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RESUMEN.- El presente trabajo es un reporte de lo hallado en el analisis de los cromosomas
politénicos de Drosophila sp. nov. Se realiz6 placas citoldgicas de las glandulas salivales de
18 larvas de tercer estadio y se construyd su mapa citologico. En la secuencia cromosémica de
esta especie se encontraron las seis inversiones correspondientes a la Primitiva I: Xa, Xb, Xc,
2a, 2b y 3b, localizadas en los cromosomas X, 2 y 3 respectivamente. Los cromosomas 4, 5y 6
muestran una secuencia conservada similar a la hipotética Primitiva I. No se detecto la presen-
cia de alguna inversion paracéntrica, a parte de las de la Primitiva I, en el patrén de bandeo de
los cromosomas politénicos de la nueva especie. Los resultados de esta investigacion sugieren
que Drosophila sp. nov. podria ser una especie primitiva del grupo repleta y probablemente
haya dado origen a otras especies miembros de los subgrupos del grupo repleta.

PALABRAS CLAVE: Cromosomas politénicos, Drosophila sp. nov., grupo repleta, inversio-
nes paracéntricas, Primitiva I.

ABSTRACT.- This research is the result of polytene chromosome analysis in Drosophila sp.
nov. Cytological plaques and maps were made from salivary glands of 18 third-stage larvae.
Six inversions corresponding with Primitive I were found in this species’ chromosomic sequen-
ce: Xa, Xb, Xc, 2a, 2b and 3b, localized in chromosomes X, 2 and 3. Chromosomes 4, 5 and
6 show a conserved sequence similar to the hypothetic Primitive 1. Besides Primitive I, there
was no evidence for paracentric inversion in the banding pattern of polytene chromosomes of
this species. These results suggest that Drosophila sp. nov. is a primitive species of the repleta
group and may have given origin to other species within this group.

KEYWORDS: Drosophila sp. nov., paracentric inversions, polytene chromosomes, Primitive
I, repleta group.

INTRODUCCION El grupo repleta proviene de al menos un

Una de las radiaciones de drosophilideos
mas grandes ocurridas en el Nuevo Mundo es
la radiacion virilis-repleta cuya historia evolu-
tiva se inici6 en los trépicos del Viejo Mundo;
posteriormente el linaje ancestral de la radia-
cion virilis-repleta arribé a los tropicos del
Nuevo Mundo (Throckmorton, 1982; Throc-
kmorton, 1975).

linaje de la radiacion inicial ocurrida en los
tropicos del Viejo Mundo, es probable que en
el neotrdpico el origen del grupo haya sido en
lo que hoy se conoce como México (Throck-
morton, 1975).

La mayoria de especies del grupo repleta
son formas desérticas y los cactus se convir-
tieron en su fuente principal de alimentacion
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y refugio para su reproduccion, esto podria
indicar que la diversificacion de las especies
del grupo ocurrié ampliamente junto a la apa-
ricion de los desiertos en América (Moran y
Fontdevila, 2005; Wasserman, 1992; Wasser-
man, 1982a y b; Throckmorton, 1975).

Ademas es considerado uno de los grupos
mas grandes dentro del género Drosophila ya
que retine a casi un centenar de especies que
estan distribuidas en seis subgrupos: mulleri,
hydei, mercatorum, repleta, fasciola e inca
(Mafla, 2005a; Ranz et al., 1997).

Los parientes mas cercanos al grupo re-
pleta incluyen a los grupos: aureata, canna-
linea, castanea y dreyfusi, son especies de
bosque, probablemente miembros primitivos
del grupo, y conforman la seccion repleta. La
radiacidon repleta contiene ademas al grupo
mesophragmatica, estos junto con las espe-
cies de los grupos: melanica, peruviana, viri-
lis y robusta forman la rama de la radiacion
virilis-repleta (Wasserman, 1992; Wasserman,
1982 a'y b; Throckmorton, 1982).

Las especies de los grupos que conforman
la seccion repleta citologicamente estan rela-
cionadas con los miembros del grupo repleta,
a través de una secuencia conocida como Pri-
mitiva [ (Wasserman, 1992). La primitiva I es
una especie hipotética que reune una secuen-
cia que surgio a partir de los estudios citologi-
cos realizados por Wasserman, 1960 en varias
especies de drosophilideos pertenecientes al
grupo repleta. Dicha secuencia incluye seis
inversiones: tres localizadas en el cromosoma
X (Xa, Xby Xc); dos en el cromosoma 2 (2a,
2b); y una en el cromosoma 3 (3b).

La importancia de la Primitiva I es que
dicha secuencia es considerada central en la
evolucion citologica del grupo repleta pues a
partir de esta evolucionaron tres grandes lineas
filéticas. La primera llevo a la evolucion de los
subgrupos repleta y mercatorum, la segunda
hacia el subgrupo Aydei y la tercera al sub-
grupo mulleri (Wasserman, 1992). Una cuar-
ta linea filética fue propuesta en el ano 2008,
debido a los resultados obtenidos en el estudio

de los cromosomas politénicos de Drosophila
huanvavilcae Rafael & Arcos, 1989, que suge-
ririan una conexion directa del subgrupo inca
con la Primitiva I (Romero, 2008; Romero y
Mafla, 2008).

El subgrupo inca, creado en 1989 por la
Doctora Violeta Rafael, estd conformado por
tres especies: Drosophila inca Dobzhans-
ky & Pavan 1943, Drosophila huancavilcae
y Drosophila yangana Rafael & Vela, 2003,
estas dos ultimas son especies endémicas del
Ecuador (Rafael y Vela, 2003; Rafael y Arcos,
1989).

En el mapa cromosémico de D. huan-
cavilcae se identifico la inversion 2y’ en la
region central del cromosoma 2, que no esta
presente en ningin miembro de otro subgrupo
del grupo repleta. Se encontraron, ademas, las
seis inversiones de la Primitiva I (Xabc, 2ab y
3b) (Romero, 2008).

En los cromosomas politénicos de D.
yangana se reportaron: 1) Las seis inversiones
correspondientes a la Primitiva I (Xabc, 2ab
y 3b), 2) Dos nuevas inversiones nominadas:
Xly 31 localizadas en la region distal y central
de los cromosomas X y 3 respectivamente, y
3) No se encontro la inversion 2y° hallada en
D. huancavilcae (Betancourt, 2010). Indican-
do que D. huancavilcae y D. yangana son dos
especies emparentadas a través de la Primitiva
I (Betancourt, 2010; Romero, 2008; Romero
y Mafla, 2008). El mapa cromosémico de D.
inca no ha sido construido hasta el momento.

El subgrupo hydei esta dividido a su vez
en dos complejos: complejo Aydei que incluye
a las especies: Drosophila eohydei Wasser-
man, 1962, Drosophila neohydei Wasserman,
1962 y Drosophila hydei Sturtevant, 1921 que
incluyen en el patrén de bandeo de sus cromo-
somas politénicos a mas de la Primitiva I a la
inversion 2z, y complejo bifurca: Drosophila
bifurca Patterson & Wheeler, 1942, Drosophi-
la nigrohydei Patterson & Wheeler, 1942 que
poseen como secuencia estandar a la Primitiva
I Wasserman, 1982a y cuyas especies no pre-
sentaban diferenciacion cromosdmica.

Revista Ecuatoriana de Medicina y Ciencias Bioldgicas - Vol. XXXIII Nimeros 1y 2, octubre 2012
www.puce.edu.ec/revistaciencia



Cromosomas politénicos de Drosophila sp. nov.

(Especie primitiva del grupo de Drosophila repleta?

131

Sin embargo, un estudio realizado en el
ano 2001 en los cromosomas politénicos de
Drosophila novemaristata Dobzhansky &
Pavan, 1943 y de Drosophila guayllabambae
Rafael y Arcos, 1988, especie ecuatoriana,
miembros del complejo bifurca, reportd la
presencia de dos nuevas inversiones, locali-
zadas en la Region Central del cromosoma 2
nominadas: 2b'" y 2¢'®aumentando el ntimero
de inversiones paracéntricas en el acervo del
grupo repleta (Moran, 2001), donde hasta el
momento se han registrado 301 inversiones
(Betancourt, 2010).

Por el contrario, los grupos miembros de
la radiacion virilis (melanica, peruviana, vi-
rilis y robusta), no presentan a la Primitiva [
como su secuencia central pero han incorpo-
rado en su secuencia a una inversion terminal
nombrada como 4e que también esta presente
en los grupos aureata, dreyfusi, cannalinea y
mesophragmatica de la radiacion repleta, y no
ha sido encontrada ni en los grupos castanea
ni en repleta (Wasserman, 1992).

Es dificil decir con certeza que secuen-
cia es ancestral y cudl es derivada (Primitiva
I o 4e) pues las inversiones no permiten de-
terminar la direccion de la evolucion pero si
son determinantes fiables de las relaciones
de parentesco ya que constituyen eventos de
origen unico. Es decir: si dos poblaciones (o
especies) tienen la misma inversion, estan
mas cercanamente emparentadas entre si, que
con otras poblaciones (o especies) que no po-
sean dicha inversion (Gonzalez, 2002; Moran,
2001; Wasserman, 1992).

Las investigaciones de diversidad droso-
philidea que se llevan a cabo en el Ecuador
permitieron en el afio 2011 encontrar una nue-
va especie de drosofila en la Provincia de Ma-
nabi: Drosophila sp. nov. (comunicacion oral,
Acurio, 2011).

Estudios citologicos preliminares de los
cromosomas metafasicos de Drosophila sp.
nov. Indican la presencia de 12 cromosomas
(5 pares de barras y 1 par puntiforme) similar
al cariotipo ancestral encontrado en las espe-

cies del grupo repleta. Sin embargo los datos
obtenidos hasta el momento no son todavia
concluyentes porque se ha encontrado un nu-
mero importante de placas citologicas en las
cuales se ha observado 10 y 8 cromosomas en
el cariotipo de esta nueva especie (comunica-
cion oral, Mafla, 2012).

Por otro lado, los primeros analisis mor-
fologicos externos e internos de esta especie la
vincularon con las especies del subgrupo inca,
pero un examen posterior de la morfologia in-
terna de Drosophila sp. nov. la relacion6 con
el grupo peruensis (comunicacion oral, Acurio
y Rafael, 2011).

La dificultad de ubicar a Drosophila sp.
nov. dentro de un grupo determinado y enten-
der sus relaciones de parentesco hacen im-
portante el analisis y construccion del mapa
cromosomico de los cromosomas politénicos
de esta nueva especie, y pretende brindar un
aporte importante en la comprension de la
misma.

MATERIALES Y METODOS

El andlisis citologico de los cromosomas
politénicos se realizd a partir de una mues-
tra de Drosophila sp.nov. que se logrd criar
en el laboratorio de Genética Evolutiva de la
Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador
(PUCE). Se realizaron placas citologicas de
las glandulas salivales de 18 larvas de tercer
estadio y para la preparacion de los cromo-
somas se aplico el protocolo de preparacion
de cromosomas politénicos por aplastado 6
“squash”, (Moran, 2001). La edicién de las
fotografias tomadas en los meses de febrero,
marzo y abril del 2012 y la construccion del
mapa cromosomico de Drosophila sp. nov. se
realizd con el programa Adobe Photo Shop
(V.8.0) (Romero, 2008)

Para nominar la secuencia cromoso-
mica de Drosophila sp.nov. se utilizd la no-
menclatura empleada por Wharton, 1942 en
la secuencia estdndar de Drosophila repleta.
Cada cromosoma fue dividido en tres regio-
nes de izquierda a derecha 1) Region Distal,
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2) Region Central y 3) Region Proximal. Las
regiones a su vez se dividieron en secciones,
nominadas con letras mayusculas; las seccion
contiene subsecciones, numeradas del 1 al 7,
el tamafio de la subseccion es variable; y final-
mente las bandas de cada subseccion fueron
denominadas con letras mintsculas en orden
sucesivo (a,b,c...etc.) (Moran, 2001).

La posicion de las inversiones paracéntri-
cas se especifico segiin los puntos de rotura
que indicaron: a) la seccion en donde ocurrid
el rearreglo, definida con letras mayusculas,
b) las subsecciones donde inicio y termind el
segmento invertido, mostrado con numeros y
c¢) las bandas, en ambos extremos, donde se
cortd la inversion, nombrandolas con letras
minusculas (Moran, 2001).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los cromosomas politénicos de Droso-
phila sp. nov. presentaron seis brazos cromo-
somicos (X, 2, 3, 4, 5y 6) unidos a través de
sus regiones heterocromaticas formando un
cuerpo irregular conocido como cromocentro
(Gardner, 1971), que en esta especie fue “di-
fuso” (Figura 1 aqui). Los telomeros de cinco,
de los seis, cromosomas (X, 2, 3, 4 y 5) pre-
sentaron formas peculiares que facilitaron su
identificacion y mostraron semejanza con los
telomeros de la Primitiva I.

El cromosoma X fue el mas facil de re-
conocer debido a la forma de su telémero se-
mejante a un “clavel”. El telomero del cromo-
soma 2 de Drosophila sp. nov. presentd una
forma particular similar a un “baléon”, mien-
tras que el del cromosoma 3 se parecia a una
“copa ensanchada”. La forma de “jarron” del
telomero del cromosoma 4 lo hizo muy facil
de distinguir y el cromosoma 5 resaltd en casi
todas las placas cromosémicas debido a la for-
ma de “copa alargada” de su telomero.

El cromosoma seis fue el mas pequefio
y present6 mayor dificultad para encontrarlo
pues al parecer se hallaba inmerso en el cro-
mocentro. Se lo encontr6é tnicamente en dos
placas citoldgicas.

Debido a que esta constituido en su ma-
yoria por heterocromatina no politeniza, tie-
ne una tasa muy baja de recombinacion y no
presenta variabilidad genética (Riddle y Elgin,
20006).

En cuanto al mapa cromosoémico de Dro-
sophila sp. nov. se construy6 usando como es-
tandar a la secuencia Primitiva I que también
se utilizd para comparar el patrén de bandeo
de cada uno de los cromosomas, se obtuvo los
siguientes resultados: El cromosoma X se di-
vidi6 en 8 secciones y 30 subsecciones; se en-
contraron las tres inversiones correspondien-
tes a la Primitiva I: Xa con puntos de quiebre
en: D4a- C4g, Xb: F2k- Fla y Xc: G2a- F3a
(Wasserman, 1992).

El cromosoma 2 abarcoé 8 secciones y
38 subsecciones. Presentd las inversiones 2a:
B4e- A3a, y 2b: Dlg- Cé6a de la Primitiva I
(Wasserman, 1992).

El cromosoma 3 de la nueva especie in-
cluyo 8 secciones y 36 subsecciones, se en-
contrd la inversion 3b correspondiente a la
Primitiva I (Wasserman, 1992) con puntos de
quiebre: Ela- D3a. La subseccion 1b, de la
seccion E, de este cromosoma resultd dificil
de encontrarla extendida en las preparaciones
citoldgicas y siempre se la encontr6 replegada
sobre si mismo lo que hizo imposible utilizar
un segmento apropiado para formar parte del
mapa citolégico construido.

Los cromosomas 4 y 5 de Drosophila sp.
nov. presentaron una secuencia conservada si-
milar a la hipotética Primitiva I (Wasserman,
1992). El cromosoma 4 comprendi6 8§ seccio-
nes y 31 subsecciones; el cromosoma 5: 8 sec-
ciones y 32 subsecciones.

El cromosoma 6 se dividi6 en dos seccio-
nes y tres subsecciones y exhibio una secuen-
cia similar a la Primitiva I (Wasserman, 1992)

Los resultados obtenidos en esta investi-
gacion nos sugieren que Drosophila sp. nov.
podria ser una especie primitiva del grupo re-
pleta y probablemente se encuentre relaciona-
da con los subgrupos: inca y/o hydei.
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Figura 1. Se observa un nucleo politénico con cinco de los seis brazos cromosémicos unidos al Cromocentro
“difuso” (Cr.) de Drosophila sp. nov. Se distinguen en la foto los cromosomas 2, 3 y 5.

El nimero de seis brazos cromosdmicos
encontrado en las preparaciones citoldgicas de
los cromosomas politénicos de la especie Dro-
sophila sp. nov son consistentes con un cario-
tipo ancestral que ha sido encontrado en otras
especies del grupo repleta como: Drosophila
inca, Drosophila huancavilcae y Drosophila
yangana del subgrupo inca (Mafla, 2005b;
Mafla, 2008) y en los miembros del subgrupo
hydei (Wasserman, 1992).

Ademas, la ausencia de inversiones para-
céntricas extras, a parte de las seis inversiones
de la Primitiva I, en el patrén de bandeo de los
cromosomas politénicos de esta nueva especie
sugiere la probabilidad de que esta sea aquella
especie que Wasserman considerdé como hipo-
tética y poseedora de la secuencia ancestral

conocida como Primitiva I con sus seis inver-
siones caracteristicas: Xabc, 2ab y 3b, a partir
de la cual podrian haberse originado las cua-
tro lineas filéticas propuestas por Wasserman,
1992 y Romero y Mafla, 2008.

La relacion mas cercana que tendria Dro-
sophila sp. nov. podria ser con el subgrupo hy-
dei o con el subgrupo inca pues considerando
que la fijacion de cada una de las inversiones
en un linaje determinado requiere un periodo
de tiempo bastante extenso, una por millon de
afios (Ranz, 1997), los miembros de ambos
subgrupos registran la menor tasa de fijacion
de inversiones paracéntricas comparadas con
otras especies del resto de los subgrupos del
grupo repleta (Wasserman, 1982a).
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Figura 2. Mapa Cromosomico de Drosophila sp. nov. Se observan los seis cromosomas (X, 2, 3, 4, 5, 6) y las
seis inversiones (Xa, Xb, Xc, 2a, 2b y 3b). (C) Cromocentro. La seccién en puntos que se observa en el cromosoma
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3 corresponde a la subseccién 3b que no ha sido visible en ninguna placa cromosémica.

Es asi que en el subgrupo repleta se en-
cuentran las inversiones 2i°, 2j° y 2k’ (Primi-
tiva IV), los miembros del subgrupo merca-
torum tienen a la Primitiva V como secuencia
ancestral con las inversiones 2-3F, 2det y 3df,
las especies del linaje mulleri-fasciola tienen
a la Primitiva VII como secuencia primordial
con las inversiones 20%, 2¢e* y 21° (Wasserman,
1982a).

Mientras que en el subgrupo inca encon-
tramos las inversiones: 2y° en D. huancavil-
cae (Romero, 2008; Romero y Mafla, 2008) y
Xly 3len D. yangana (Betancourt, 2010) y en
el subgrupo Aydei las inversiones: 2b'° y 2¢!°
en el complejo bifurca y 2z para el complejo
hydei (Wasserman, 1982a).

Es probable también que Drosophila sp.
nov. sea la especie basal a partir de la cual se
bifurcaron los subgrupos hydei e inca 'y de esta
manera tenga una conexion directa con los dos
subgrupos.

En cuanto a la inclusion, de Drosophila
sp. nov. en el grupo peruensis debido a simi-

litudes encontradas en la genitalia del macho
con miembros de dicho grupo, se puede decir
que discrepa con el analisis de los cromoso-
mas politénicos realizados en esta especie.

La especie Drosophila atalaia Vilela &
Sene, 1982 que pertenece al grupo peruensis
presenta en su cariotipo metafasico tres pares
de cromosomas metacéntricos (Vilela y Sene,
1982) que no coinciden con el numero de cro-
mosomas encontrado en Drosophila sp. nov.
(seis pares), lamentablemente no se han rea-
lizado estudios a nivel de cromosomas poli-
ténicos en ninguna de las especies del grupo
Peruensis.

Muller, 1940 y Sturtevant y Novitski,
1941 llegaron a la conclusion de que el cario-
tipo ancestral del género Drosophila debia es-
tar formado por cinco cromosomas en forma
de barra y uno puntiforme ya que es mas di-
ficil la formacion de dos cromosomas a partir
de uno, con la aparicion de un nuevo centro-
mero, que la fusién de dos cromosomas (Ranz
etal., 1997).
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De esta manera entonces podriamos decir
que D. atalaia necesariamente tendria que ser
una especie derivada de Drosophila sp. nov.
pues debi6 haber ocurrido fusiéon cromosémi-
ca para que en la actualidad el cariotipos me-
tafasico del de D. atalaia conste de tres pares
de cromosomas.

Las discordancias presentadas entre los
estudios taxondémicos y citoldgicos no son una
novedad pues en el género Drosophila la ma-
yoria de grupos de especies se han establecido
mediante la comparacion de las similarida-
des y diferencias morfologicas observados en
cada especie, sin embargo, el estudio de los
cromosomas politénicos de las glandulas sali-
vares de los dipteros en muchos de los casos
ha reforzado dicha clasificacion morfoldgica
pero en otros el andlisis de dichos cromoso-
mas a revelado relaciones de parentesco insos-
pechadas a nivel morfoldgico, tal es el caso
de las especies D. nannoptera Wheeler MR,
1949, D. acanthoptera Wheeler MR, 1949 y
D. pachea Patterson JT & Wheeler MR, 1942
(Ward y Heed, 2006).

D. nannoptera y D. acanthoptera taxo-
ndémicamente eran lo suficientemente distintas
como para ser clasificadas en dos diferentes
subgéneros, Sophophora 'y Sordophita respec-
tivamente, posteriormente basados en estudios
de la morfologia interna realizados por Throc-
kmorton D. nannoptera fue transferida al sub-
género Drosophila (Ward y Heed, 2006).

D. pachea fue asignada al subgénero Dro-
sophila y se la relacion6 con las especies del
grupo repleta, pero Throckmorton encontrd
mayor similaridad con D. nannoptera (Ward
y Heed, 2006).

Sin embargo, al analizar los cromosomas
politénicos de las tres especies las similitudes
en el nimero de brazos cromosdmicos, patrén
de bandeo y en la forma de sus telomeros fue-
ron evidentes. Estas tres especies que origi-
nalmente fueron asignadas a tres subgéneros
distintos difieren unicamente por cuatro inver-
siones fijadas. De esta manera las relaciones

de parentesco de estas especies siguen siendo
inciertas pues necesitan ser re-examinadas
morfologicamente (Ward y Heed, 2006).

Este es solo un ejemplo de la disparidad
que ocurre entre los analisis morfoldgicos y
cromosomicos del género Drosophila.

Por otro lado, estudios moleculares lleva-
dos a cabo en Drosophila sp. nov. en Espafia
han descartado la posibilidad de que esta espe-
cie pertenezca al grupo peruensis y ha llegado
a la conclusion de que es una especie basal de
la radiacion virilis-repleta (comunicacion ver-
bal, Acurio, 2012).

Hay que aclarar que la construccion del
mapa cromosomico de Drosophila sp. nov. se
llevo a cabo con una muestra reducida de la
especie pues al momento de realizar las pla-
cas citologicas y tomar las fotografias de los
nucleos politénicos de la especie, las cepas de
la misma no se habian asentado todavia en el
laboratorio y no se contaba con una poblacion
estable y suficiente con la cual trabajar, por lo
que no se asegura que el ordenamiento génico:
Xabc, 2ab y 3b reportado en esta investigacion
se cumpla para toda la poblacion y serd ne-
cesario aumentar la muestra poblacional y ha-
cer mas estudios cromosomicos, ecologicos y
morfoldgicos para establecer con mayor exac-
titud la relacion de parentesco de esta especie
con los miembros de la radiacion virilis- re-
pleta y el grupo peruensis.

Este estudio constituye un aporte al cono-
cimiento de esta nueva especie encontrada en
el Ecuador ya que a pesar de haber trabajado
con una muestra pequeila, se logrd construir
un mapa de los cromosomas politénicos de
Drosophila sp. nov a la vez que se pudo ana-
lizar su patrén de bandeo en busca de nuevas
inversiones paracéntricas.
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