letras mindsculas en orden sucesivo (a, b, ¢, d, etc.) segn el nimero de
bandas (Moréan, 2001; Romero, 2008).

La nomenclatura que se utilizé para nominar al cromosoma 6 es diferente del resto
de cromosomas debido a su reducido tamario; las secciones del cromosoma 6 no siguen la
secuencia ascendente de letras empleada en los otros cromosomas (A, B, C....H). El
cromosoma 6 tiene Unicamente dos secciones hominadas como A que es la mas distal al

cromocentro y H que es la mas proximal al cromocentro (Romero, 2008).

4.7.3. IDENTIFICACION Y NOMINACION DE LOS REARREGLOS
CROMOSOMICOS

Debido al alto nimero de inversiones paracéntricas encontradas en las especies del
grupo repleta Wasserman en 1963 recomend6 una nomenclatura para poder identificar a
cada inversion, la cual ha sido empleada para nombrar a las nuevas inversiones
encontradas en la secuencia de D. yangana.

Consiste de un nombre binario en el que por un lado se indica el cromosoma en el
cual se encuentra la inversion (X, 2, 3, 4, 5) y por el otro se especifica la inversion
nombrandola con letras mindsculas del alfabeto (a, b, c, d, etc), por ejemplo: Xa, es una
inversion de la secuencia Primitiva I, que se encuentra en el cromosoma X y su nombre

especifico, para diferenciarla de otras inversiones, es a. Debido a que el nimero de
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inversiones sobrepasa las letras del alfabeto se utiliza superindices (2y, 2y®...2y°) para
individualizarlas y evitar confusiones (Wasserman, 1992).

Para especificar la posicion de las inversiones en los cromosomas se toma en cuenta
los puntos de quiebre del segmento invertido, de esta manera a los dos lados del segmento
invertido se escribe una letra mayuscula que indica la seccion en donde se presentd la
inversion, seguido de un nimero que indica las subsecciones en donde inicia y termina el
segmento invertido y finalmente se hace referencia a la banda donde se corta la inversion
en ambos extremos, nombrandola con letras minusculas (Moran, 2001), por ejemplo: la
inversion 2a de la secuencia Primitiva | tiene como puntos de corte a B4e y A3a, esto
indica que la zona invertida se encuentra entre las secciones A y B, abarca todas las
subsecciones comprendidas entre la subseccion 3 en la seccion A y la subseccion 4 en By
se corta en la banda a de la subseccion A3 por un lado, y por el otro se corta en la banda e

de la subseccién B4.

4.7.4. DESCRIPCION DE LOS CROMOSOMAS

Para la descripcion de los cromosomas politénicos se toma en cuenta las
caracteristicas mas sobresalientes de cada segmento como telomeros, puffs, bandas y
constricciones.

Los telémeros son de gran ayuda en la descripcion cromosémica porque presentan
particularidades morfoldgicas distintivas que sirven como marcadores en la identificacion
de cada cromosoma. El telémero del cromosoma cinco por ejemplo, presenta una forma
muy particular de “copa” que facilita su reconocimiento en las preparaciones

cromosomicas.
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Los puffs sirven como marcadores importantes en la identificacion y descripcién
de los cromosomas ya que se los observa como abultamientos de diferentes tamarios
distribuidos a lo largo del cromosoma.

El patron de bandeo también tiene una gran importancia pues la configuracion de
una banda depende de cuan concentrado se encuentre el ADN en esta y del estado en el
que se encuentren los cromdémeros, de esta forma se pueden observar bandas mas tefiidas y
de mayor grosor gque otras (mayor concentracion de ADN) asi como también bandas en
forma de cadena o punteadas (cromdmeros menos compactados) (Bedoya, 1980).

La descripcién de las bandas en los cromosomas politénicos de Drosophila
yangana sigue el mismo criterio de clasificacion utilizado por Romero, 2008: segin su
grosor se clasifican en: gruesas o delgadas, segun la tincion en: muy tefiidas
(heteropicnoticas o coloreadas), medianamente tefiidas o poco tefiidas (tenues o palidas) y
segun su forma en: continuas o discontinuas (apariencia de eslabones de una cadena,
punteadas, entrecortadas)

Es importante decir que la tipificacion de las bandas depende del estado fisiologico
de la célula, el grado de politenizacion y el grado de estiramiento de los cromosomas
(Ananina, 2002) por esta razon las descripciones de los cromosomas en cada especie sera

distinta.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. COLECTA E IDENTIFICACION DE LA ESPECIE

Los resultados obtenidos en la primera salida a la localidad de Yangana en agosto
del 2008 fueron los siguientes: se recolectaron 2 584 individuos con los cuales se fundaron
460 isolineas de las cuales, después de observar el nimero de filamentos en los huevos, se
descartaron 427 isolineas pues presentaban huevos con dos filamentos indicativo de que
estas especies no pertenecian al grupo repleta, las 33 isolineas restantes presentaron
huevos con 4 filamentos y fueron conservadas (Tabla 1). Sin embargo solamente una
isolinea de las 33 fue identificada como Drosophila inca, de la cual se obtuvo una
descendencia escasa, Unicamente se consiguieron 5 adultos (3 machos y 2 hembras) (Tabla
2) que no prosperaron a pesar de los cuidados que se les dio. Drosophila yangana no fue
encontrada.

En la segunda salida de noviembre del 2008 se colectaron 4 406 individuos de los
cuales 208 pertenecian al grupo repleta y de estos 99 se identificaron como D. yangana, no
se encontrd D. inca.

Con los 99 individuos de D. yangana obtenidos en la colecta se fundaron 39
isolineas, de las cuales 15 correspondian a tubos que contenian una hembra gravida, y 24 a
tubos en los gue se coloc6 una hembra (no gravida) con un macho y en algunos casos una
hembra (no gravida) con dos y hasta tres machos para aprovechar el poco material
disponible.

De los 39 tubos solamente 2 fueron exitosos y eclosionaron larvas que llegaron al
estado adulto (F1). La generacion F1 que provino de estos tubos fue separada en cuatro
tubos numerados del 1 al 4 y a partir de los cuales se multiplico la especie.

La poca descendencia que se logré obtener a partir de estos cuatro tubos no

permitio establecer una poblacion significativa de D. yangana.
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El poco éxito obtenido en la primera salida de campo del mes de agosto del 2008
probablemente se deba a que los cactus de la huerta donde se reportd haber encontrado a
D. yangana lucian muy poco saludables y no habian florecido ni fructificado, mientras que
en el mes de noviembre los cactus se encontraban en su periodo de floracion y
fructificacion y lucian verdes.

Probablemente el enfocar la colecta Unicamente en la localidad de Yangana
también haya favorecido colectar un alto numero de individuos (99) de la especie D.
yangana identificados en el mes de noviembre, pues en el mes de agosto se hizo un
muestreo de reconocimiento de los lugares probables donde pudiese estar presente D.
yangana dividiendo el esfuerzo de muestreo en 4 localidades (Yangana, EI Suro, Quinara

y Mandango) de las cuales en ninguna se identificé a D. yangana.

5.2. ESTADO ACTUAL DE LA ESPECIE

Drosophila yangana es una especie poco representativa en las colectas, asi lo
demuestran los datos de los muestreos realizados en la provincia de Loja en los afios 2000,
2001, 2002, (Rafael y Vela, 2003) y 2008 (agosto y noviembre) (Tabla 3).

El nimero de individuos de esta especie no sobrepasa de cinco, en el afio 2001,
mientras que en los afios 2000 y 2008 (agosto) el numero es nulo. Los registros mas altos
de la especie se dan en los afios 2002 y 2008 (noviembre) esto probablemente se deba a
dos fenomenos naturales importantes: 1) EI fendmeno de EI Nifio que se suscitd en el pais
en el afio 2002, y 2) El estado saludable que presentaban los cactus en el mes de noviembre
como se menciono anteriormente, el cual pudo haber estado influenciado por los niveles
de precipitacion que se registraron en la estacion de Yangana del Instituto Nacional de
Meteorologia e Hidrologia (INAMHI) en este mes, 74.4 mm, comparados con los niveles

bajos registrados en el mes de agosto (37 mm) del mismo afio; la mayor cantidad de lluvia
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registrada en noviembre puede haber influenciado en una mayor fructificacion y floracién
de los cactus y por lo tanto en una mejor colecta.

Aunque los datos del bajo nimero de individuos de D. yangana que se colectaron
en los diferentes afios no son un indicativo suficiente como para categorizar a esta especie
dentro de la lista roja de los insectos, son importantes para conocer el estado actual de la
especie.

Segun Ezcurra (1990) y Benayas (2009) cuatro factores determinan la rareza de una
especie: 1) la extension geografica que ocupa (Rareza biogeogréafica), 2) su especificidad
de habitat o amplitud ecoldgica (Rareza de habitat), 3) la abundancia que alcanza en una
determinada localidad (Rareza demogréfica) y 4) la ocupacion de habitat.

Drosophila yangana relne estas cuatro condiciones, es una especie endémica de la
localidad de Yangana y ha sido encontrada unicamente en una plantacion de Opuntia
soederstromiana (Rafael y Vela, 2003), por lo que se podria decir que tiene una extension
geografica muy limitada, tiene preferencias alimenticias especificas (cactaceas como las
del género Opuntia) y la poblacion de D. yangana que se ha encontrado en Yangana es
marginal, es decir que los recursos y condiciones ambientales que favorecen a esta especie,
son escasos en este sitio, estrechando su especificidad de habitat y disminuyendo su
abundancia local, pues es en el centro de distribucion de las especies donde existe mayor
combinacion de recursos y de habitats que se puedan explotar y donde habrd mayor
abundancia local (Benayas, 2009).

Por lo tanto podriamos decir que el estado actual de D. yangana es incierto, y si la
plantacion de Opuntia soederstromiana, Unico sitio de colecta de esta especie, es
reemplazado con otros cultivos de importancia econémica (papas, fréjol, etc.) la especie

muy probablemente no lograra sobrevivir.
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Asi mismo es importante conocer que las especies del grupo repleta, en general, no
son una muestra representativa en las colectas, realizadas en la provincia de Loja, y se las
registra en numeros bajos en comparacion con las especies de otros grupos como el grupo
melanogaster, que estan presentes en un ndmero mayor y son especies cosmopolitas y
antropogenicas.

En los afios 2002 y 2008 (noviembre) se registra el nimero mas alto de individuos
del grupo repleta colectados debido probablemente a los acontecimientos antes
mencionados (fendmeno de EI Nifio y estado saludable de los cactus). En los otros afios el
namero de individuos del grupo que se colectaron no sobrepasan los 30, siendo el afio 2001
el que registra el menor numero de individuos colectados con solo 3 individuos, todos de la

especie D. yangana (Tabla 4).

5.3. MANTENIMIENTO DE LA ESPECIE EN EL LABORATORIO

En cuanto al mantenimiento de la especie en el laboratorio se pudo observar que el
crecimiento de D. yangana es precario. Las cepas de esta especie presentan una mortalidad
considerable, especialmente en los periodos larvario y de pupacion, lo que puede atribuirse
a que el medio de cultivo no presenta todos los componentes necesarios para un
crecimiento y desarrollo exitoso (Mafla, 2005a).

Se ha demostrado que existe una estrecha relacion entre las especies de drosoéfilas
cactofilas y los cactus de diversas especies. Los cactus proveen los nutrientes requeridos
por las especies que en ellos habitan. Las bacterias y levaduras que se encuentran en los
tejidos descompuestos de los cactus exudan un jugo que provee alimento para los adultos,
mientras las larvas se alimentan de la pulpa putrida de las cactaceas. Ademas el tejido vivo
del cactus suministra nutrientes adicionales a las larvas, como esteroles y monosacaridos.

(Ruiz, 1988). De modo que el medio de cultivo utilizado para la crianza de drosofilas en el
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laboratorio tendria deficiencias nutricionales que podrian afectar el desarrollo normal y
exitoso de la especie.

El tipo de tunas que se utilizaron tanto en la preparacion del medio de cultivo como
en el suministro de fruta fresca en los tubos también podria estar relacionado con el
crecimiento y mortalidad de las larvas. Se observd que al usar tunas silvestres la cepa de
Drosophila yangana estaba mas saludable y la mortalidad de los individuos disminuia.
Estas tunas se colectaron en el bosque seco de la provincia de Imbabura, especificamente
en la localidad de Ambuqui, en donde se encuentran una gran cantidad de cactus silvestres
con tunas de la variedad conocida como morada. Sin embargo, una vez que se agoté el
stock de estas frutas silvestres se realiz6 un cambio y se empezaron a utilizar tunas
cultivadas (de la variedad conocida como blanca) este cambio provoco que las larvas de la
especie no prosperen adecuadamente y la mortalidad aumente.

Las diferentes variedades de tuna (blanca, amarilla, morada o roja) que existen en el
pais no solamente se diferencian por el color de su pulpa sino también por sus
caracteristicas quimicas, por ejemplo: analisis de la composicidén quimica entre la tuna de
la variedad blanca y la variedad amarilla, indicaron que la tuna blanca presenta 1.5% mas
carbohidratos, 0.12% mas pectina y 0.142 mg/g menos vitamina C que la tuna amarilla
(Aguirre et al., 2008), estas diferencias, en cuanto a concentracion de determinados
compuestos que se pueden dar en cualquiera de las variedades de tunas existentes, podrian
estar relacionadas con el tipo de levaduras que se generen en las frutas y por ende con el
éxito o fracaso de la oviposicion, asi como con el crecimiento y desarrollo larval.

Estudios realizados por Barker (1984, 1992) indicaron la importancia de la
diversidad de especies de levaduras y su abundancia en los tejidos de los cactus, ya que
estas podrian ser la base para la seleccion de habitats por las droséfilas cactofilas. Las

levaduras tienden a ser especialistas para un habitat particular (tunas de las diferentes
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variedades), esta especificidad esta determinada por la disponibilidad de nutrientes,
compuestos inhibitorios y factores medioambientales como concentracion de oxigeno y
temperatura.

Asi mismo las sustancias volatiles producidas por los microorganismos que se
encuentran en los tejidos putrefactos de los cactus, probablemente sean sefiales quimicas
para las hembras en la busqueda de los sitios de alimentacion y oviposicion, tal es el caso
de Drosophila pachea, especie restringida a un tipo de cactus conocido como senita o
cacto viejito (Cephalocereus senilis), por que este cactus contiene un Unico esterol
necesario para el desarrollo y fertilidad de esta mosca (Barker, 1992), indicando que las
drosdfilas cactéfilas son muy especificas y susceptibles a la presencia de ciertos

compuestos en los cactus donde se reproducen y alimentan.

5.4. MUESTRA POBLACIONAL DE Drosophila yangana
El bajo nimero de individuos que se colectaron y la alta mortalidad de las larvas en las
condiciones de crianza en el laboratorio no permitieron obtener una muestra representativa
de la poblacion de Drosophila yangana. De las 39 isolineas sembradas solamente 2 fueron
exitosas; de ellas eclosionaron larvas que llegaron al estado adulto (F1). La generacion F1
gue provino de estos tubos fue separada en cuatro tubos numerados del 1 al 4 (Tabla 5).

A partir de estos cuatro tubos se multiplicé la cepa de D. yangana, obteniéndose un
total de 73 tubos. Sin embargo, no todos los tubos tuvieron el éxito esperado, unicamente
tres tubos llegaron a la generacion F4 y solamente cinco a la generacion F6 (Tabla 5). Una
vez que las cepas alcanzaron la generacion F6, los huevos dejados en los tubos por esta
generacion no eclosionaron ocasionando que la muestra desaparezca (Tabla 5).

Segun estos datos se podria decir que, en condiciones de laboratorio, el genotipo

que se encontraba en el tubo 2 resultd ser mas exitoso, pues estos tubos llegaron a la
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generacion F6 con un alto nimero de individuos, mientras que los genotipos de los tubos 3
y 4 podrian ser considerados muy poco exitosos pues unicamente los tubos que fueron
multiplicados a partir del tubo nimero 3 llegaron a la generacién F4, los otros, del tubo
numero 4 sucumbieron en la generacion F2 (Tabla 5). Es importante notar que los tubos
que alcanzaron generaciones mayores, como F5 y F6, pertenecen mayoritariamente y en
numeros altos al tubo N°2, mientras los tubos provenientes de los tubos N°1 y N°3 no
sobrepasan de uno en la generacion F4 (Tabla 5). Ademas el nimero de huevos que
ovipositaron las hembras era bajo, en consecuencia el numero de larvas que eclosionaron
también, ello condujo a la desaparicion de la especie en el laboratorio.

Se fotografiaron un total de 616 nucleos de 40 individuos: 10 individuos del tubo
N°1 (150 nucleos), 21 individuos del tubo N°2 (281 nucleos) y 9 individuos del tubo N° 3
(185 ndcleos), con estas fotografias se construyé el mapa cromosémico de Drosophila
yangana; para la construccion del mapa se escogio los segmentos que presentaban mayor
nitidez y contraste de bandas, es decir que este mapa no proviene de un solo individuo sino
que es la mejor representacion que se logro conseguir de la micromuestra de la especie.

De los 40 individuos fotografiados, cuatro presentaron inversiones en estado
heterocigoto. Un individuo, proveniente del tubo 3, presento tres inversiones consecutivas
en el cromosoma X (Figura 3A1). Una pequefia de aproximadamente 10 bandas se ubica
cerca al telomero en la region distal; seguida por otra inversion localizada en la seccién B
de la region distal con aproximadamente 16 bandas y la tercera se encuentra en la region
central probablemente en la seccion C, tiene aproximadamente 13 bandas.

En otro cromosoma del mismo individuo se encontro tres inversiones consecutivas,
las dos primeras inversiones presentan varias torsiones resultando dificil seguir su
secuencia con seguridad, pero podemos decir que la primera inversion se ubica cerca del

telomero en la region distal al igual que la segunda inversion la cual puede abarcar
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inclusive el inicio de la region central, la tercera inversion, que es la mas visible, se
encuentra en la region central y puede abarcar el inicio de la region proximal, es una
inversion considerablemente grande de aproximadamente 32 bandas (Figura 3A2). El
telomero de este cromosoma no es visible por lo que su identificacion resulté un tanto
dificil, pero probablemente corresponda al cromosoma X ya que el otro cromosoma
(descrito anteriormente) encontrado en el mismo individuo que presentd este tipo de
inversiones correspondia al cromosoma X.

Un individuo, que provino del tubo 2, presentd una inversion en la region proximal
del cromosoma 3 de aproximadamente 22 bandas (Figura 3B). Un individuo, del mismo
tubo ndmero 2, presentd una inversion en la region proximal del cromosoma 4 de
aproximadamente 28 bandas (Figura 3C). Y finalmente un individuo, descendiente del
tubo 1, presentd dos inversiones consecutivas en la region distal del cromosoma 5, la
primera aproximadamente de 10 bandas y la segunda de aproximadamente 6 bandas
(Figura 3D).

Las inversiones en estado heterocigoto encontradas en este estudio corresponden a
cuatro individuos distintos que provienen de dos isolineas de los tubos 1, 2 y 3, de la
micromuestra de D. yangana. El hallazgo de estos individuos, con inversiones en estado
heterocigoto, podria indicar la presencia de al menos dos genotipos distintos, hecho que
resulta muy interesante.

En cuanto a las inversiones en estado heterocigoto encontradas en el cromosoma X
se puede notar que la inversion Xl, nueva inversion encontrada en el cromosoma X de D.
yangana y que sera descrita mas adelante, esta localizada en la region central del
cromosoma X, es decir que esta incluida en la inversion en estado heterocigoto que abarca

la region central y proximal del cromosoma (Figura 3A1y 3A2).
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Cabe recalcar que se encontraron tres inversiones consecutivas en estado
heterocigoto en dos cromosomas X del mismo individuo como se observan en las figuras
3A1 y 3A2, pero es muy dificil decir con certeza que estas inversiones sean las mismas
para los dos cromosomas pues en el caso del cromosoma de la figura 3A2 las torsiones que
forman estas inversiones hace dificil comparar los segmentos, pero la tercera inversion,
mas extendida, que se encuentra en el cromosoma de la figura 3A2 aparentemente parece
abarcar mas segmentos cromosomicos que la inversion del cromosoma de la figura 3AL.

Estas observaciones nos hacen presumir que la seccion C del cromosoma X de D.
yangana contiene puntos calientes.

En el cromosoma 3 se encontraron dos inversiones: la primera corresponde a la
inversion 3l, nueva inversion reportada para D. yangana y que sera descrita mas adelante,
que se ubica en la region central del cromosoma; y la segunda corresponde a una inversion
en estado heterocigoto que se encuentra en la region proximal del cromosoma (Figura 3B).

Por ultimo resulta peculiar el hallazgo de tres inversiones en estado heterocigoto en
dos cromosomas considerados conservados en el grupo repleta, el cromosoma 4 (una
inversion en la region proximal) y el cromosoma 5 (dos inversiones consecutivas en la
region distal).

La presencia de estas inversiones en estado heterocigoto mas las inversiones Xl y 3l
en los cromosomas politénicos de D. yangana hacen pensar que el genoma de esta especie
presenta un alto grado de polimorfismo. Estos hallazgos en una muestra poblacional tan
reducida hacen ain mas atractivo e importante la continuacion de los estudios con esta rara

pero muy interesante especie.
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5.5. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS CROMOSOMAS
POLITENICOS

En cuanto a las caracteristicas citologicas de D. yangana podemos decir lo
siguiente:

Los cromosomas politénicos de D. yangana presentan seis brazos cromosomicos
(X, 2, 3,4, 5y 6) que se unen en el cromocentro (Figura 4), este cuerpo irregular se forma
por la fusion de las regiones heterocromatinicas centroméricas de los autosomas, del
cromosoma X y de la totalidad del cromosoma Y (Gardner, 1971). En esta especie el
cromocentro se presenta como una masa difusa no bien definida, al igual que en D.
huancavilcae (Romero, 2008).

Ademéas en las preparaciones cromosémicas se puede observar unas masas
globulosas que se tifien de un color rosado opaco, los nucléolos (Figura 4), los cuales estan
formados por ribonucleoproteinas y se encuentran unidos estrechamente al cromocentro
debido a que las regiones organizadoras nucleolares se encuentran por lo general dentro de
la heterocromatina sexual (Wolfgang et al., 1982).

En los nicleos politénicos de Drosophila yangana el cromosoma X es uno de los
mas distintivos debido a su telomero muy particular en forma de “clavel”. Sin embargo, en
las preparaciones cromosOmicas aparece poco nitido y no se tifie con intensidad
dificultando su ensamblaje en las fotografias porque aparece opaco y con baja resolucion.

El cromosoma 2 de Drosophila yangana se lo observé casi completamente estirado
al contrario del cromosoma 2 de Drosophila huancavilcae, que se lo encuentra replegado
sobre el cromocentro (Romero, 2008),

El cromosoma 3, aunque tiende a replegarse, se lo observo en casi todos los ndcleos
politénicos fotografiados al igual que el cromosoma 5 que es facilmente reconocible por su

telomero en forma de “copa alargada”. El cromosoma 4 por lo general se lo encuentra
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replegado sobre si mismo dificultando su reconocimiento especialmente porque no se
puede observar con claridad su telémero, y finalmente el cromosoma 6 se encontr6 en una
sola placa, lo mas frecuente es que se encuentre inmerso en el cromocentro.

En cuanto a estas seis inversiones en estado heterocigotico, encontradas en cuatro
de los 40 individuos analizados, los cuales provienen de dos isolineas sobrevivientes de la
especie D. yangana, probablemente podrian ser mutaciones accidentales, pues no fueron
observadas mas de una vez 0 maximo dos en un individuo, llevandonos a pensar que
posiblemente estos rearreglos no se han fijado en D. yangana.

Por ello la descripcion de los cromosomas politénicos de D. yangana se basoé en los
nucleos de los 36 individuos restantes, donde las inversiones Xl y 3l se encuentran en

estado homocigoto.

5.6. DESCRIPCION DE LOS CROMOSOMAS

Para la descripcion de los cromosomas se siguid la nomenclatura utilizada en
Moran, 2001 que fue descrita en la pagina 22. Se dividié a cada cromosoma en tres
regiones y asi se facilitd su descripcion: 1) Region Distal, 2) Region Central y 3) Regién
Proximal. Cada region a su vez se dividio en secciones, nominadas con letras mayusculas,
cada seccidn contiene subsecciones, numeradas del 1 al 7, el tamafio de las subsecciones es
variable y las bandas de cada subseccién son denominadas con letras mindsculas en orden
sucesivo (a, b, c, d, etc.).

La posicion de las inversiones paracéntricas se especifica segun los puntos de rotura
que indicaran: a) la seccion en donde ocurrio el rearreglo, definida con letras mayusculas,
b) las subsecciones donde inicia y termina el segmento invertido, mostrado con nimeros y
c) las bandas, en ambos extremos, donde se corta la inversion, nombrandolas con letras

minusculas (Moran, 2001).
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5.6.1. CROMOSOMA X

El cromosoma X (Figura 5) de Drosophila yangana comprende 8 secciones y 30
subsecciones. Este cromosoma presenta las tres inversiones correspondientes a la Primitiva
I: Xa con puntos de quiebre en: D4a- C4g, Xb: F2k a Fla y Xc: G2a-F3a las cuales han
sido descritas en Moran (2001) y Romero (2008).

En el cromosoma X de Drosophila yangana se ha encontrado una nueva inversion,
nominada como Xl, que comprende aproximadamente la mitad de la seccion C,
subsecciones C1 y C2 de la region central, y parte de la seccion B (B4) de la regiéon distal.
Esta inversion no ha sido reportada en Drosophila huancavilcae y serd detallada mas
adelante.

Regidén Distal: presenta dos secciones y 7 subsecciones, la subseccién B4 ha sido

excluida de esta region porque forma parte de la inversion XI y sera descrita como parte
de esta nueva inversion en la region central, seccion C.

Seccion A (Al- A4): Lo maés destacable en este segmento es la presencia de un
telomero en forma de clavel o roseta, correspondiente a la subseccion Al, esta estructura es
un marcador que permite identificar al cromosoma X, le sigue un grupo de bandas
fuertemente tefiidas, que forman una constriccién, dichas bandas parecerian estar muy
pegadas una a la otra visualizandose como una sola banda a manera de un “cuello”.

En la subseccion A2 se encuentra un puff con 4 bandas centrales muy poco tefiidas
y dos bandas muy oscuras que se encuentran al inicio y al final del puff (una en cada
extremo). La subseccion A3 inicia con un segmento que abarca aproximadamente 3 bandas
discontinuas le sigue el inicio de un puff que se continua hasta la subseccion A4. Este puff
presenta, en la parte central una interbanda muy gruesa, y en su extremo izquierdo,

localizado en la subseccion A3, se puede visualizar una banda punteada, continua y
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heteropicndtica, y en el extremo derecho, localizado en la subseccion A4 dos bandas
continuas muy oscuras.

Seccion B (B1- B3): La subseccién B1 corresponde a un segmento muy corto en el
que en su inicio no se distinguen claramente las bandas pero se puede observar dos bandas
muy difusas, al final de esta subseccion se puede ver una banda delgada heteropicnotica
que forma una ligera constriccion.

La subseccién B2 inicia con una serie de bandas péalidas y delgadas, casi al final de
este fragmento se observa una banda oscura, delgada de apariencia punteada. La
subseccion B3 es un pequefio puff que inicia con tres bandas heteropicnéticas delgadas,
dispuestas en forma discontinua seguidas por una interbanda muy amplia a continuacién de

la cual se encuentra una banda continua y heteopicnética claramente diferenciable.

Regién Central: constituida por tres secciones y 15 subsecciones.

Seccion C (C1- C4): La nueva inversion registrada en el cromosoma X de
Drosophila yangana se encuentra en esta seccidon. La inversion comprende parte de la
seccién B, especificamente la subseccion B4, y la seccion C (C1 y C2). Esta inversion
presenta alrededor de 12 bandas y 11 interbandas cuyos puntos de corte son: C2e- B4a
(Figura 6). Las bandas, en los segmentos invertidos, se nominaron de izquierda a derecha
debido al giro que ocurre al momento de la inversion.

La subseccién C2 se encuentra colindando con la subseccion B3, debido al giro de
180° del segmento, es una porcién considerablemente grande con 5 bandas, la primera
banda (e), de izquierda a derecha, es una banda heteropicnética gruesa, después
encontramos una banda (d) heteropicnética gruesa que forma una constriccion facilmente
observable, la banda (c) que le sigue tiene una apariencia continua y densamente tefiida,

este segmento termina con dos bandas (b y a) heteropicnoéticas de apariencia punteada que
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se encuentra limitando con la primera banda de la subseccion C1, separadas por una
interbanda muy delgada dando la apariencia de estar unidas.

En la subseccion C1 se observan dos bandas (b y a) gruesas, heteropicndticas y
continuas. La subseccién B4 forma un puff de apariencia romboidal y una textura
granulosa, en el centro del cual se pueden visualizar 4 bandas discontinuas y
heteropicndticas (e, d, ¢ y b) después de las cuales se encuentra una interbanda mediana
seguida por una banda continua (a) fuertemente tinturada donde termina la subseccion.

Al comparar las subsecciones C1 y C2 del cromosoma X de D. yangana con la
secuencia hipotética Primitiva | (Figura 6) se observa una peculiaridad, pues estas
subsecciones (C1 y C2) constituyen un segmento de grosor homogéneo, en la Primitiva I, y
en D.yangana forman un puff con una constriccion pronunciada en la banda d, que podria
ser una particularidad de la especie.

Dos puntos importantes que permiten el facil reconocimiento de esta inversion son:
a) el puff descrito anteriormente, debido a su forma y textura particular, facilmente
reconocible y, b) la constriccion que se forma en la subseccidén C2. A esta nueva inversion
se la ha nominado Xl y no ha sido encontrada en Drosophila huancavilcae.

Las subsecciones C3 y C4 no forman parte de la nueva inversion. La subseccion C3
forma un puff muy grande con alrededor de 6 bandas oscuras, discontinuas de aspecto
granuloso. La subseccién C4 inicia con un segmento muy difuso en el que se encuentra
una banda punteada igualmente difusa seguida por dos bandas heteropicndticas
discontinuas de aspecto punteado después de la cual se encuentra una banda
extremadamente difusa y muy delgada donde termina esta subseccion.

Seccion D (D1- D4): En esta subseccion se encuentra la inversion Xa de la

Primitiva I, sus puntos de corte son: D4b- C4g (Moran, 2001).
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Las subsecciones D4b, D3, D2 y D1 forman parte de la inversion Xa. La
subseccion D4b estd formada por 3 bandas discontinuas no muy tinturadas. La subseccion
D3 presenta 3 bandas la primera es delgada y densamente tefiida, la segunda es difusa y
continua y la tercera es heteropicnotica continua. Lo mas destacable de la subseccion D2 es
la presencia de una constriccion pronunciada, localizada en la parte central de la
subseccion, este segmento presenta 4 bandas difusas discontinuas. La subsecciéon D1 es un
segmento muy corto conformado por tres bandas, la primera y la tercera son bandas
heteropicndticas continuas, mientras que la segunda, localizada en el medio, presenta un
aspecto difuso y discontinuo.

La subseccion D4c corresponde a un segmento muy pequefio con 2 bandas
punteadas muy poco visibles, esta subseccion no forma parte de la inversion.

Seccion E (E1- E4): La seccion E1 forma un segmento homogéneo que inicia con
una banda heteropicnoética continua, seguida de siete bandas difusas y discontinuas. La
subseccion E2 corresponde a un puff que inicia con una banda heteropicnética seguido de
una interbanda gruesa después de la cual encontramos tres bandas continuas medianamente
teflidas. La subseccién E3 inicia con una banda delgada, continua y oscura seguida de dos
bandas difusas poco discernibles después de las cuales se encuentran dos bandas continuas
y heteropicnéticas. La subseccidén E4 esta conformada por 6 bandas gruesas, continuas y

densamente tefidas.

Reqgidn proximal: Esta formada por tres secciones y nueve subsecciones. En esta

region se encuentran dos de las tres inversiones de la Primitiva I: Xb y Xc. Es importante
tener en cuenta que al encontrarse estas dos inversiones las secciones y subsecciones no
siguen un orden ascendente (F1, F2, F3, etc.), por lo que las subsecciones seran descritas
en el orden en el que aparecen en las inversiones, de izquierda a derecha; para evitar

confusiones se reunio a las secciones F y G en una sola nombrandola como seccion F2-G2,
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los nimeros indican en qué subseccion empieza y en cuél termina la inversion. La seccién

H conserva la nomenclatura original.

Seccion F-G (F2-G2): La inversion Xb presenta sus puntos de corte en F2k-Fla.
La subseccion F2k es un puff que presenta 5 bandas discontinuas y difusas. La subseccion
Fla corresponde a la continuacion del puff que se inicié en F2k, en esta subseccion se
distinguen dos bandas muy oscuras que se encuentran en el inicio de la subseccion después
de las cuales se encuentran tres bandas muy poco tefiidas y difusas.

La inversién Xc presenta sus puntos de corte en G2a y F3a. La subseccion G2a
inicia en una banda gruesa, continua y heteropicnética enseguida de la cual se encuentra un
segmento de alrededor de 3 bandas difusas muy poco tefiidas, esta seccion termina en una
banda gruesa, continua y oscura. La subseccion G1 inicia con tres bandas hetropicnéticas
discontinuas después de las cuales se encuentran una serie de bandas muy juntas una de la
otra dando la apariencia de formar una sola banda. La subseccion F5 corresponde a un
pequefio puff con 4 bandas continuas, gruesas y densamente tefiidas. La subseccion F4
presenta 5 bandas difusas y opacas, seguidas de tres bandas muy juntas dando la
apariencia de una gran banda gruesa y muy oscura, después se puede observar una banda
continua muy difusa casi imperceptible y al final de esta subseccion se observa una banda
heteropicndtica. El segmento F3a inicia con una banda muy gruesa y oscura, después de la
cual se encuentran dos bandas delgadas muy tefiidas que forman una constriccion
conspicua, luego se observa 6 bandas discontinuas heteropicnoticas, la subsecccion
finaliza con una banda muy gruesa y oscura que probablemente corresponda a la union de
2 0 3 bandas.

La subseccion G2b se encuentra fuera de la zona de inversion, este segmento
presenta 11 bandas discontinuas y heteropicnoticas que dan un aspecto granuloso al

segmento.
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Seccion H (H): Lo mas destacable en esta subseccion es la presencia de un gran
puff con bandas heteropicnoticas de aspecto punteado. Esta porcion del cromosoma forma

parte del cromocentro.

5.6.2. CROMOSOMA 2

El cromosoma 2 (Figura 7) de D. yangana comprende 8 secciones y 38
subsecciones. Presenta las dos inversiones correspondientes a la Primitiva I: 2a 'y 2b. En la
Region Central, de este cromosoma especificamente en la seccion E, subseccion E1, se
encontré un segmento extra, de 12 bandas, entre E1 y E2 por lo que se procedi6 a alargar la
subseccion E1 incluyendo a este pedazo, de esta manera no se alteré la nomenclatura
utilizada en la secuencia de D. huancavilcae y las siguientes subsecciones fueron
nombradas en orden ascendente (E2, E3, etc.) Este segmento no se reporté en D.
huancavilcae y sera descrito mas adelante. En la secuencia de D. yangana no se encontrd

la inversién 2y° que caracteriza a D. huancavilcae

Region Distal: Presenta 2 secciones y 8 subsecciones. En esta region se encuentra
la inversion 2a correspondiente a la Primitiva |. Es importante tener en cuenta que la
inversion 2a abarca parte de la seccion A y la seccion B, en consecuencia las subsecciones
no siguen un orden ascendente (Al, A2,....B1, B2... etc.) ya que estan invertidas, por lo
que seran descritas en el orden en el que aparecen en la inversion, de izquierda a derecha

del cromosoma.

Seccion A (Al- A3): Las subsecciones A1l y A2 no se encuentran dentro del
segmento invertido. En la subseccién Al encontramos un telémero en forma de balén con
apariencia globular y bandas punteadas al inicio, seguido de una banda gruesa muy oscura

qgue forma una constriccion muy caracteristica de este cromosoma. La subseccion A2
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corresponde a un puff con tres bandas gruesas, continuas y muy tefiidas claramente
visibles.

La inversion 2a, comprende a las secciones B y parte de la A, sus puntos de quiebre
son: B4e-A3a. La subseccion B4e inicia con una banda gruesa muy oscura seguida de dos
bandas delgadas y poco tefiidas, las tres bandas son claramente visibles. La subseccion B3
inicia en una banda heteropicnotica delgada seguida por una banda mas gruesa densamente
teflida. La subseccion B2 es un puff que inicia con una banda gruesa heteropicnotica
seguida de una interbanda de tamafio considerable seguida y tres bandas continuas,
irregulares y muy tefiidas, después se observa una banda continua, gruesa y heteropicnotica
donde termina la subseccion. En la subseccion B1 se pueden observar dos bandas gruesas
muy tefiidas, a diferencia de D. huancavilcae que presenta bandas delgadas en este
segmento. La subseccion A4 inicia en una banda gruesa heteropicnotica seguida de dos
bandas continuas densamente tefiidas después de las cuales se encuentra una interbanda
muy gruesa seguida por dos bandas delgadas y discontinuas que se encuentran muy juntas
una de la otra, luego se observa una banda muy delgada y difusa, seguida por una banda
delgada, continua, heteropicnética donde termina la subseccion. La subseccion A3 forma
un segmento de un grosor homogéneo en el que se puede observar 2 bandas muy delgadas

discontinuas y muy tefiidas.

Regidén Central: Presenta 4 secciones y 24 subsecciones. En esta region se

encuentra la inversion 2b correspondiente a la Primitiva I. Es importante tener en cuenta
que en la inversion 2b se incluye parte de las secciones C y D, en consecuencia las
subsecciones no siguen un orden ascendente (C1, C2,....DI1, D2... etc.), por lo que seran
descritas, en la seccion D, en el orden en el que aparecen en la inversion, de izquierda a

derecha.
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Seccion C (C1- C5): Las subsecciones C1, C2, C3, C4 y C5 no estan incluidas
dentro del segmento invertido. C1, C2 y C3 corresponden a segmentos muy cortos con una
0 dos bandas delgadas y continuas en cada subseccion. Las subsecciones C4 y C5
corresponden a un puff romboidal. En la subseccién C4 se pueden observar dos bandas (de
izquierda a derecha), una gruesa hetropicnética y otra delgada y difusa. En la subseccién
C5 se distinguen claramente 5 bandas densamente tefiidas, la primera banda, al inicio de la
subseccion, es discontinua, las otras cuatro son continuas.

Seccion D (D1- D5): En esta subseccion se encuentra la inversion 2b cuyos puntos
de corte son: D1g- C6a. Esta inversion comprende parte de las secciones D y C. El
segmento D1 forma un puff irregular que inicia con una banda gruesa heteropicnoética
seguida de una serie de bandas muy difusas casi imperceptibles. La subseccion C7 inicia
con tres bandas discontinuas, seguidas de dos bandas muy juntas que se observan como
una sola banda hetropicnética. La subseccion C6a presenta 12 bandas fuertemente tefiidas
y de distintos grosores, la primera banda de la subseccion es gruesa y heteropicnoética y se
observa muy pegada a la ultima banda de la subseccion C7, le sigue una banda gruesa muy
teflida después de la cual se observa 10 bandas delgadas hetropicnéticas. D2 forma un puff
que presenta 6 bandas muy gruesas heteropicnéticas. Lo mas destacable de la subseccion
D3 es una constriccion que se encuentra en el inicio del segmento seguida por una banda
delgada medianamente tefiida y continua, después se observa un corto segmento con cuatro
bandas continuas heteropicnoticas. La subseccion D4 inicia con cuatro bandas
heteropicndticas, seguidas de una interbanda gruesa después de la cual se encuentran dos
bandas muy gruesas y densamente tefiidas que se encuentran muy juntas una a la otra. La
subseccion D5 corresponde al inicio de un puff en forma romboidal, en el centro del cual

se puede distinguir una banda muy gruesa, oscura y continua, que divide al puff en dos
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subsecciones: D5 y E1 respectivamente, esta Ultima subseccion sera descrita a
continuacion.

Seccion E (E1- E6): En esta seccion se encontré un segmento extra entre E1 y E2
por lo que se procedié a alargar la subseccion E1 incluyendo a este pedazo, de esta manera
no se alterd la nomenclatura y las siguientes subsecciones fueron nombradas en orden
ascendente (E2, E3, etc.). La subseccion E1 es un segmento grande que se inicia en la
mitad proximal del puff que se observd en D5, estad formado por alrededor de 5 bandas, la
primera es difusa y discontinua, la segunda es una banda gruesa, continua y
heteropicndtica, quiza la mas sobresaliente de este segmento, a continuacion se observan 3
bandas delgadas y muy poco tefiidas que forman una constriccién, después de la cual
encontramos un gran segmento que se observa a manera de dos puffs muy juntos, en el
primero se distinguen 4 bandas muy delgadas heteropicnoticas seguidas de un segmento
mediano en el que no se puede distinguir claramente el nimero de bandas, probablemente
haya 3 bandas en este segmento, el segundo puff corresponde a un segmento con bandas
muy difusas, donde la banda méas sobresaliente se encuentra al final del puff, es una banda
densamente tefiida y continua, claramente visible. Este segmento no ha sido reportado en
D. huancavilcae. Se considera la posibilidad de que este gran segmento podria
corresponder a una duplicacién cromosémica; del segmento comprendido entre F1 hasta
F4 por la similaridad de bandas, con el segmento adicional (E1), pero en direcciones
opuestas. La seccion E (E1- E6) fue reportada por Moran (2001) como altamente inestable,
las inversiones 2b™y 2¢', de D. guayllabambae y D. novemaristata se encuentran en esta
seccion, asi como también la inversion 2y° de D. huancavilcae.

Las subsecciones que van desde E2 hasta E6 en D. yangana tienen la misma
secuencia que en la Primitiva I, es decir que no se encontrd la inversién 2y° reportada en D.

huancavilcae que abarca todas estas subsecciones (E2- E6). La subseccion E2 corresponde
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a un segmento delgado, que forma una constriccion, en la cual se puede distinguir dos
bandas muy tefiidas y continuas, seguidas de una interbanda de tamafio mediano. En la
subseccion E3 se observa dos bandas muy pegadas, son bandas continuas heteropicnoticas.
En E4 se nota claramente dos bandas heteropicndticas y continuas. En E5 se observa tres
bandas discontinuas, densamente tefiidas. La subseccion E6 inicia con dos bandas
discontinuas muy difusas, casi imperceptibles, seguidas de una banda densamente tefiida
donde termina la subseccion E6.

Seccion F (F1- F6): La subseccion F1 es un pequefio puff donde se encuentran tres
bandas heteropicnéticas, delgadas. La subseccion F2 inicia con tres bandas oscuras y
continuas después de las cuales se observa dos bandas mas delgadas que las tres primeras,
continuas y heteropicnéticas. Las subsecciones F3 y F4 forman un puff con bandas difusas,
de las cuales se destacan tres bandas continuas y densamente tefiidas que se encuentran: la
primera al inicio de la subseccion F3, la segunda localizada en el limite entre F3 y F4, la
tercera se encuentra casi enseguida de la segunda antes de finalizar la subseccion F4; en el
limite entre la subseccién F4 y F5 se encuentra una constriccién pronunciada que no se
observa en la secuencia de D. huancavilcae. En la subseccion F5 se puede observar cuatro
bandas muy difusas, casi imperceptibles. La subseccion F6 presenta un patrén de bandeo

claro en donde se distinguen siete bandas heteropicndticas continuas.

Reqgién proximal: En esta subseccion encontramos dos secciones y 6 subsecciones.

Seccion G (G1- G5): La subseccidon G1 inicia con tres bandas densamente tefiidas,
seguidas de una banda medianamente tefiida, delgada después de la cual se observa una
interbanda muy clara; enseguida se observan tres bandas medianamente tefiidas y delgadas,
esta subseccion termina en una banda delgada heteropicnética. La subseccion G2 inicia
con tres bandas delgadas heteropicnoéticas y continuas, después de las cuales se observa un

segmento muy difuso donde las bandas son casi imperceptibles. Las subsecciones G3, G4
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y G5, presentan bandas muy difusas de aspecto discontinuo, aproximadamente se
encuentran 15 bandas en estas tres subsecciones, de las cuales se destaca una banda de
grosor medio, heteropicnotica y continua localizada al final de la subseccion G5.

Seccion H: Esta seccion presenta una forma muy particular, parecida a una
“antorcha” con cuatro bandas muy oscuras y continuas después de las cuales se observa un

segmento con bandas difusas, discontinuas y de aspecto granuloso.

5.6.3. CROMOSOMA 3

El cromosoma 3 (Figura 8) de Drosophila yangana esta dividido en ocho secciones
y 36 subsecciones. Este cromosoma presenta la inversion 3b correspondiente a la Primitiva
I con puntos de quiebre en: Ela- D3a.

En el cromosoma 3 de Drosophila yangana se ha encontrado una nueva inversion,
nominada como 3l, que se encuentra en la Region Central del cromosoma y comprende la

seccion C, subsecciones C1, C2 y C3. Esta inversidn sera descrita mas adelante.

Reqgidén Distal: Esta formada por dos secciones y 10 subsecciones.

Seccion A (Al- A5): La subseccion Al de D. yangana es claramente diferenciable,
debido a la forma peculiar del telomero que tiene la apariencia de una copa ensanchada,
esta conformacion particular del telomero se observa en la secuencia Primitiva I, asi como
también en D. guayllabambae y D. novemaristata, pero en el cromosoma de D.
huancavilcae este segmento no es tan conspicuo y no presenta dicha estructura. Al inicio
de esta porcion se puede observar dos bandas heteropicnéticas y continuas, enseguida de
estas hay una interbanda de un grosor considerable, después de la cual se encuentra una
banda gruesa densamente tefiida, este segmento finaliza con una banda delgada muy oscura

gue forma una constriccion muy importante para el reconocimiento del cromosoma.
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La subseccion A2 corresponde a un ensanchamiento que presenta siete bandas
continuas heteropicnoticas. En A3 se observa un puff ovalado que se extiende hasta la
subseccion A4 el cual inicia con dos bandas heteropicnoticas, en A3, y finaliza con dos
bandas gruesas continuas y muy tefiidas en, A4, en la parte central presenta tres bandas
muy opacas casi imperceptibles, este puff es pronunciado en D. yangana y la Primitiva | y
menor en D. huancavilcae, ademas en la subseccion A4 se destaca la presencia de una
constriccion conspicua semejante a la observada en la Primitiva | (Anexo 4) pero que no se
observa en la secuencia de Drosophila huancavilcae, después de la cual se encuentra una
banda continua, gruesa y heteropicndtica donde finaliza la subseccién A4. La subseccién
A5 forma un puff con cinco bandas gruesas, muy regulares, continuas y heteropicnéticas.

Seccion B (B1- B5): La subseccién B1 empieza con cinco bandas de diferente
grosor y tincién. La subseccion B2 corresponde a un puff con cinco bandas delgadas
heteropicndticas, la segunda banda, localizada en el centro del puff, se observa
entrecortada. La subseccion B3 inicia con una interbanda gruesa después de la cual se
encuentran cuatro bandas delgadas, discontinuas y heteropicnoticas. La subseccion B4
presenta cuatro bandas, la primera banda es continua, con mayor tincién en sus extremos,
su parte media es poco tefiida, la segunda banda es discontinua y se observa como tres
puntos muy poco tefiidos, la tercera y cuarta bandas se encuentran muy juntas y se
observan como una sola heteropicndtica al final de esta subseccion. Al inicio de la
subseccion B5 se puede observar una constriccion muy leve que no se observa en la
secuencia de D. huancavilcae, pero ha sido reportada en la secuencia de D. novemaristata
esta subseccidn inicia con una banda continua heteropicndtica, seguida de un segmento con
bandas muy difusas después del cual se observan seis bandas delgadas medianamente
tefiidas, casi al final de la subseccion se observa un adelgazamiento del segmento que

forma una constriccion.



49

Regién _Central: Incluye tres secciones y 16 subsecciones. En esta region se

encuentra la inversion 3l aqui reportada, ausente en la secuencia de Drosophila
huancavilcae, la descripcion de la inversion se la hara en el orden en el que aparece en el
cromosoma, leyendo de izquierda a derecha.

Seccion C (C1- C5): En esta seccion se encuentra la nueva inversion 3l encontrada
en este cromosoma, abarca mas de la mitad de la seccion C comprende alrededor de 15
bandas y 14 interbandas de las subsecciones C3, C2 y C1, sus puntos de corte son C3g-
Cla (Figura 9). Esta inversion no ha sido encontrada ni en la secuencia Primitiva I ni en D.
huancavilcae. La subseccion C3 presenta una forma muy peculiar a manera de barril en
donde se pueden observar claramente 7 bandas heteropicnéticas (g, f, e, d, ¢, by a). La
subseccion C2 constituye un segmento a manera de cuello en donde se pueden distinguir 3
bandas delgadas y tenues (d, c, y b), seguido por un puff de forma ovalada, cuya primera
parte se encuentra en la seccion C2, en donde se puede visualizar una banda (a) discontinua
y heteropicnotica al inicio del puff, el puff continGa hasta la subseccion C1d en donde se
encuentran cuatro bandas muy poco visibles (d, ¢, b y a). Las bandas, en los segmentos
invertidos, se nominaron de izquierda a derecha debido al giro que ocurre al momento de la
inversion. Las tres subsecciones de la inversion 31 son muy semejantes a los de la Primitiva
I (Figura9).

La subseccion C4 es un segmento homogéneo en grosor que inicia con una banda
muy gruesa heteropicnotica. La subseccion C5 corresponde a un pequefio puff con cuatro
bandas discontinuas y ligeramente tefiidas.

Seccion D (D1- D5): En la subseccion D1 se puede observar una constriccion
conspicua en donde se encuentra una banda continua heteropicnética, después de la cual se
encuentra una banda discontinua oscura, luego se observa una interbanda amplia seguida

por una banda muy oscura y continua, luego se observa una interbanda ancha despues de la
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cual encontramos una banda discontinua, donde finaliza esta subseccion. La subseccion D2
tiene tres bandas densamente tefiidas.

Las subsecciones E1, D5, D4 y D3a forman parte de la inversién 3b con puntos de
corte en: Ela- D3a, las subsecciones de esta inversion seran descritas en el orden en el que
aparecen en el cromosoma. En la subseccion E1 se puede visualizar a la banda a en forma
de cadena heteropicnotica, la subseccion D5 presenta dos bandas discontinuas densamente
teflidas. Las subsecciones D4 y D3, forman un puff con seis bandas punteadas, se destaca
una banda densamente tefiida y continua, localizada al final de la subseccion D3.

Seccion E (E1- E5): La subseccion E1 es un segmento un poco abultado con
cuatro bandas heteropicnéticas continuas. La subseccion E2 es un segmento de grosor
homogéneo con bandas muy tenues. Las subsecciones E3 y E4 corresponden a un puff,
donde se distinguen 5 bandas continuas heteropicnoticas claramente visibles, localizadas
en E3, mientras en E4 las bandas son muy poco tefiidas y difusas. En el limite entre E4 y
E5 se observa una constriccion conspicua que no se observa en la secuencua de D.
huancavilcae ni en la Primitiva . La subseccion E5 corresponde a un puff con seis bandas

difusas muy poco visibles.

Reqién Proximal: incluye tres secciones y nueve subsecciones.

Seccion F (F1- F4): La subseccion F1 es un gran puff que inicia con una banda
continua pero muy poco tefiida, seguido de un segmento de tamario considerable donde no
se pueden distinguir claramente las bandas, después se encuentran cuatro bandas continuas,
heteropicndticas. La subseccidén F2 es un segmento pequefio que presenta en su inicio una
banda heteropicnética después de la cual se observa una amplia interbanda y al final se
encuentran dos bandas gruesas y oscuras, Entre F1 y F2 se puede observar una constriccion
leve que no ha sido observada en D. huancavilcae. La subseccion F3 es un puff que se

extiende hasta la subseccién F4, este puff inicia con dos bandas heteropicnéticas continuas,
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en F3, seguidas por cuatro bandas punteadas y difusas, después de las cuales se observa
una banda densamente tefiida, ubicada en F4, donde termina el puff, la subseccion F4
continua con un segmento homogéneo donde se distinguen siete bandas delgadas y muy
poco tefidas.

Secciones G (G1- G5) y H: La subseccion G1 es un puff con ochos bandas
medianamente tefiidas y discontinuas. Las subsecciones G2, G3 y G4 corresponden a puffs
gue no han sido observados en la secuencia de D. huancavilcae, pero si se los reporta en D.
guayllabambae y D. novemaristata; ademas en los limites de cada uno de estos puffs se
pueden observar constricciones muy conspicuas. El puff de la subseccion G2 presenta
cinco bandas delgadas y discontinuas. En la subseccion G3 se pueden distinguir cinco
bandas medianamente tefiidas, intercaladas con interbandas de un grosor considerable. En
el puff de la subseccion G4 se observan 5 bandas discontinuas levemente tefiidas, luego de
las cuales se encuentra una banda muy gruesa y densamente tefiida donde finaliza esta
subseccion. La subseccion G5 y la seccion H corresponden a segmentos muy difusos con

bandas muy tenues, estas secciones formarian parte del cromocentro.

5.6.4. CROMOSOMA 4

El cromosoma 4 (Figura 10) de Drosophila yangana no presenta rearreglos
cromosomicos, es decir que su secuencia se encuentra altamente conservada y es similar a
la secuencias de D. huancavilcae y Primitiva I. Este cromosoma ha sido dividido en ocho

secciones y 31 subsecciones, cuyas caracteristicas se destacan a continuacion:

Reqgidén Distal: incluye dos secciones y nueve subsecciones.

Seccion A (Al- A5): En la subseccion Al se puede observar el telémero con una
forma muy peculiar, se podria describir a manera de un jarron, con 9 bandas

heteropicndticas, cuyo extremo distal se encuentra ensanchado y en su extremo proximal,
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justo en el limite con A2, se observa un ensanchamiento en donde se encuentra una banda
heteropicndtica mas larga que las anteriores la cual le da esta forma caracteristica y
facilmente reconocible. Las subsecciones A2 y A3 son segmentos homogéneos en grosor,
en A2 se observan cinco bandas difusas, discontinuas, mientras en A3 se observan cuatro
bandas delgadas heteropicnoticas. En A4 se observa un puff con cuatro bandas oscuras y
delgadas. La subseccion A5 también corresponde a un puff que inicia con cuatro bandas
delgadas medianamente tefiidas, después de las cuales se encuentra una banda muy gruesa
y densamente tefiida, marcando el centro del puff, después observamos una banda
discontinua levemente tefiida seguida por dos bandas heteropicnoticas.

Seccion B (B1- B4): Las subsecciones B1 y B2 forman un puff. En B1 se pueden
observar cuatro bandas, la primera muy gruesa y densamente tefiida, las otra tres delgadas
y muy poco tefiidas. En la subseccion B2 se observan seis bandas, las tres primeras
levemente tefiidas y las tres que le siguen heteropicndticas. La subseccion B3 inicia con
dos bandas heteropicnoéticas después de las cuales se observa tres bandas delgadas muy
poco tefiidas. En la subseccion B4 se observan dos bandas, la primera delgada y muy poco

tefiida y la segunda muy gruesa y heteropicnética

Reqgidn Central: incluye 4 secciones y 17 subsecciones

Seccion C (Cl1- C3): La subseccion C1 forma un puff con tres bandas
heteropicndticas claramente visibles. Lo mas destacable de C2 es la presencia de una gran
constriccion, asi como también el inicio de un puff que se extiende hasta C3, el cual
termina con una banda delgada y densamente tefiida que forma una constriccion, que es
igual de pronunciada que en D. huancavilcae.

Seccion D (D1- D5): La subseccion D1 de D. yangana corresponde a un segmento
de grosor homogéneo donde se observan cuatro bandas gruesas heteropicnoéticas, en D.

huancavilcae este segmento corresponde a un puff. Las subsecciones D2 y D3 forman un



53

puff en forma de balon en donde se puede observar seis bandas gruesas heteropicnéticas.
Las subsecciones D4 y D5 constituyen segmentos homogéneos con bandas difusas.
Seccion E (E1- E5): La subseccion E1 es un segmento uniforme que presenta
bandas muy difusas casi imperceptibles. En las subsecciones E2 y en E3 encontramos dos
puffs con bandas muy difusas, en el limite entre E2 y E3 se encuentra una constriccion
pronunciada que no ha sido observada en D. huancavilcae, ni en la Primitiva I. Las
subsecciones E4 y E5 son segmentos uniformes en grosor con bandas tenues muy difusas.
Seccion F (F1- F4): La subseccion F1 forma un puff con bandas muy poco
visibles. En la subseccion F2 se observan ocho bandas delgadas heteropicnéticas. En la
subseccion F3 se observan cuatro bandas, las dos del centro muy oscuras, las dos de los
extremos levemente tefiidas. La subseccion F4 corresponde a un puff grande con 12 bandas

delgadas, heteropicnéticas.

Regién Proximal: incluye dos secciones y seis subsecciones.

Secciones G (G1- G5) y H: En la subseccion G1 se puede observar tres bandas
heteropicndticas al inicio del segmento, en la parte proximal de este por el contrario las
bandas se encuentran difusas pero se pueden divisar dos bandas oscuras al final de esta
subseccion. En G2, G3 y G4 se puede observar 14 bandas muy tefiidas de forma punteada,
las cuales varian en su espesor. En la subseccion G5 y seccidén H se pueden observar cinco

bandas muy difusas, estas porciones formarian parte del cromocentro.

5.6.5. CROMOSOMA 5

El cromosoma 5 (Figura 11) de D. yangana presenta una secuencia muy similar a
la de D. huancavilcae y a la Primititva I, es decir que este cromosoma no presenta ningun
rearreglo cromosomico. Este cromosoma estd dividido en ocho secciones y 32

subsecciones, las cuales seran detalladas a continuacion:
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Reqgidn Distal: incluye dos secciones y 10 subsecciones.

Seccion A (Al- A5): En este cromosoma el telémero es un aspecto muy importante
para su reconocimiento debido a su forma muy peculiar y facilmente reconocible. En los
segmentos Al, A2 y A3 se puede apreciar la forma de copa alargada que presenta este
cromosoma, en estas tres subsecciones se puede observar 10 bandas heteropicnoticas,
discontinuas. En A3 se observa una constriccion muy pronunciada formando una especie
de cuello en el cual se distinguen tres bandas delgadas y oscuras. En la subseccion A4 se
observa un ensanchamiento, que corresponde a un puff, en el cual se encuentran cuatro
bandas claramente diferenciables, después de esto, se observa un segmento homogéneo
con cuatro bandas, la ultima de las cuales es una banda gruesa y muy oscura. La
subseccion Ab5 inicia con una banda muy gruesa y heteropicnotica después de la cual se
encuentra un puff que se extiende hasta B1, este puff presenta una banda discontinua en el
centro que divide al puff en las dos subsecciones, A5y B1.

Seccion B (B1- B5): La subseccion B1 corresponde a la segunda mitad del puff que
se inicia en A5, en esta subseccion se pueden encontrar cinco bandas heteropicnoéticas, esta
subseccion finaliza en una constriccion que es mucho mas pronunciada que en D.
huancavilcae. La subseccion B2 inicia con dos bandas continuas heteropicnoéticas después
de las cuales se encuentran cinco bandas difusas. La subseccién B3 es un segmento de
grosor homogéneo con cuatro bandas de aspecto difuso y entrecortadas. La subseccion B4
forma un puff con cuatro bandas heteropicndticas de diferentes espesores. La subseccion

B5 corresponde a un segmento corto con alrededor de cinco bandas muy poco tefiidas.

Regidn Central: incluye cuatro secciones y 18 subsecciones.

Seccion C (C1- C5): Las subsecciones C1, C2, C3 y C4 constituyen un segmento
homogéneo en grosor en el cual se pueden notar 13 bandas delgadas levemente tefiidas. En

la subseccion C5 se encuentra el inicio de un gran puff romboidal el cual se extiende hasta
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D1, en la subseccion C5 se pueden observar cuatro bandas delgadas medianamente tefiidas.
En la secuencia de D. huancavilcae este puff no ha sido reportado.

Seccion D (D1- D5): La subseccion D1 constituye la segunda parte del puff que
inicia en C5, se pueden observar tres bandas medianamente tefiidas. En la subseccion D2
se observan seis bandas de distintos grosores heteropicndticas. La subseccion D3 presenta
siete bandas, las tres primeras estdn muy juntas una de otra visualizandose como una sola
banda muy gruesa y heteropicnotica, seguida por dos bandas oscuras y continuas después
de las cuales se encuentran dos bandas mas que se ven como una sola banda porque estan
muy pegadas entre si. Las subsecciones D4 y D5 forman parte de un puff, en el que se
distingue cuatro bandas densamente tefiidas.

Seccion E (E1- E5): En la subseccion E1 se observan cinco bandas
heteropicndticas, muy juntas una de otra. La subseccion E2 presenta bandas difusas y
dificiles de observar. Las subsecciones E3 y E4 corresponden a un puff. En el inicio de E3
se observa una banda gruesa y muy tefiida, después de la cual se observa un segmento con
bandas muy difusas y poco distinguibles. En la subseccion E4 se observan dos bandas
heteropicndticas. La subseccién E5 corresponde a un segmento con bandas delgadas y
difusas.

Seccion F (F1- F3): Las subsecciones F1 y F2 forman un gran puff en cuya parte
inicial se observan bandas muy difusas, seguidas de una banda delgada y muy poco tefiida,
localizada en la parte central, donde termina F1, en la otra mitad del puff localizada en F2
se observa una banda gruesa heteropicnotica. La subseccion F3 presenta bandas muy

difusas y casi imperceptibles.

Regién Proximal: incluye dos secciones y cinco subsecciones.

Secciones G (G1- G4) y H: En el inicio de la subseccién G1, se puede observar

una banda gruesa muy poco tefiida, seguida de dos bandas heteropicnéticas discontinuas.
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Las subsecciones G2, G3 y G4 son segmentos homogéneos con alrededor de siete bandas
heteropicndticas distribuidas en los tres segmentos. La seccion H constituye un segmento

muy corto en el que se pueden observar bandas de aspecto punteado y difuso.

5.6.6. CROMOSOMA 6

El cromosoma 6 (Figura 12) de D. yangana, es el méas pequefio de los cromosomas
en comparacion al resto de cromosomas politénicos de la especie, esta constituido en su
mayoria por heterocromatina de caracteristicas similares a las del cromocentro, es decir
que no politeniza, ademas presenta una tasa muy baja de recombinacion, por lo tanto una
carencia de variacion genética (Riddle, 2006). Tiene una secuencia cromosémica similar a
la de D. huancavilcae, incluye una region, dos secciones y tres subsecciones que seran

descritas a continuacion:

Regién Proximal: con dos secciones y tres subsecciones.

Seccion A (Al- A2): En la subseccion Al se pueden identificar cuatro bandas
continuas muy oscuras, claramente diferenciables, mientras en A2 se observan cuatro
bandas continuas, la primera y la tercera heteropicnéticas, y la segunda y la cuarta
medianamente tefiidas.

Seccion H: Esta seccidn forma parte del cromocentro.

5.7. COMPARACION DE LA SECUENCIA DE Drosophila yangana CON LA
SECUENCIA DE Drosophila huancavilcae

Al realizar la comparacién de la secuencia de D. yangana con la secuencia de D.
huancavilcae usada como modelo se notaron varias semejanzas y diferencias que se

detallan a continuacion:
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1) En D. yangana se encontraron las seis inversiones correspondientes a la
secuencia Primitiva I, estas son: Xa, Xb, Xc, 2a, 2b y 3b, secuencia que es compartida con
D. huancavilcae.

2) Los telémeros, que ayudan al reconocimiento y diferenciacion de cada uno
de los cromosomas, son muy similares en las dos especies, a excepcion del cromosoma 3 el
cual en D. yangana presenta una forma de copa ensanchada claramente diferenciable y
muy semejante al telomero de la secuencia Primitiva |, mientras en D. huancavilcae esta
forma peculiar no es notoria.

3) Una diferencia muy clara en D. yangana, es la ausencia de la inversién 2y®
gue caracteriza a D. huancavilcae.

4) En la secuencia de D. yangana se encontraron dos nuevas inversiones, la
primera localizada en la Regidon Distal del cromosoma X nominada Xl y otra encontrada en
la Region Central del cromosoma 3: nominada 3l. Para evitar el incremento de superindices
se utilizaron los literales disponibles en la lista de inversiones de Wasserman, 1992 (Anexo
8) para la nominacién de estas nuevas inversiones.

5) En el cromosoma 2 de D. yangana se encontrd un segmento extra, de 12
bandas que probablemente corresponda a una duplicacion, que se encuentra en la region
central del cromosoma, en la subseccion E1. Este segmento cromosdmico esta localizado
en una zona reportada por Moran, 2001 como punto caliente. Las inversiones que
caracterizan a D. novemaristata y D. guayllabambae (2b™y 2¢') y la inversion 2y° de D.
huancavilcae se encuentran en esta zona. Ademas en la seccion E de D. yangana se
observan constricciones pronunciadas indicando la fragilidad de ciertos puntos de la
seccion y su gran exposicion a quiebres o roturas.

El establecimiento de “puntos calientes” en ciertas zonas de los cromosomas
politénicos indica que la distribucion de los mismos dentro de los cromosomas no es al
azar pues se han observado inversiones que comparten puntos de rotura o inversiones

solapantes, es decir que las inversiones se dan preferentemente en puntos donde los
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cromosomas se encuentran mas fragiles (Gonzélez, 2002), tales son los casos de las
inversiones 2b'°y 2c'® de D. novemaristata y D. guayllabambae que son solapantes y
las inversiones 3c y 3u reportadas para los subgrupos fasciola y mulleri
respectivamente, las cuales comparten el punto de quiebre G1c (Diniz y Sene, 2004).
También se ha notado que las inversiones en los cromosomas de las especies del
grupo repleta presentan una distribucién no uniforme ya que estas pueden estar
dispersas en todos los cromosomas o acumuladas en uno o dos cromosomas en las
diferentes especies (Gonzalez et al., 2007). De esta manera el cromosoma 2 se ha
caracterizado primero por ser el cromosoma de mayor tamafio y ademas por poseer el
mayor nimero de inversiones paracéntricas (211) del grupo repleta, con 70.2% del total
de inversiones. (Wasserman, 1992). Las inversiones de D. novemaristata, D.
guayllabambae, D. huancavilcae y el segmento extra de D. yangana se acumulan en
dicho cromosoma.
La muestra tan reducida que se obtuvo de la poblacion de D. yangana para esta
investigacion no permite asegurar con certeza que el ordenamiento génico: Xabcl, 2ab,
3bl, 4, 5 reportado en este estudio se cumpla para toda la poblacion, sin embargo, es un

avance importante y brinda un aporte al conocimiento de esta especie.

5.8. SIGNIFICADO EVOLUTIVO
Para entender el significado evolutivo de las inversiones encontradas en la especie
D. yangana es necesario complementar los datos citologicos obtenidos en esta
investigacion con los pocos datos previos que se conocen de cromosomas mitdticos,
bloques heterocromaticos y distribucion geografica de las especies del subgrupo inca.
Uno de los primeros pasos de diferenciacion genética en los insectos es la

acumulacién de bloques heterocromaticos, debido a esto los cambios heterocromaticos
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tienen gran interés en evolucion, ya que pueden ser usados para determinar el cambio
evolutivo de un taxon (Sukowati, 1996; Baimai, 1998; Yoon y Richardson, 2006).

Los bloques heterocromaticos se concentran en especies filogenéticamente
derivadas permitiendo sugerir la probable secuencia genética que se encuentra mas
cercana al ancestro y las diferencias en las tasas de evolucion entre las especies (Yoon
y Richardson, 2006).

Es asi que, estudios realizados por Mafla (2005, 2008) en cromosomas
mitoticos de las tres especies del subgrupo inca muestran que Drosophila huancavilcae
presenta la menor acumulacion de heterocromatina en los brazos cortos de los
cromosomas, seguida por Drosophila yangana y finalmente Drosophila inca que
presenta una concentracién mayor. Estos datos nos permitirian considerar la idea de
que Drosophila yangana y Drosophila inca son especies derivadas mientras que
Drosophila huancavilcae seria una especie ancestral.

Por otro lado en los cariotipos metafasicos de D. huancavilcae se ha observado
la presencia de un cromosoma 6 telocéntrico, caracteristica morfoldgica que hace
considecrar a esta especie como una forma primitiva del género Drosophila (Mafla,
2005) agregando bases para este supuesto.

Ademas los datos citologicos de cromosomas politénicos de D. huancavilcae
indican que esta especie presenta en su secuencia cromosémica una sola inversion (2y°)
distinta a las seis inversiones de la Primitiva | (Xabc, 2ab, 3b, 4, 5) este hecho llevo a
considerar a la especie D. huancavilcae como una especie primitiva e inclusive podria
ser la hipotética Primitiva I (Romero, 2008), estos hallazgos complementarian la
informacion aportada por la concentracion de heterocromatina encontrada en los

cromosomas mitoticos de las especies del subgrupo inca.
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En D. yangana por el contrario se han encontrado dos inversiones distintas a
las de la Primitiva I, localizadas en los cromosomas X (XI) y 3 (3I) ademas de una
posible duplicacion localizada en el cromosoma 2, en la region central, subseccion E1,
indicando que esta especie conformaria un linaje mas moderno.

En suma los datos expuestos previamente nos llevan a pensar que las especies
del subgrupo inca probablemente atravesaron un proceso alopatrico de especiacion a
través de aislamiento geografico, esto pudo haber llevado a un proceso de
diversificacién que produjo diferenciacion citoldgica originando dos linajes, el mas
antiguo seria el de D. huancavilcae que se encontraria en la costa y el linaje méas

moderno representado por D. yangana estaria en la sierra.
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6. RECOMENDACIONES

Es primordial que para continuar con los estudios citogenéticos de las especies
del subgrupo inca, se encuentre un medio de cultivo 6éptimo que permita la
supervivencia de las especies en el laboratorio por varias generaciones y de esta manera
obtener una poblacion estable con la cual trabajar.

La realizacion de muestreos en la Provincia de Loja especialmente hacia el sur
de Yangana, sitios que no han sido monitoreados hasta el momento y donde se
encuentran remanentes de cactus, son importantes pues es urgente encontrar otros
puntos en donde se localice D. yangana ya que la Unica poblacion de esta especie
encontrada hasta el momento se limita a un remanente muy pequefio de cactus en
peligro de desaparecer y con esta la especie D. yangana.

También es importante recolectar y mantener en el laboratorio a D. inca y
construir el mapa citoldgico de los cromosomas politénicos de esta especie. La
comparacion de los mapas citologicos de las tres especies del subgrupo inca permitiran
entender y establecer de una forma mas precisa las relaciones filogenéticas entre estas
especies, la posible ruta de evolucion del subgrupo y ademas ayudara a precisar la
posicidn filética del subgrupo inca dentro del grupo repleta.

Si se logra encontrar un medio de cultivo adecuado para el mantenimiento de
las especies en el laboratorio, se podria realizar estudios complementarios como:
1) los de seleccion de habitat con las especies D. yangana y D. inca que por ser
especies simpatricas son los mejores candidatos para estudios de este tipo puesto que se
considera la idea de que la competencia es mas intensa entre especies cercanamente
relacionadas. La diferenciacion de comportamiento llevaria al establecimiento de
nichos diferenciados para reducir o eliminar la competencia interespecifica (Fogleman,

1981).
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2) la realizacién de cruzamientos interespecificos entre las tres especies del
subgrupo inca, ya que la primera evidencia de aislamiento geogréafico es el aislamiento
sexual incompleto entre dos poblaciones (Mayr 1963; Kaneshiro, 1980) debido a que el
escaso 0 nulo flujo genético entre especies simpatricas constituye una prueba de un
aislamiento reproductor eficaz (Dobzhansky et al., 1980).

Finalmente quiero indicar que debido al rapido crecimiento de la poblacion
humana en la zona de Yangana paralela a la destruccién de bosques originarios para ser
reemplazados con tierras de cultivo y pastoreo, la Unica poblacion que se ha encontrado
de D. yangana hasta el momento es considerada marginal y enfrenta condiciones
ecologicas desfavorables provocando una densidad poblacional baja y una alta tasa
local de extincion (Prakash, 1973) condiciones Optimas para una posible desaparicion
de esta especie; por lo cual este y todos los estudios futuros que se realicen en la
especie Drosophila yangana son urgentes y de gran importancia pues permitiran

aportar al conocimiento de esta especie y del subgrupo inca.
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Tabla 1. Registro de isolineas fundadas de las diferentes localidades de la provincia

de Loja en agosto del 2008.

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%
0%

100%  7,17%

94,10%

N° Isolineas
Fundadas (grupo N° Isolineas
repleta y otros Descartadas (otros
Puntos de colecta grupos) grupos)
Yangana 192 184
Zuro 143 130
Quinara (antes del puente) 105 95
Quinara (después del
puente) 13 13
Mandango 7 5
Total Isolineas 460 427
Tubos de otros
grupos (huevos 2
Total tubos Descartados 427 filamentos)
Tubos con
probables especies
del grupo repleta
Total tubos (huevos 4
Conservados 33 filamentos)
100%
90% @ Total Isolineas
80% fundadas (460)

@ Probable grupo
repleta (huevos 4
filamentos)

@ Otros grupos
(descartados)
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Tabla 2. Numero de isolineas con la categoria: huevos de 4 filamentos y nimero de
individuos pertenecientes a las especies del subgrupo inca encontradas en las

diferentes localidades de la provincia de Loja en Agosto del 2008.

N° Isolineas
conservadas N° de individuos
probable grupo pertenecientes a las
repleta especies del subgrupo
Localidad (huevos 4 filamentos) inca Especie
Yangana 5 1 Drosophila inca
Suro 12 0
Quinara 12 0
Mandango 4 0
Total 33 1
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Tabla 3. Comparacion de namero de individuos de Drosophila yangana vs. Namero
de individuos de especies del grupo repleta en colectas realizadas en diferentes afios en

la provincia de Loja.

N° de individuos de Porcentaje de
Afos de colecta especies grupo N° individuos de [ indiv. D. yangana
repleta D. yangana (%)
2000* 13 0 0
2001* 3 3 100
2002* 63 16 25.4
2008\Agos. 27 0 0
2008\Nov. 208 99 47.6

*(Tomado de Rafael y Vela, 2003)
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Tabla 4. Comparacion de numero de individuos de diferentes especies del grupo
repleta vs. NUmero de individuos de otras especies en colectas realizadas en diferentes
afos en la provincia de Loja.

Porcentaje de indiv.
. N° individuos | N°indiv. de especies | de especies grupo
Afios de colecta de otras grupo repleta repleta (%)
especies

2000* 2356 13 0.55
2001* 19 3 15.79
2002* 93 63 67.74
2008\Agos. 2584 27 1.04
2008\Nov. 4406 208 4.72

*(Tomado de Rafael y Vela, 2003)
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Tabla 5. Numero de tubos de Drosophila yangana multiplicados y generaciones que
sobrevivieron (colecta noviembre del 2008)

Tubos | Tubos fundados a | N°tubos | N°tubos | N° tubos| N° tubos N° tubos
originales| partir originales (F2) (F3) (F4) (F5) (F6)
la.l la.2 | ...... | ... | ...
lal.l 1a.3 | ...... | ... | ...
la.1.2 lad | ...... | ... | ...
Tubo 1 (F1) la.1.4 la.5 la53 | ... | ...
33 Tubo la (F1) la6 | ...... | e |
1a.1.3 | ...... | ... | ...
la5.1 | ...... | ... | ...
las52 | ...... | ... | ...

2a 2a.1 2a.1.2 2a.1.3.1

2a.2
2b 22.9 1 2a.1.3 2a.1.3.2 2a.1.3.1.2
2b.1

2C 9al.1 2a.1.4 2a.1.4.1 2a.1.4.2.2

2a.1.4.2
Tubo 2 (F1) 2b.2 2a.1.3.1 921311 2a.1.3.2.3

2a.1.3.2.1
2b.2.1 2a.2.1 931322 2a.1.3.1.3

2a.1.4.11
2b.2.2 2a.2.2 931412 2a1.4.2.5

2a.1.4.2.1
3a.l 3a.1.1 | ... | o]
a1l | ... | o
5 5.2 521 | ... | ...
6 53 | ....... | ... | ...
Tubo 3 (F1) 7 | o
34 Tubo 3a (F1) 8 | .o | o | e
Tubo 3b (F1) 9 | ...
10 | ...... | .
11 | o
51 | ...... | ... | ... 1 ...
6.1 | ...... | ... | . | .
81 | ...... | ... | ... 1 ...
91 | ...... | ... | .
Tubo 4 (F1) a1 laar | .| |

Tubo 4a (F1)




10. ANEXOS

89



90

Anexo 1. Comparacion de algunos caracteres taxondémicos entre D. inca, D.
huancavilcae y D. yangana sp. Nov. (Tomado de Rafael y Vela, 2003).

Caracteres D. inca D. huancavilcae D. yangana
taxonomicos Sp.nov.
Edeago La parte ventral La parte ventral Parte superior de
posterior inferior en | postero inferior en | forma
punta, margen punta, el margen semitriangular, con
ventral aserrado central aserrado, microproyecciones
presenta en la parte lateral
esclerotizaciones del edeago
Gonopodio Redondeado, un Alargado y Semiovalado y
poco ovalado y desnudo desnudo
desnudo
Indice del edeago 1 1 1.5
indice de 1.57 1.2 1.4
espermateca
NUmero de vueltas 4 externas 4- 5.5 externas 3.4-4 externas
de los testiculos 2 internas 2-3 internas 3-2.5 internas
NUmero de vueltas 23 17-16 10
del receptcaculo
ventral
Longitud del cuerpo 2.4-2.8 2.5-2.9 2.8
Pupa: digitaciones 10 5-6 11-13




Anexo 6. Comparacion de componentes de la aptitud entre Drosophila huancavilcae,

Drosophila yangana y Drosophila inca (Tomado de Mafla 2005a, 2008).

Especies/ Drosophila Drosophila Drosophila
Componentes de la huancavilcae yangana inca
aptitud
Fertilidad 67.97% 88.7% 92.7%
Viabilidad 64.4% 81.2% 86.6%
Velocidad de 23.4733+/-2.6601 21.6+/- 4.1 22.3+/- 4.7
Desarrollo
Maduracion 5.077+/- 1.6831 5.8+/-2.1 5.7+/-2.3




