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1. EVOLUCIÓN MOLECULAR 

 

El estudio del origen y el mantenimiento de la variabilidad genética en las 

poblaciones naturales ha sido de gran importancia en los últimos 70 años. Este interés 

se debe al papel fundamental que la presencia de la variación genética tiene en el 

proceso evolutivo. 

En el año 1968, Motoo Kimura propuso la teoría neutralista de la evolución 

molecular que sostiene que la mayor parte de los cambios evolutivos que se observan a 

nivel molecular se han producido por la fijación aleatoria de mutaciones selectivamente 

neutras. De hecho, de acuerdo al neutralismo la mayor parte de la variación molecular 

que se observa en las especies es selectivamente neutra y el resultado de un equilibrio 

entre la aparición de nuevas variantes por mutación y la eliminación o fijación de éstas 

por deriva genética. Así, desde el punto de vista de la teoría neutralista el polimorfismo 

es una fase transitoria de la evolución molecular. Además de las mutaciones neutras, la 

teoría neutralista también acepta la existencia de mutaciones deletéreas que son 

rápidamente eliminadas de la población por selección purificadora y, por lo tanto, no 

contribuyen ni al polimorfismo ni a la divergencia. De esta forma, la teoría neutralista 

considera que parte de las mutaciones presentan efectos deletéreos sobre la eficacia 

biológica, una gran fracción no afecta a la eficacia biológica y una porción muy 

pequeña y prácticamente despreciable confiere una ventaja selectiva a los individuos 

portadores. 

Un objetivo importante en los estudios de genética de poblaciones a nivel 

molecular es detectar la huella dejada por la selección natural al actuar sobre las 

secuencias nucleotídicas. El nivel y el patrón de la variabilidad nucleotídica permiten 

detectar esta acción ya que ambos dependen no solamente de la mutación y la deriva 

genética sino también de la selección natural. Una nueva variante producida por 

mutación puede afectar la capacidad de supervivencia y reproducción del individuo 

portador. Se considera que una mutación es selectivamente ventajosa cuando 

incrementa la eficacia biológica y selectivamente deletérea cuando la disminuye. Por el 

contrario, las mutaciones neutras no tienen ningún efecto sobre la eficacia biológica. El 

destino de las mutaciones ventajosas y deletéreas depende fundamentalmente de la 

selección natural, mientras que el de las mutaciones neutras está regido únicamente por 

el azar. La mayor parte de las mutaciones deletéreas tienden a ser eliminadas, mientras 
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que las ventajosas pueden llegar a la fijación por selección positiva. La selección 

direccional positiva se produce cuando en una población surge por mutación una nueva 

variante ventajosa, es decir que confiere al individuo portador una mayor eficacia 

biológica con respecto a los demás. Esta nueva variante puede incrementar su 

frecuencia y llegar a la fijación en dicha población. La fijación de la variante 

seleccionada positivamente puede tener un efecto sobre las variantes neutras adyacentes 

tal como propusieron Maynard Smith y Haigh (1974). Dicho efecto se denomina 

hitchhiking, efecto de arrastre o barrido selectivo y consiste en la fijación junto con la 

variante seleccionada de las variantes neutras ligadas. El resultado es una disminución 

del nivel de variabilidad alrededor de la posición en que apareció la variante 

seleccionada. La región de ADN afectada por el barrido selectivo depende de la 

magnitud de la selección y la frecuencia de recombinación. Se ha observado que en 

regiones de baja recombinación este efecto es más acusado (Aguadé et al. 1989; Begun 

y Aquadro 1992; Berry et al. 1991; Martín-Campos et al. 1992), aunque también se ha 

detectado en regiones con niveles intermedios de recombinación (Aquadro et al. 1994; 

Aguadé y Langley 1994; Stephan 1994). Alternativamente, la selección puede conducir 

una nueva variante que ha aparecido por mutación no a la fijación sino a una frecuencia 

de equilibrio con el mantenimiento de dos o mas variantes en la población (selección 

equilibradora o balanceadora). Los efectos de la selección balanceadora o equilibradora 

son opuestos a los de la selección direccional. En este caso, el mantenimiento de dos o 

más variantes en la población provoca que las variantes seleccionadas permanezcan en 

la población durante mucho más tiempo que el esperado si dichas variantes hubieran 

evolucionado únicamente por deriva genética. De esta forma se producirá una 

acumulación de variantes neutras en las posiciones estrechamente ligadas a la posición 

sometida a selección. El tamaño de la región afectada por el exceso de variación 

también depende de la frecuencia de recombinación. 

A pesar de que es tentador atribuir la desviación del modelo neutro a la acción 

de la selección positiva, la historia demográfica (la trayectoria de las especies a través 

del tiempo) puede tener efectos similares a los de la selección en los patrones de 

variabilidad. Por ejemplo, una fuerte reducción en los niveles de variación nucleotídica 

puede ser el resultado de un arrastre selectivo (selective sweep) o de un fuerte cuello de 

botella sufrido por la especie. Para distinguir efectos selectivos y demográficos es 

necesario estudiar múltiples regiones genómicas (multilocus approach). El 

razonamiento tras esta aproximación es que mientras la historia demográfica afecta los 
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patrones de variabilidad del genoma en su totalidad, la acción de la selección positiva 

actúa localmente en genes individuales. El poder cuantificar la importancia relativa que 

tienen la selección natural y los factores demográficos en moldear la variabilidad 

nucleotídica es actualmente uno de los temas de más debate en la genética de 

poblaciones molecular. La aproximación genómica para hacerla se ha aplicado 

especialmente en poblaciones africanas y no africanas de Drosophila melanogaster 

(Begun y Whitley 2000; Andolfatto 2001; Kauer et al. 2002; Wall el al. 2002; Glinka et 

al. 2003; Orengo y Aguadé 2004). Varios de los trabajos recientes han concluido que la 

desviación del modelo neutro observado en las poblaciones no africanas (Harr et al. 

2002; Glinka et al. 2003; Kauer et al. 2003; Orengo y Agudé 2004) y algunas 

poblaciones africanas (Andolfatto y Przeworski 2001; Mousset et al. 2003) son mejor 

explicados por la acción de la selección natural que por la historia demográfica de la 

especie. 

Por otro lado, los cambios adaptativos a nivel proteico producidos en un 

determinado linaje pueden detectarse por un incremento en la tasa de fijación de 

mutaciones no sinónimas en dicho linaje. Este tipo de aproximación ha revelado que la 

evolución por selección positiva es más frecuente de lo que se pensaba anteriormente, 

por lo menos en Drosophila (Smith y Eyre-Walker 2002). 

La rápida acumulación de datos de secuencias de ADN durante los últimos años, 

ha proporcionado evidencia tanto de patrones neutros como de patrones selectivos o 

adaptativos. La comparación entre la variación genética entre especies cercanas 

(divergencia) y la variación genética en los individuos de una misma especie 

(polimorfismo) es una poderosa vía para estudiar y determinar las fuerzas que están 

causando la evolución molecular.  

Otro mecanismo de evolución molecular es la duplicación génica. 

Recientemente, la secuenciación del genoma de diferentes organismos modelo han 

permitido determinar que este mecanismo es importante para explicar el origen de 

nuevos genes y de nuevos sistemas genéticos. La importancia de la duplicación génica 

en la creación de nuevos genes fue apuntada por primera vez por Bridges (1935) y 

Muller (1936). Ambos autores mostraron que los cromosomas politénicos de 

Drosophila melanogaster contenían abundantes duplicaciones intracromosómicas 

pequeñas y que algunas mutaciones, como la que causa el fenotipo Bar, eran 

provocadas por duplicaciones. Este hallazgo fue el punto de partida para proponer que 

la duplicación génica es un importante mecanismo de origen de nuevos genes (Lewis 
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1951; Stephens 1951). Sin embargo, las evidencias moleculares de esta idea fueron 

obtenidas por Ingram (1961, 1963) al demostrar que las cadenas �, �, y � de la 

hemoglobina y la mioglobina de los humanos son los productos de una familia de genes 

que surgieron por sucesivas duplicaciones que ocurrieron hace mucho tiempo. En los 

años 60 se descubrieron diferentes familias multigénicas, lo que permitió estudiar su 

evolución. Sin embargo, la magnitud real de la importancia de la duplicación génica no 

fue reconocida hasta que fueron disponibles las secuencias genómicas de diferentes 

organismos modelo. 

Existen diversos mecanismos por los que puede producirse la duplicación de 

genes: el entrecruzamiento desigual, la retroposición y la duplicación cromosómica. Sin 

embargo, el resultado de estos mecanismos puede ser diferente. El entrecruzamiento 

desigual produce una serie de duplicaciones génicas que se ubican de forma 

consecutiva, es decir, en tándem en el cromosoma. Dependiendo de la posición del 

entrecruzamiento, la región duplicada puede contener parte de un gen, el gen completo 

o varios genes. En los últimos dos casos, si los genes originales presentan intrones, 

éstos también estarán presentes en los genes duplicados. Además, el entrecruzamiento 

desigual ha sido importante para la formación de nuevos genes a partir de la 

combinación de exones presentes en distintos genes (exon shuffling). Por otro lado, la 

retroposición ocurre cuando un RNA mensajero se retrotranscribe a ADN y 

posteriormente se inserta en el genoma. Los genes duplicados resultantes (retrogenes) 

carecen de las secuencias reguladoras y de todos o parte de los intrones y pueden 

presentan secuencias de poliadenilación y en algunos casos repeticiones de regiones 

cortas. Otra de las diferencias con el cruzamiento desigual, es que un gen originado por 

retroposición normalmente no se encuentra ligado al gen original debido a que la 

inserción en el genoma se produce aleatoriamente. Puesto que el promotor y las 

secuencias reguladoras del gen no se transcriben y por lo tanto no están presentes en la 

copia originada por retroposición, el gen duplicado resultante normalmente carece de 

los elementos necesarios para la transcripción y se convierte en un pseudogen. Sin 

embargo, se han descrito diversos casos de genes duplicados por retroposición que se 

expresan, probablemente debido a que se insertan en una región genómica que se 

encuentra localizada downstream de una región promotora (Long et al. 2003). 

Finalmente, la duplicación cromosómica o de genomas completos puede originarse por 

una mitosis abortiva en la que se produce la duplicación cromosómica pero no la 
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división celular. Existen evidencias de que este tipo de duplicación a gran escala ocurre 

frecuentemente en plantas pero no en animales (Li 1997). 

Similarmente a las mutaciones puntuales, las duplicaciones génicas pueden 

llegar a fijarse o a perderse en la población. La probabilidad de fijación de los genes 

duplicados selectivamente neutros es muy pequeña (1/2N) lo que sugiere que muchos 

de ellos son eliminados de la población. En promedio, el tiempo que se requiere para 

llegar a su fijación es de 4N generaciones (Kimura 1983). 

En muchos casos tener dos copias idénticas de un gen no es desventajoso puesto 

que genera redundancia funcional. Por lo tanto, las mutaciones que producen 

modificaciones en la estructura y la función en uno de los dos genes no son eliminadas 

por selección ya que no son deletéreas. Con el tiempo, el acumulo de este tipo de 

mutaciones produce pérdida de expresión y/o de función del gen convirtiéndolo en un 

pseudogen. Finalmente, el pseudogen no será identificable debido a que es eliminado 

del genoma o a la elevada divergencia entre el pseudogen y la copia funcional. El 

proceso de pseudogenización usualmente ocurre durante los primeros millones de años 

después de la duplicación si el gen duplicado no se encuentra bajo ningún tipo de 

selección (Lynch y Conery 2000). Sin embargo, antes de convertirse en un pseudogen 

debido a la relajación de la constricción funcional, algunos genes duplicados pueden 

permanecer un largo tiempo en el genoma realizando una función específica. Por 

ejemplo, en humanos y ratones el número de genes implicados en el sistema olfativo es 

muy similar, pero el porcentaje de pseudogenes en los humanos (>60%) es mucho 

mayor que en los ratones (20%). Además, los pseudogenes ocasionalmente pueden 

servir para realizar alguna función o ser reactivados (Otha 1994; Trabesinger-Ruef et al. 

1996; Kleineidam et al. 1999). 

Por otro lado, algunas veces la presencia de genes duplicados es beneficiosa 

debido a la cantidad extra de proteína o RNA que se produce. El modo de evolución que 

permite que dos genes parálogos puedan tener una secuencia y función similares se 

denomina evolución concertada (Li 1997). Uno de los mecanismos que explica el 

manteniendo de la misma función de los genes parálogos después de la duplicación es la 

conversión génica. Otra alternativa para prevenir la diferenciación entre los genes es la 

selección purificadora en contra de las mutaciones que producen cambios en el 

funcionamiento del gen. Se ha observado en varias familias de genes que se piensa 

evolucionan de acuerdo al modelo de evolución concertada que la selección 



Introducción 
_____________________________________________________________________________________________________________________________ 

 8 

purificadora es más importante que la conversión génica en mantener funciones 

comunes de los genes duplicados (Nei et al. 2000; Piontkivska et al. 2002).  

Cuando los genes duplicados difieren en algún aspecto de su función se pueden 

mantener por subfuncionalización (Cooke et al. 1997). En este caso, después de la 

duplicación cada gen adopta parte de la función original del gen ancestral. Una forma de 

subfuncionalización importante es la división de la expresión génica (Force et al. 1999). 

Los cambios en la expresión génica después de la duplicación parece ser una regla 

general más que una excepción y normalmente ocurren rápidamente después de la 

duplicación génica (Wagner 2000; Gu et al. 2002). Además, a nivel del funcionamiento 

de la proteína la subfuncionalización puede llevar a una especialización funcional 

cuando uno de los genes duplicados adquiere la capacidad de llevar a cabo mejor una de 

las funciones originales del gen ancestral (Hughes 1999). Sin embargo, no está claro 

que porcentaje de genes duplicados evolucionan por subfuncionalización.  

Finalmente, la neofuncionalización o el origen de una función nueva es uno de 

los resultados más importantes de la duplicación génica. La complejidad de los 

genomas podría haber aumentado como consecuencia del proceso de duplicación y 

posterior diferenciación de las copias lo que produciría nuevos genes con funciones 

nuevas. La relajación de la constricción selectiva puede ser importante en la adquisición 

de nuevas funciones. Mientras que una de las copias de un gen duplicado mantiene la 

función, la otra puede acumular cambios que con el tiempo lo llevarían a adquirir una 

función nueva. Por otro lado, la acción de la selección positiva a favor de los cambios 

ventajosos podría incrementar el número de estas sustituciones y producir una nueva 

función. Además, la selección positiva debe jugar un papel fundamental para que la 

nueva copia se mantenga y no sea convertida en un gen no funcional. Por lo tanto, este 

tipo de selección sería la explicación más plausible para la adquisición de nuevas 

funciones (Otha 1994). 

Una aproximación para detectar la acción de la selección natural positiva es el 

estudio del polimorfismo y la divergencia en genes candidatos de haber sufrido cambios 

adaptativos, bien sea en genes de copia única o pertenecientes a familias multigénicas. 

Esta aproximación ha dado resultados positivos en genes que están involucrados 

principalmente en la reproducción (Civetta y Singh 1995, Tsaur y Wu 1997, Aguadé 

1999, Begun et al. 2000, Swanson et al. 2001) o en la interacción entre huésped-

patógeno (Yang y Bielawski 2000), entre otros.  
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Los genes implicados en la tolerancia, aclimatación y respuesta al frío son 

buenos candidatos de haber sufrido cambios adaptativos. De hecho, es incuestionable el 

carácter adaptativo de la aclimatación de las especies a las condiciones ambientales. La 

capacidad de las especies de colonizar nuevas áreas dependerá de su capacidad de 

adaptación a las nuevas condiciones ambientales. Así, por ejemplo, la posible expansión 

de las especies a regiones más frías debería ir acompañada de cambios moleculares que 

confieran una mayor capacidad de supervivencia a bajas temperaturas en los genes 

implicados en la respuesta al frío.  

En el presente trabajo se pretende analizar la dinámica evolutiva de genes 

implicados en la tolerancia, aclimatación y respuesta al frío a partir del estudio de los 

patrones de polimorfismo intraespecífico en D. melanogaster y D. subobscura y de la 

divergencia interespecífica en varias especies del grupo melanogaster y del grupo 

obscura de Drosophila. 

 

2. GENES IMPLICADOS EN LA ADAPTACIÓN AL FRÍO 

 
La temperatura es uno de los factores medioambientales más importantes que 

influyen en la biología de los animales debido a que afecta directamente a los procesos 

bioquímicos fundamentales que constituyen la vida. Sin embargo, todos los organismos 

han desarrollado un amplio rango de respuestas adaptativas que los protegen de los 

efectos perjudiciales causados por la variación de la temperatura (Cossins et al. 1987). 

Los periodos de baja temperatura son ubicuos en una gran parte de nuestro planeta, y 

tanto los animales como las plantas han adquirido diversas adaptaciones para sobrevivir 

a las bajas temperaturas. La mayoría de los organismos buscan algún refugio para 

protegerse de las bajas temperaturas como permanecer bajo el agua, la tierra o la nieve 

durante el invierno. 

Para poder impedir la congelación de los líquidos corporales a temperaturas por 

debajo del punto de congelación, que se sitúa entre -0.5°C en las especies terrestres y -

1.8°C en invertebrados marinos, los animales ectodermos utilizan dos estrategias 

principales: tolerar la congelación o impedirla (Storey y Storey 1986). Tolerar la 

congelación es la habilidad de poder regular y soportar la formación de hielo 

extracelular mientras se mantiene el estado líquido del citoplasma. Esta estrategia es 

característica de muchas especies de insectos terrestres (especialmente Himenópteros, 

Dípteros, Coleópteros y Lepidópteros), varios invertebrados marinos y los reptiles. La 
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mayoría de especies que toleran la congelación son capaces de convertir el 50-60% del 

total de agua corporal en hielo extracelular y han desarrollado una serie de mecanismos 

de defensa que las protegen de las consecuencias producidas por la formación interna de 

hielo (Storey 1999). Este tipo de mecanismos se basan principalmente en la producción 

de núcleos de hielo (generalmente proteínas plasmáticas) que permiten el inicio de la 

congelación a temperaturas bajo cero y en sustancias crioprotectoras que contribuyen a 

controlar la propagación del hielo dentro del cuerpo (Storey y Storey 1988). 

Sin embargo, la gran mayoría de los organismos que viven en ambientes con 

periodos fríos optan por impedir la congelación. Para algunos es suficiente con 

encontrar un sitio de hibernación bien protegido de las bajas temperaturas y 

principalmente de la congelación. Otros, suprimen la congelación de los fluidos 

corporales empleando varias adaptaciones bioquímicas y fisiológicas que permiten 

mantener su estado líquido a temperaturas muy inferiores a los 0°C. Estas adaptaciones 

comprenden: la eliminación de proteínas nucleadoras de hielo, la acumulación de 

azúcares y polyols (por ejemplo, la trehalosa o el glicerol) que disminuyen la 

temperatura de cristalización y estabilizan las membranas a temperaturas bajas, y la 

síntesis de proteínas anticongelantes que reducen la posible formación de núcleos de 

hielo a partir de pequeños cristales (Sinclair et al. 2003). 

Las estrategias tanto de tolerar la congelación como de impedirla han aparecido 

varias veces independientemente en grupos de animales que no se encuentran 

relacionados filogenéticamente. El uso de una determinada estrategia en una especie 

probablemente se deba a la interacción de varios factores como son: la necesidad de 

mantener la movilidad y un estilo de vida activo a bajas temperaturas, las condiciones 

ambientales del hábitat o lugar de hibernación, las capacidades fisiológicas pre-

existentes de la especie, y la habilidad de desarrollar adaptaciones metabólicas y 

fisiológicas para perfeccionar una de las estrategias de tolerancia al frío (Storey y Storey 

1986). 

 Las especies del género Drosophila son un buen modelo para realizar estudios 

de respuesta al estrés en animales ectodermos debido a su amplio rango de distribución 

latitudinal. En particular, D. melanogaster es una especie que ha podido adaptarse con 

éxito a nuevas condiciones ambientales y así colonizar nuevas áreas hasta alcanzar su 

actual distribución cosmopolita (David y Capy 1988). Las diferentes poblaciones de 

esta especie presentan adaptaciones locales que determinan patrones fenotípicos y de 
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variación genética complejos dentro y entre poblaciones (Hoffmann et al. 2003). 

Estudios realizados durante los últimos años con D. melanogaster han demostrado la 

presencia de clinas latitudinales para varios caracteres morfológicos (Capy et al. 1993), 

así como para caracteres directamente relacionados con la eficacia biológica (fitness) 

tales como la viabilidad, tasa de desarrollo, habilidad competitiva de las larvas, 

producción de huevos y tolerancia al estrés causado principalmente por el calor, el frío, 

la desecación y la inanición (Guerra et al. 1997; Karan et al. 1998; Hoffmann et al. 

2003). En estudios centrados en fenotipos de tolerancia a la temperatura realizados en el 

laboratorio, se ha identificado una gran varianza genética en la resistencia a las altas y 

bajas temperaturas (Cavicchi et al. 1995; Loeschcke y Krebs 1996; Bubli et al. 1998; 

Norry et al. 2004; Anderson et al. 2005). Además, se ha cuantificado la variación 

genética a lo largo de las clinas de resistencia al calor y al frío (Gilbert y Huey 2001; 

Hoffmann et al. 2002; Ayrinhac et al. 2004; Kimura 2004). Asimismo, se han detectado 

asociaciones de la variación fenotípica de la tolerancia a la temperatura con el 

polimorfismo nucleotídico y con la expresión de genes candidatos que afectan la 

resistencia al estrés térmico (McColl et al. 1996; Krebs y Feder 1997; Anderson et al. 

2003). 

A pesar de las evidencias que existen sobre el alto grado de variación genética 

que presentan los fenotipos de resistencia al estrés causado por el calor y el frío en 

poblaciones de D. melanogaster, es fundamental poder identificar genes que estén 

involucrados directamente con la variación observada para poder entender los 

mecanismos genéticos y evolutivos que influyen en la adaptación al estrés térmico, 

especialmente el causado por el frío. 

Los estudios realizados para determinar la base genética de la tolerancia a la 

temperatura se han enfocado principalmente en identificar genes involucrados en la 

respuesta al estrés producido por calor (Heat shock proteins, Hsps). Así por ejemplo, los 

genes Hsp70 (Feder y Krebs 1997; Krebs y Feder 1998; Krebs y Feder 1997; Feder et 

al. 1996; Krebs 1999; Dahlgaard et al. 1998; Bettencourt et al. 2002), Hsp68 (McColl et 

al. 1996), Hsr-omega (McColl et al. 1996; McColl y McKechnie 1999; Anderson et al. 

2003) y el factor heat-shock (Hsf) (Lerman y Feder 2001) han sido identificados como 

genes implicados en la resistencia al estrés producido por calor. Estos estudios se han 

realizado mediante el análisis de la variación clinal de las frecuencias alélicas, el 

análisis del cambio en la expresión génica en poblaciones con diferentes perfiles de 

resistencia al estrés causado por el calor, o a través del análisis del cambio sobre los 
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fenotipos resistentes causado al incrementar el número de copias del gen en cuestión. 

Sin embargo, es mucho menor el número de estudios realizados sobre la resistencia del 

estrés causado por el frío, posiblemente debido a la poca información sobre genes 

implicados en esta característica y/o a la falta de conocimiento sobre la vía metabólica 

afectada por este tipo de estrés. No obstante, Goto (2000, 2001) observó que en 

Drosophila los genes Frost (Fst) y Drosophila cold acclimation gene (Dca) se ven 

altamente sobreexpresados en respuesta a la aclimatización al frío.  

En el presente trabajo se pretende analizar la dinámica evolutiva de genes 

implicados en la tolerancia, aclimatación y respuesta al frío a partir de los patrones de 

polimorfismo intraespecífico en D. melanogaster y D. subobscura y de la divergencia 

interespecífica en especies del grupo melanogaster y del grupo obscura de Drosophila. 

Los genes que se han elegido como candidatos de haber sufrido cambios adaptativos de 

tolerancia, aclimatación o resistencia al frío fueron en un principio Fst y Dca. Ambos 

genes fueron escogidos debido a los datos experimentales que mostraban su directa 

implicación en la respuesta al frío en D. melanogaster. Posteriormente, el estudio se 

amplió a los genes Regucalcin (RC) y CG6296, aunque la acción de estos genes no se 

ha relacionado con la resistencia al frío. La proteína codificada por el gen RC presenta 

una alta similitud con la secuencia aminoacídica de la proteína codificada por el gen 

Dca, lo que indica que ambos genes han surgido tras un evento de duplicación génica. 

Por último, la proteína codificada por el gen CG6296 presenta una región de motivos 

PEEST similar a la detectada en la proteína producida por el gen Fst. 

 

El gen Frost (Fst) 

 

El gen Fst está altamente sobreexpresado durante la fase de recuperación a 25°C 

en individuos de D. melanogaster que han sido expuestos a un choque térmico a 0°C 

(Goto 2001). Además, la prolongación del choque frío es más eficiente en la inducción 

de la expresión del gen (Goto 2001; Qin et al. 2005; Morgan y Mackay 2006, Sinclair et 

al. 2007). 

A pesar de que la función exacta del gen Fst no ha sido caracterizada, la proteína 

codificada por dicho gen presenta similitud con las proteínas de la familia MUCIN 

(Morgan y Mackay 2006). El gen Fst se encuentra ubicado en la banda 85E del brazo 

cromosómico 3R de D. melanogaster. La secuencia nucleotídica completa de la región 
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codificadora de este gen que no contiene ningún intrón está constituida por 834 pb y 

codifica una proteína de 278 aminoácidos. La secuencia aminoacídica de esta proteína 

presenta unos motivos PEEST (Pro-Glu-Glu-Ser-Thr) que se encuentran repetidos 

varias veces en la región C-terminal y una zona rica en prolinas en el centro de la 

proteína. 

El perfil de hidrofobicidad sugiere que la proteína Fst tiene una estructura 

modular con una pequeña región hidrofóbica en la región N-terminal seguida de una 

región hidrofílica. Los 18 primeros aminoácidos de la región N-terminal presentan las 

características de un péptido señal, lo que sugiere que esta proteína es dirigida hacia el 

retículo endoplasmático (RE) y probablemente entre en la vía secretora. Sin embargo, 

en la región C-terminal no hay indicios de secuencias aminoacídicas particulares que 

puedan indicar que esta proteína permanezca en el RE. Al parecer la proteína Fst es 

excretada en el espacio extracelular. 

 

El gen Drosophila cold acclimation (Dca) 

 

El gen Dca fue identificado en un estudio de expresión génica durante la 

aclimatización a una temperatura moderadamente baja en D. melanogaster (Goto 2000). 

Este gen se ve altamente sobreexpresado durante la fase de recuperación a 15°C de 

individuos que han sido expuestos a un choque térmico a 0°C (Goto 2000; Qin et al. 

2005). Además, el gen Dca presenta unos niveles de expresión que son superiores en 

individuos que han completado su desarrollo embrionario a 15°C desde la fase de huevo 

respecto a aquellos que lo han realizado a 25°C. El gen Dca de D. melanogaster 

presenta una elevada similitud, tanto a nivel de secuencia de nucleótidos (~55%) como 

de secuencia de aminoácidos de la proteína codificada (~34.8%), con el gen senescence 

marker protein-30 (smp-30) clonado y secuenciado en rata, ratón y humano 

(Yamaguchi y Yamamoto 1978; Shimokawa y Yamaguchi 1993). Por lo tanto, Dca es 

considerado como el gen de Drosophila ortólogo del gen smp-30 presente en mamíferos 

(Goto 2000). 

El gen Dca de D. melanogaster se encuentra localizado en la banda 88D del 

brazo derecho del cromosoma 3. Este gen está formado por dos exones separados por 

un pequeño intrón de aproximadamente 43 pb. El gen Dca presenta una pauta de lectura 

de 909 pb y codifica para una proteína de 303 aminoácidos. En la región 5’ flanqueante 
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se ha identificado un sitio de unión a AP-1 (un factor de la transcripción de smp-30) así 

como un elemento STRE (elemento de respuesta al estrés) y diferentes sitios de unión 

de otros factores de la transcripción. 

Los estudios de expresión realizados en mamíferos del gen smp-30 han revelado 

que dicho gen presenta un nivel de expresión alto durante todo el desarrollo (Fujita et al. 

1996) pero que disminuye en la etapa de senescencia en ambos sexos (Fujita y 

Maruyama 1991; Fujita et al. 1992a,1992b). La función de la proteína SMP-30 se ha 

relacionado con el transporte de Ca2+ (Shimokawa y Yamaguchi 1993) y al parecer 

activa la proteína (Ca2+-Mg2+)-ATPasa que participa en la eliminación de Ca2+ del 

citosol a través de la membrana plasmática (Takahashi y Yamaguchi 1993a, 1993b, 

1994; Fujita et al. 1998). Además, como la estructura primaria de la proteína codificada 

por el gen smp-30 no presenta motivos conocidos de unión al Ca2+ (como los EF-hans 

motif), se ha sugerido que SMP-30 representa una nueva clase de proteína de unión al 

Ca2+ (Shimokawa y Yamaguchi 1993; Fujita et al. 1995; Fujita 1999; Yamaguchi 2005). 

Por lo tanto, es posible que el gen Dca también contribuya de manera directa en el 

mantenimiento de los niveles de Ca2+ en el citosol. 

A diferencia del gen smp-30 de los mamíferos, la expresión del gen Dca en 

Drosophila aumenta en la etapa de senescencia. Shi et al (1994) observaron que los 

niveles de absorción de ATP dependiente de Ca2+ aumentan en individuos adultos de 

Drosophila, lo que sugiere una conexión entre la sobreexpresión del gen Dca y los 

niveles de Ca2+ en esta etapa. Posteriormente, Fujita et al (1998) sugirieron que el gen 

smp-30 regula la actividad de bombeo del Ca2+ y por lo tanto contribuye al rescate de la 

apoptosis. Además, Perotti et al (1990) mostraron que después de someter células 

humanas a un choque térmico a bajas temperaturas se producía la activación de 

endonucleasas y de la apoptosis debido a una prolongada elevación en los niveles de 

Ca2+ citosólico. Por consiguiente, puede ser que el incremento en los niveles de 

expresión del gen Dca pueda relacionarse con el mantenimiento de los niveles de Ca2+ a 

bajas temperaturas y el aumento de la tolerancia al frío. 

 

El gen Regucalin (RC) 

 

El gen RC de Drosophila presenta una elevada similitud nucleotídica con la del 

gen Dca, lo que indica que ambos genes surgieron tras un proceso de duplicación 

génica. Las proteínas codificadas por ambos genes también presentan una elevada 
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similitud y pertenecen a la familia de proteínas SMP-30. Por lo tanto, la función del gen 

RC podría estar también relacionada con el mantenimiento de los niveles Ca2+, aunque 

no se ha demostrado su relación con la resistencia al frío. El gen Regucalcin está 

compuesto por dos exones y un pequeño intrón de aproximadamente 56 pb. Este gen 

presenta una pauta de lectura de 909 pb y codifica una proteína de 303 aminoácidos. El 

gen RC está localizado en la banda 11A del cromosoma X de D. melanogaster. 

 

El gen CG6296 

 

El gen CG6296 en D. melanogaster está compuesto por tres exones separados 

por dos intrones de aproximadamente 54 pb. Este gen presenta una pauta de lectura de 

2022 pb y codifica una proteína de 674 aminoácidos. Al igual que el gen Fst, la 

secuencia aminoacídica de la proteína codificada por el gen CG6296 presenta unos 

motivos PEEST que se repiten varias veces en la región C-terminal de la proteína. La 

presencia de esta característica común con el gen Fst fue lo que motivo su inclusión en 

este estudio aunque CG6296 no se había relacionado con la resistencia al frío. Este gen 

se encuentra localizado en la banda 97D del brazo cromosómico 3R de D. 

melanogaster. La posible función descrita para la proteína CG6296 es de triacilglicerol 

lipasa, implicada en el transporte y el metabolismo de lípidos. 

 

3. DROSOPHILA COMO ORGANISMO MODELO 

 

Las características que presentan las especies del género Drosophila las han 

convertido en un sistema biológico modelo. La facilidad de captura y mantenimiento, el 

corto tiempo de generación y el elevado número de descendientes han permitido realizar 

una gran cantidad de estudios utilizando especies de este género. Dichos estudios 

abarcan campos tan dispares como la biología de poblaciones, sistemática, ecología, 

biología molecular y genética, entre otros.  

En general, los drosofílidos son dípteros que se han especializado en obtener el 

alimento a partir de productos vegetales en descomposición, ya que su fuente principal 

de alimentación son las levaduras y las bacterias que fermentan estos materiales. La 

filogenia del género Drosophila se ha inferido empleando diferentes tipos de datos. Así, 

se han realizado filogenias a partir de datos biogeográficos, del registro fósil y 

morfológicos, a partir de la observación y comparación de los patrones de bandas de los 
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cromosomas politénicos, gracias a estudios de hibridación de ADN y, más 

recientemente, mediante la comparación de secuencias de ADN de genes mitocondriales 

o nucleares. La combinación de todos estos datos ha mejorado sustancialmente la 

comprensión de la filogenia del género. 

 

El género Drosophila 

 

La familia Drosophilidae incluye más de 3000 especies, de las que alrededor de 

unas 2000 pertenecen al género Drosophila. Este género se divide en tres subgéneros: 

Sophophora, Drosophila y Idiomya. En el presente trabajo se estudian algunas de las 

especies pertenecientes al subgénero Sophophora que está compuesto por cuatro 

grandes grupos: melanogaster, obscura, willistoni y saltans. Los estudios realizados 

durante los últimos años han permitido determinar relativamente bien las relaciones 

filogenéticas del subgénero (O’Grady y Kidwell 2002). 

 

El grupo melanogaster 

 

El grupo melanogaster de Drosophila está compuesto por aproximadamente 

unas 200 especies clasificadas en 10 subgrupos (Powell 1997). La distribución de la 

mayoría de los subgrupos sugiere que este grupo de especies se ha originado en áfrica y 

posteriormente expandido por los cinco continentes principalmente gracias a la 

actividad humana. Las especies del subgrupo melanogaster y ananassae han sido, con 

diferencia, las más estudiadas del grupo. Las filogenias reconstruidas de acuerdo a 

diferentes métodos han mostrado generalmente la misma topología para los diferentes 

subgrupos. Sin embargo, el aporte de nuevos datos moleculares en los últimos años ha 

modificado las relaciones inferidas para algunas de las especies del subgrupo (Ko et al. 

2003). El subgrupo melanogaster está formado por 9 especies: D. melanogaster, D. 

simulans, D. sechellia, D. mauritiana, D. teissieri, D. yakuba, D. erecta, D. orena y D. 

santomea. La distribución de D. melanogaster y D. simulans es cosmopolita, mientras 

que las otras siete especies se encuentran en la región afrotropical. D. sechellia, D. 

mauritiana y D. santomea son endémicas de las islas Seychellia, la isla Mauricios y la 

isla de Sâo Tome, respectivamente, mientras que el resto de especies están distribuidas 

por el continente. 
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El grupo obscura 

 

El grupo obscura de Drosophila se originó en áfrica y posteriormente colonizó 

las regiones templadas del norte, tanto de la zona Paleártica como Neártica, donde 

actualmente se encuentran un gran número de representantes. Recientes datos 

moleculares (Goddard et al. 1990) indican que la separación entre las especies 

paleárticas y neárticas es más reciente de lo que anteriormente se consideraba y que 

posiblemente las especies de América del Norte se originaron tras la migración de una 

población del Viejo Mundo a través del estrecho de Bering. El grupo obscura está 

formado por aproximadamente unas 35 especies y se divide en cuatro subgrupos: 

obscura, pseudoobscura, affinis y microlabis. El subgrupo obscura lo integran las 

especies del Viejo Continente, mientras que los subgrupos pseudoobscura y affinis 

reúnen las especies del Nuevo Mundo. El subgrupo microlabis está formado por 

especies africanas. 
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Los estudios de polimorfismo nucleotídico intraespecífico y de divergencia 

interespecífica son una aproximación muy potente para detectar a nivel molecular la 

huella dejada por la acción de la selección natural adaptativa. El objetivo global del 

presente proyecto es aplicar esta aproximación en genes candidatos a haber sufrido 

cambios adaptativos y más concretamente en genes implicados en la resistencia al frío y 

en genes relacionados. 

 

Este objetivo global se puede desglosar en los siguientes objetivos específicos: 

 

1- Estudiar el nivel y el patrón del polimorfismo nucleotídico de los genes Fst y 

Dca en poblaciones naturales de D. melanogaster con el objetivo de detectar la huella 

de la acción de la selección natural al actuar sobre estos genes candidatos a haber 

sufrido cambios adaptativos al estar implicados en la resistencia y tolerancia al frío.  

 

2- Comparar el nivel y el patrón del polimorfismo nucleotídico de los genes Fst 

y Dca (y también del gen CG6296) en dos poblaciones naturales de D. melanogaster 

ubicadas al sur (Montemayor, Córdoba) y al norte (Sant Sadurní d’Anoia, Barcelona) de 

la Península Ibérica con el propósito de detectar una posible diferenciación genética 

entre ambas que puede relacionarse con la diferente latitud de dichas poblaciones. 

 

3- Estudiar el nivel y el patrón del polimorfismo nucleotídico de los genes Fst y 

Dca de D. subobscura y compararlo con el de D. melanogaster con el objetivo de 

detectar posibles semejanzas que muestren una posible acción común de la selección 

natural en ambas especies. 

 

4- Estudiar el nivel y el patrón del polimorfismo nucleotídico en poblaciones 

naturales de D. melanogaster y D. subobscura del gen RC que, aunque no se ha 

relacionado directamente con la resistencia al frío, es un gen parálogo del gen Dca. El 

objetivo de este estudio es comparar la variabilidad intraespecífica entre los genes Dca 

y RC y detectar la posible acción de la selección natural en la evolución del gen RC.  

 

5- Estudiar el nivel y el patrón del polimorfismo nucleotídico en poblaciones 

naturales de D. melanogaster del gen CG6296. Este gen comparte con el gen Fst la 

presencia de unas repeticiones internas en la mitad terminal de la región codificadora. El 
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objetivo principal de este estudio es analizar la variabilidad intraespecífica surgida por 

adiciones/deleciones en el número de estas repeticiones internas. 

 

6- Estudiar la divergencia de los genes Fst y Dca en el subgénero Sophophora 

de Drosophila con el objetivo de detectar posibles aceleraciones en la tasa de sustitución 

no sinónima indicativas de cambios adaptativos en determinados linajes. 

 

7- Estudiar la divergencia de los genes parálogos Dca y RC en el subgénero 

Sophophora de Drosophila tras su caracterización en diversas especies de los grupos 

melanogaster y obscura. El principal objetivo de este estudio es intentar detectar como 

la posible adquisición de una nueva función ha afectado a la evolución molecular de 

estos genes. 

 

8- Estudiar la divergencia de los genes Fst y CG6296 en el subgénero 

Sophophora de Drosophila tras su caracterización en diversas especies de los grupos 

melanogaster y obscura. El principal objetivo de este estudio es analizar la evolución 

molecular de las repeticiones internas presentes en estos genes. 
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1. MUESTRA POBLACIONAL 

 

Las poblaciones naturales de D. melanogaster analizadas se capturaron en 

Montemayor (M) y Sant Sadurní d’Anoia (CN), localidades españolas ubicadas en 

Córdoba y Barcelona, respectivamente. A partir de los individuos del campo se 

establecieron líneas isocromosómicas para el cromosoma 3 mediante cruzamientos 

adecuados utilizando la cepa de letales equilibrados TM6/MKRS para la población de 

Montemayor (Cirera y Aguadé 1997; Ramos-Onsins y Aguadé 1998) y la 

TM6B/MKRS para la población de Sant Sadurní d’Anoia (Orengo y Aguadé, 

comunicación personal). Para esta última población también se obtuvieron líneas 

isocromosómicas del cromosoma X empleando la cepa de letales equilibrados FM6, y
31d

 

sc
8
 dm B/ l(1)X10 (Orengo y Aguadé 2004). Las poblaciones naturales analizadas de D. 

subobscura fueron capturadas en Galicia (El Pedroso) y Cataluña (Riba-roja d’Ebre). En 

el caso de la población gallega (Rozas et al. 1995), se establecieron líneas 

isocromosómicas para el comosoma O utilizando la cepa de letales equilibrados Va/Ba. 

En el caso de la población catalana (Munté et al. 2000) se analizaron machos 

individuales recién capturados o descendientes de líneas isohembras. Estos machos se 

habían cruzado previamente con hembras de la cepa chcu y congelado a -80 °C una vez 

asegurada su descendencia. El análisis citogenético de una larva hembra de dicha 

descendencia permitió determinar la ordenación cromosómica para el cromosoma X del 

macho analizado. 

Las líneas de D. mauritiana, D. yakuba y D. erecta fueron gentilmente cedidas 

por F. Lemeuniere. A partir de ellas se establecieron líneas altamente consanguíneas tras 

10 generaciones sucesivas de apareamientos hermano-hermana. Se disponía en el 

laboratorio de líneas altamente consanguíneas obtenidas por la misma metodología de 

las especies D. madeirensis (endémica de la isla de Madeira), D. guanche (endémica de 

las Islas Canarias) y D. simulans. Esta última se obtuvo a partir de una línea isohembra 

de una población natural de Montblanc (Tarragona) (Aguadé, comunicación personal). 

 

2. EXTRACCIÓN DE ADN 

 

La extracción de ADN genómico de las líneas consanguíneas de las especies D. 

simulans, D. mauritiana, D. yakuba, D. erecta, D. madeirensis y D. guanche se realizó 

usando una modificación del protocolo 48 de Ashburner (1989a). Para las líneas de D. 
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melanogaster de las poblaciones de Montemayor y Sant Sadurní d’Anoia así como para 

las de D. subobscura de la población de Galicia ya se disponía de ADN genómico 

purificado. La extracción de ADN genómico de los machos individuales de D. 

subobscura de la población de Riba-roja d’Ebre se efectuó con el Kit Puregene DNA 

purification system (Gentra systems). 

 

3. AMPLIFICACIÓN Y SECUENCIACIÓN 

 

La secuencia nucleotídica de la región genómica correspondiente a los genes Fst, 

Dca, Regucalcin y CG6296 se obtuvo a partir del banco de datos del proyecto de 

secuenciación del genoma de Drosophila melanogaster con los códigos de acceso 

AE003683, AE003706, AE003487 y AE003758, respectivamente. Los datos accesibles 

del proyecto de secuenciación del genoma de D. pseudoobscura permitieron identificar 

en esta especie las regiones genómicas que contienen los genes Fst, Dca y Regucalcin 

tras realizar búsquedas BLAST (http ://www. hgsc. bcm. tmc. edu/blast/ ?organism =D 

pseudoobscura) a partir de las secuencias nucleotídicas de D. melanogaster. Una región 

de aproximadamente 3000 pb que contenía más o menos centrada la región codificadora 

de cada uno de los genes fue escogida con el fin de diseñar primers de amplificación por 

PCR. Para cada gen se diseñaron dos juegos de primers de amplificación de 21 pb. Los 

primers diseñados sobre las secuencias de D. melanogaster y D. pseudoobscura fueron 

empleados para amplificar los diferentes genes en D. melanogaster y D. subobscura, 

respectivamente. 

Las pruebas de amplificación por PCR se realizaron en reacciones de 25 μl de 

volumen final. Cada reacción contenía: 18.375 μl de H20, 2.5 μl de Buffer 10x 

(Pharmacia), 2.0 μl de dNTP’S (2.5 nM de cada desoxinucleótido), 0.5 μl de primer 

forward (100 ng/μl), 0.5 μl de primer reverse (100 ng/μl), 0.125 μl Taq polymerasa 

(Pharmacia, 5 unidades /μl) y 1.0 μl de ADN genómico. Se realizaron varias pruebas 

con las cuatro combinaciones posibles de primers a temperaturas de asociación que 

variaron entre los 47°C y 55°C. Las diferentes pruebas permitieron establecer el juego 

de primers más idóneo para cada especie (tabla 1).  
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N, primers diseñados sobre la secuencia parcial de la respectiva especie. 
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Las diferentes pruebas también permitieron determinar las condiciones óptimas 

para la amplificación de los genes en las líneas de D. melanogaster y D. subobscura 

(tablas 2 y 3). 
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Los productos resultantes de la amplificación por PCR fueron purificados por 

medio de columnas Amicon Microcon-PCR kit (Millipore) y diluidos en 50 μl de H2O. 

Ambas cadenas de los fragmentos amplificados se secuenciaron por medio de primers 

internos de secuenciación diseñados aproximadamente cada 400 pb (tabla 1). Las 

reacciones de secuenciación se realizaron con el kit comercial BigDyes3.0 (Applied 
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Biosystems) siguiendo las instrucciones de la compañía y según las siguientes 

condiciones: 

 

 

94°C 3min 

96°C 10seg 

52°C 5seg 

60°C 4min 

4°C  � 

 

 

Los productos de secuenciación se recuperaron siguiendo el protocolo de 

precipitación con etanol de acuerdo a las recomendaciones de la casa comercial 

(Applied Biosystems) y se secaron al vacío. Los productos resultantes se analizaron con 

el secuenciador automático ABI 377 o ABI 3700 (Applied Biosystems) de los Serveis 

Cientifico-Tècnics de la Universitat de Barcelona. 

Asimismo, se realizaron distintas pruebas con diferentes combinaciones de 

primers y condiciones para amplificar las regiones de interés en las especies del 

subgrupo melanogaster y del grupo obscura. Las reacciones de amplificación se 

efectuaron del mismo modo que las descritas para D. melanogaster y D. subobscura 

pero variando las condiciones de PCR para cada especie (tabla 2). Además, fue 

necesario diseñar primers específicos de secuenciación para algunas de las especies a 

partir de las secuencias parciales obtenidas de cada una de ellas. Las condiciones de las 

reacciones de secuenciación fueron las ya especificadas anteriormente. 

Las secuencias nucleotídicas de las diferentes regiones en las especies D. 

pseudoobscura, D. sechellia, D. ananassae, D. persimilis, D. virilis, D. mojavensis y D. 

grimshawi fueron obtenidas a partir de la base de datos del proyecto de secuenciación 

de cada especie (http://insects.eugenes.org/species/blast).  

 

4. ENSAMBLAJE Y ALINEAMIENTO 

 

La secuencia consenso de cada una de las diferentes líneas y especies se obtuvo 

por medio del programa SeqMan (DNAStar, Lasergene). Posteriormente, las diferentes 

secuencias consenso de las líneas de D. melanogaster y D. subobscura se alinearon con 

25 ciclos 
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el programa Clustal W versión 1.8 (Thompson et al. 1997). Para el alineamiento de las 

secuencias consenso de las diferentes especies se utilizó el programa ProbCons versión 

1.08 (Do et al. 2005). En el caso del alineamiento interespecífico de los genes Fst y 

CG6296 fue necesario emplear un script que permitiera obtener el alineamiento 

nucleotídico más correcto a partir del conseguido a nivel de aminoácidos. La edición de 

las secuencias para los análisis posteriores fue realizada con el programa MacClade 

versión 4.05 (Maddison y Maddison 1989). Los análisis de DotPlot para identificar las 

regiones de alta similitud de los genes Dca y Regucalcin se realizaron con la aplicación 

implementada en el programa MegAlign (DNAStar, Lasergene). 

 

5. HIBRIDACIÓN IN SITU 

 

La localización citológica de los genes Fst, Dca y Regucalcin en D. subobscura 

fue determinada mediante hibridación in situ de acuerdo al protocolo de Segarra y 

Aguadé (1992) y de Montgomery et al (1987). Las sondas utilizadas fueron obtenidas 

tras amplificar por PCR la región codificadora de cada uno de los genes en D. 

pseudoobscura. 

 

6. ANÁLISIS INTRAESPECÍFICOS E INTERESPECÍFICOS 

 

El programa DnaSP version 4.20 (Rozas et al. 2003) fue utilizado para realizar el 

análisis de la variabilidad intraespecífica y para llevar a cabo los diferentes tests de 

neutralidad. El programa Mega2 (Kumar et al. 2004) se empleó para estimar la 

divergencia interespecífica. Esta estima se obtuvo independientemente para las 

posiciones sinónimas (Ks) y para las no sinónimas (Ka) de acuerdo al método de Nei y 

Gojobori (1986) modificado por Nei y Kumar (2000). Este mismo programa fue 

utilizado para obtener las genealogías de los alelos y realizar las reconstrucciones 

filogenéticas con el método de neighbor-joining (Saitou y Nei 1987).  

El sesgo en el uso de codones sinónimos (codon bias) presente en los genes 

estudiados en las diferentes especies se estimó a partir de tres parámetros diferentes: �2
 

ponderada, CBI y ENC. Valores altos de la �2
 ponderada (Shields et al. 1988) y del 

índice de codon bias (CBI) (Morton 1993) indican una fuerte desviación respecto al uso 

aleatorio de codones sinónimos. Por el contrario, el número efectivo de codones (ENC) 
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oscila entre 61 cuando todos los codones sinónimos son equifrecuentes y 20 cuando se 

usa únicamente un codón en cada clase de codones sinónimos (Wright 1990).  

El relative-rate test (Sarich y Wilson 1973) se utilizó para identificar posibles 

desviaciones de la hipótesis del reloj molecular debido a aceleraciones en la tasa de 

sustitución nucleotídica en linajes particulares. Este test compara las tasas de sustitución 

en dos linajes y requiere información de una tercera especie de referencia o especie 

outgroup. Los métodos propuestos por Wu y Li (1985) y Tajima (1993) se utilizaron 

para realizar el relative-rate test. 

 

7. ESTIMAS DE LA VARIABILIDAD NUCLEOTÍDICA INTRAESPECÍFICA 

 

La variabilidad nucleotídica intraespecífica de la muestra de secuencias de ADN 

se estimó a partir del número de posiciones segregantes o polimórficas (S) y del número 

promedio de diferencias nucleotídicas (k) entre las secuencias analizadas. Este último 

parámetro (k) depende del número de posiciones polimórficas y de la frecuencia de las 

variantes nucleotídicas que presentan, pero no depende del tamaño muestral. El número 

promedio de diferencias nucleotídicas se define como: 

 

k por secuencia( ) =

kij
ij

�

2
n( )

 

 

donde kij es el número de diferencias nucleotídicas entre la secuencia i y la secuencia j (i 

< j), n es el número de secuencias de ADN analizadas y 2
n( ) =

n n �1)(
2

 es el número total 

de comparaciones entre secuencias. Si se corrige por el número de posiciones de la 

región analizada (L), se obtiene k (por posición), es decir el número promedio de 

diferencias entre secuencias por posición. 

 

k por posición( )=
k
L

 

 

Esta estima corresponde a la diversidad nucleotídica (�) propuesta por Nei (1987). 
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� =
n

n�1

� 

� 
� 

	 


 
� xi

ij
� xjkij  

donde n es el número de secuencias de ADN analizadas, xi  y xj  son las frecuencias de 

las secuencias i y j en la muestra, y kij  es la proporción de nucleótidos diferentes entre 

las secuencias i y j. 

Otro parámetro que se utiliza para describir la variabilidad nucleotídica es �. 

Este parámetro se estima a partir del número de posiciones segregantes (S) en una 

muestra de n secuencias de ADN. Este estimador corresponde a k (por secuencia) 

cuando las mutaciones son selectivamente neutras, la población es panmítica y se 

encuentra en equilibrio mutación-deriva.  

 

� por sec uencia( )=
S

1

ii=1

n�1

�

 

 

donde � = 4Neμ, siendo Ne el tamaño efectivo de la población y μ la tasa de mutación 

neutra por secuencia y por generación. 

Cuando se considera el número de posiciones de la región analizada (L) se 

obtiene la estima de la heterozigosidad por nucleótido (� o estimador de Watterson) 

(Watterson 1975). 

 

� por posición( ) =

s
L
1

ii=1

n�1

�

 

 

 

8. DIFERENCIACIÓN GENÉTICA   

 

La diferenciación genética entre las dos poblaciones analizadas de D. 

melanogaster se estimó utilizando el estadístico Fst (Hudson et al. 1992) que se basa en 

el número promedio de diferencias entre secuencias de la misma población y el número 

promedio de diferencias entre secuencias de dos poblaciones diferentes. Para obtener la 

probabilidad asociada al valor de Fst observado bajo la hipótesis nula de no 

diferenciación (H0: Fst = 0) se realizaron simulaciones de coalescencia asumiendo el 

modelo neutro en una población panmítica sin subdivisión. Se utilizaron valores de � 
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compatibles con el número observado de sitios segregantes (rejection algorithm; Tavaré 

et al. 1997). Para cada una de las 10000 iteraciones realizadas se escogieron 

aleatoriamente dos grupos de muestras y se calcularon sus valores de Fst. La 

probabilidad del valor Fst observado se obtuvo a partir de la distribución de los valores 

de Fst obtenidos por simulación. 

 

9. ESTIMAS DEL DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO 

 

El grado de la asociación entre las variantes nucleotídicas de las posiciones 

polimórficas se estimó mediante el parámetro D’ (Lewontin 1964) que corresponde al 

cociente entre el valor de desequilibrio (D) y el valor de desequilibrio máximo (Dmax). 

La aplicación de un test de �2
 (Zapata y Álvarez 1993) permite determinar si el 

desequilibrio detectado es significativamente diferente de 0. Además, el grado de 

desequilibrio de ligamiento global de una región fue determinado por los estadísticos 

Zns (Kelly 1997), Wall’s B y Q (Wall 1999) y ZA (Rozas et al. 2001). Los intervalos de 

confianza de estos estadísticos se obtuvieron por simulaciones (10000 réplicas) de 

coalescencia asumiendo una población con un tamaño constante (Kingman 1982; 

Hudson 1983; Hudson 1990; Rozas y Rozas 1999). Las simulaciones de coalescencia se 

efectuaron condicionando al número de sitios segregantes y en general asumiendo no 

recombinación. En algunos cosos se fijaron diferentes valores del parámetro de 

recombinación. 

 

10. ESTIMAS DE LA TASA DE RECOMBINACIÓN 

 

La tasa de recombinación promedio entre dos nucleótidos adyacentes de una 

secuencia de ADN, r, puede estimarse a partir del parámetro R, siendo R = 4Ner (R = 

3Ner, para regiones situadas en el cromosoma X) (Hudson 1987). Este estimador se basa 

entre otros parámetros en la varianza del número de diferencias nucleotídicas entre 

secuencias en comparaciones dos a dos. 

 

11. TEST DEL NEUTRALISMO 

 

Se aplicaron diversos test de neutralismo. El test de Tajima (1989) se basa en el 

estadístico D que corresponde a la diferencia normalizada entre el número promedio 
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observado de diferencias nucleotídicas entre secuencias (k por secuencia) y la estima de 

este parámetro esperada a partir del número de posiciones segregantes para mutaciones 

neutras en una población en equilibrio mutación-deriva (� por secuencia). Ambas 

estimas deben ser iguales de acuerdo al neutralismo. Por lo tanto, asumiendo equilibrio 

mutación-deriva se espera que D = 0 si las mutaciones son neutras. Debido a que el 

número promedio de diferencias nucleotídicas tiene en cuenta la frecuencia observada a 

la que segregan las variantes nucleotídicas y el estimador de Watterson no, el estadístico 

D indica la posible desviación del espectro de frecuencia observado respecto al esperado 

para mutaciones neutras en una población en equilibrio mutación-deriva. 

El test de Fu y Li (1993) se basa en las predicciones sobre el número de 

mutaciones esperadas en las ramas externas e internas de una genealogía neutra 

asumiendo equilibrio mutación-deriva. Este test puede aplicarse con outgroup 

(estadísticos D y F) o sin outgroup (estadísticos D* y F*). Los tests con outgroup se 

basan en el número de mutaciones en las ramas externas de la genealogía, mientras que 

los tests sin outgroup se basan en el número de mutaciones únicas en la muestra. Para 

estimar los estadísticos D* y D se utiliza el número total de mutaciones y bien el 

número de mutaciones únicas en la muestra o el número de mutaciones en las ramas 

externas, respectivamente. Los estadísticos F* y F se estiman a partir del número 

promedio de diferencias entre pares de secuencias y bien el número de mutaciones 

únicas en la muestra o el número de mutaciones en las ramas externas, respectivamente. 

El test de Hudson, Kreitman y Aguadé (1987) se basa en la predicción del 

neutralismo de que la relación polimorfismo/divergencia se mantiene en diferentes 

regiones que evolucionan de acuerdo al neutralismo. Por lo tanto, este test compara los 

niveles de polimorfismo y divergencia de la región de interés con los de una región 

neutra de referencia.  

El test de McDonald y Kreitman (1991) se basa en la comparación de la relación 

entre el número de diferencias no sinónimas y sinónimas fijadas entre especies con la 

relación entre el número de polimorfismos no sinónimos y sinónimos dentro de especie. 

Ambas relaciones se espera que sean similares para mutaciones estrictamente neutras. 

Este test no requiere que las poblaciones se encuentren en equilibrio mutación-deriva y 

puede aplicarse si se dispone de datos intraespecíficos en una especie y de una 

secuencia única en una especie cercana. 

El test de Fay y Wu (2000) se basa en el estadístico H que permite detectar 

desviaciones en el espectro de frecuencias observado para las mutaciones derivadas 
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(mutaciones no ancestrales) respecto del esperado bajo el modelo neutro. La aplicación 

de este test requiere el conocimiento de un alelo ancestral que habitualmente se infiere a 

partir de la secuencia de una especie de referencia (outgroup). 

 

12. ANÁLISIS DE MAXIMUN LIKELIHOOD (ML) 

 

Para obtener las estimas de ML bajo diferentes modelos de sustitución de 

codones se utilizaron los modelos de random-effects disponibles en el programa codeml 

implementado en el paquete PAML version 3.14 (Yang 1997). 

Los branch models M0 (one-ratio), FR (Free-ratio) y branch-especific permiten 

asumir variación en el ratio de � (� = dN/dS, donde dN y dS son el número de 

sustituciones no sinónimas y sinónimas, respectivamente) entre las ramas de la filogenia 

y son útiles para detectar selección positiva actuando en linajes particulares (Yang 1998; 

Yang y Nielsen 2000). Por otro lado, los site models M1 (nearly neutral), M2 (positive 

selection), M3 (discrete), M7 (beta) y M8 (Beta&�) permiten que el ratio de � varíe 

entre las posiciones (entre codones o aminoácidos en la proteína) (Nielsen y Yang 1998; 

Yang et al. 2000). El modelo de branch-site A permite que el ratio de � pueda variar 

tanto entre posiciones como entre diferentes linajes. Este modelo intenta detectar la 

acción de la selección positiva afectando únicamente a algunos aminoácidos en pocos 

linajes (Yang y Nielsen 2002). 

El modelo M0 se aplicó para estimar la longitud de las ramas de la filogenia 

puesto que permite obtener los valores iniciales adecuados que son utilizados en el 

momento de contrastar modelos de sustitución de codones más complejos. El programa 

codeml se ejecutó varias veces para el mismo modelo con diferentes valores iniciales de 

� con el objetivo de evitar una baja precisión en la identificación bayesiana de codones 

bajo selección positiva. El likelihood ratio test (LRT) fue usado para contrastar el ajuste 

de los datos entre dos modelos que se encuentren anidados. Este test asume que dos 

veces la diferencia del log likelihood (2�l) de los dos modelos sigue una distribución de 

�2
 con un número de grados de libertad igual a la diferencia en el número de parámetros 

libres de ambos modelos (Whelan y Goldman 1999). Los valores de P se obtuvieron 

utilizando el programa chi2 también incluido en el paquete PAML. 
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CAPÍTULO I 

EL GEN FROST (Fst) 
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Figura I.1. Distribución del estadístico Fst (Hudson et al. 1992) en una 
población panmítica de 30 individuos (ver materiales y métodos). 

I.1. POLIMORFISMO NUCLEOTÍDICO DEL GEN Fst 

 

I.1.1 RESULTADOS 
 

I.1.1.1 POLIMORFISMO NUCLEOTÍDICO DEL GEN Fst EN D. 

MELANOGASTER 

 

Se secuenció un fragmento de aproximadamente 1.5 kb en 30 líneas de D. 

melanogaster. Dicho fragmento incluye la región codificadora del gen Frost (Fst) que 

comprende alrededor de 0.9 kb y parte de las regiones flanqueantes 5’ y 3’ con una 

longitud aproximada de 0.4 kb y 0.2 kb, respectivamente.  

Diferenciación genética entre poblaciones  

 

La posible diferenciación genética para la región estudiada entre las líneas de las 

poblaciones de Montemayor y Sant Sadurní d’Anoia fue estimada usando el estadístico 

Fst (Hudson et al. 1992). El valor obtenido de Fst = 0.0037 no es significativamente 

diferente al observado bajo el modelo neutro de una población panmítica sin 

subdivisión (figura I.1). Dada la ausencia de diferenciación genética, ambas poblaciones 

se consideraron conjuntamente en los análisis posteriores. 
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Análisis del polimorfismo nucleotídico 

 

El alineamiento múltiple de las 30 secuencias de D. melanogaster presenta un 

total de 1576 posiciones. Sin embargo, el número de posiciones alineadas se reduce a 

1467 al eliminar aquellas posiciones con gaps en una o varias de las líneas analizadas. 

En el alineamiento se detectaron tanto polimorfismos por cambio nucleotídico como 

polimorfismos por inserción/deleción. Se identificaron un total de 24 posiciones 

polimórficas por cambio nucleotídico y 5 polimorfismos por inserción/deleción (figura 

I.2). La figura I.2 también incluye la secuencia previamente publicada del cDNA del 

gen Fst (Goto 2001) y la identificada en el proyecto de secuenciación del genoma de D. 

melanogaster (código de acceso AE003683).  

En la región 5’ flanqueante se detectaron 6 posiciones polimórficas por cambio 

nucleotídico de las que 4 presentan variantes únicas. En esta región también se observó 

un polimorfismo por inserción/deleción de 4 nucleótidos. En la región 3’ flanqueante, 

únicamente se detectaron 2 posiciones polimórficas por cambio nucleotídico, una de las 

cuales presenta una variante única (figura I.2). 
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La región codificadora presenta un total de 16 posiciones polimórficas por 

cambio nucleotídico. En una de las posiciones se detectaron 3 variantes por lo que el 

número mínimo de mutaciones es 17. De estas 17 mutaciones, 8 son sinónimas y 9 no 

sinónimas. Doce posiciones polimórficas presentan variantes únicas. Además de los 

polimorfismos nucleotídicos, la región codificadora del gen Fst presenta 4 

polimorfismos por inserción/deleción (dos de 24 nucleótidos, uno de 9 nucleótidos y 

uno de 48 nucleótidos). En las posiciones afectadas por gaps se identificaron asimismo 

dos posiciones polimórficas adicionales con cambios nucleotídicos sinónimos.  

 

Análisis del polimorfismo aminoacídico 

 

En la figura I.3 se muestra el alineamiento múltiple de la secuencia aminoacídica 

de la proteína codificada por el gen Fst deducida a partir de la secuencia nucleotídica de 

las 30 líneas de D. melanogaster analizadas en este estudio. El alineamiento completo 

comprende un total de 306 posiciones de aminoácidos incluyendo las posiciones con 

inserción/deleción. Se detectaron nueve polimorfismos de reemplazamiento, de los que 

6 presentan variantes únicas. Entre los polimorfismos detectados se encontraron 

cambios aminoacídicos tanto conservativos como no conservativos. Por ejemplo, los 

cambios fenilalanina/isoleusina (Phe/Ile) y arginina/lisina (Arg/Lys) en las posiciones 

543 y 586, respectivamente, no implican cambio ni de carga ni de polaridad y por lo 

tanto puede considerarse conservativos. Por el contrario, los cambios serina/fenilalanina 

(Ser/Phe) y metionina/lisina (Met/Lys) detectados en las posiciones 664 y 586, 

respectivamente, pueden considerarse radicales ya que implican un cambio de 

polaridad. Al considerar la secuencia de D. simulans, se detectaron dos posiciones 

polimórficas con variantes derivadas casi fijadas en D. melanogaster y que 

corresponden a la arginina en posición 586 y la serina en posición 917. También son 

derivadas la asparraguina que segrega en la posición 1068 y la lisina de la posición 

1125, ambas presentes en las mismas tres líneas. Los restantes cambios derivados 

corresponden a variantes únicas (figura I.3). 

Además de los polimorfismos por reemplazamiento, también se detectaron 

polimorfismos por inserción/deleción en la región codificadora. Ninguno de estos 

polimorfismos provoca desplazamientos de la pauta de lectura ya que todos ellos 

provocan inserciones o deleciones con una longitud que es múltiplo de 3. Estas 

inserciones/deleciones afectan o bien a la región con varios residuos de prolinas 
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localizada alrededor de la posición 120 de la proteína o bien a la región con repeticiones 

PEEST localizada hacia el extremo carboxi-terminal de la proteína. Así, en la línea CN1 

se detectó una deleción de 3 prolinas (PPP) con respecto a la secuencia de referencia 

(figura I.3). Por lo tanto, esta línea presenta 7 prolinas consecutivas mientras que este 

número es de 10 en las restantes líneas. Por otro lado, se detectaron dos deleciones 

independientes de los motivos PEESTSEA y SEAPEEST en las líneas CN1 y CN34, 

respectivamente. La deleción presente en la línea CN34 se había previamente 

identificado en la secuencia del cDNA (Goto 2001). Finalmente, en la línea CN15 se 

identificó una inserción de 16 aminoácidos (TEAPVESTSEAPEEST) que incluye dos 

motivos PEEST aunque uno de ellos es ligeramente variante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.3. Polimorfismo aminoacídico de la proteína codificada por el gen Fst en las 30 

líneas secuenciadas de las poblaciones de Montemayor (M) y Sant Sadurní d’Anoia 
(CN). Para detalles ver el pie de la figura I.2. 
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Diversidad haplotípica 

 

Las 30 líneas de D. melanogaster estudiadas pueden agruparse en un total de 18 

haplotipos diferentes al considerar los polimorfismos detectados por cambio 

nucleotídico en la región analizada. El número de haplotipos identificados no se ve 

afectado si se consideran también los polimorfismos por inserción/deleción. De los 18 

haplotipos identificados, trece corresponden a líneas únicas, tres de ellos están presentes 

en 2 líneas, uno en 4 líneas y el restante es común a 7 líneas. La diversidad haplotípica 

es Hd = 0.9310.  

Al considerar únicamente las posiciones polimórficas detectadas en la región 

codificadora del gen Fst, las 30 líneas analizadas se agrupan en un total de 11 

haplotipos que representan 9 variantes proteicas (tabla I.1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La red de haplotipos basada en las sustituciones aminoacídicas de las nueve 

variantes proteicas presentes en esta población se muestra en la figura I.4. En esta 

figura, el tamaño de los círculos que representan a cada una de las variantes proteicas es 

proporcional a la frecuencia de cada variante en la muestra analizada. Como se observa 

en esta red, existe una variante con una frecuencia alta (P1 está presente en el 66.6% de 

las líneas analizadas) y ocho variantes (de P2 a P9) con una frecuencia igual o inferior 

al 10%. De hecho, una de estas variantes (P2) se encontró en tres líneas mientras que las 

restantes están presentes solamente en una línea. La mayoría de las variantes se 

NS, polimorfismos nucleotídicos de reemplazamiento. Los números en la parte superior se refieren a las 

posiciones polimórficas dentro de la región codificadora de acuerdo a la figura I.2. Los puntos (.) indican 

nucleótidos o aminoácidos idénticos a la secuencia de referencia. H, haplotipo, N , número de líneas para cada 

variante proteica. H1 (M47, M55, CN1. CN9, CN16, CN18, CN22, CN25, CN26, CN41, CN52), H2 (M11, 

M13, M40, M54, M59, CN5, CN35, CN56), H3 (M20), H4 (M23, M26, CN23), H5 (M2), H6 (M36), H7 

(M66), H8 (CN6), H9 (CN7), H10 (CN15), y H11 (CN34). 
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diferencian por una única sustitución aminoacídica, sin embargo la rama que conecta la 

variante P2 contiene dos sustituciones. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Desequilibrio de ligamiento y recombinación 

 

El grado de desequilibrio de ligamiento de la región estudiada se analizó para las 

posiciones polimórficas informativas. De las 21 comparaciones entre los 7 

polimorfismos informativos detectados, 4 son significativas por el test �2
. Esto 

representa que un 19% de las comparaciones son significativas por este test. Además, 2 

de estas comparaciones permanecen significativas por el test �2
 después de aplicar la 

corrección de Bonferroni para múltiples tests. El número mínimo de eventos de 

recombinación (Rm) en la muestra de las secuencias analizadas se obtuvo a partir del 

test de los cuatro gametos propuesto por Hudson y Kaplan (1985). Se detectaron 

únicamente 2 eventos de recombinación en la muestra de secuencias analizadas: uno 

entre las posiciones 28 y 689 y otro entre las posiciones 986 y 1399. 

 

Diversidad nucleotídica 

 

Los niveles de polimorfismo nucleotídico se estimaron para distintos tipos de 

posiciones (tabla I.2). La diversidad nucleotídica (�) en el total de la región analizada es 

0.0022. Esta estima es similar a la de 0.0028 obtenida al considerar únicamente las 

posiciones silenciosas (regiones 5’ y 3’ flanqueantes, y posiciones sinónimas de la 

región codificadora). Dentro de la región codificadora la estima para las posiciones 

sinónimas (�s) es 0.0075 mientras que para las posiciones no sinónimas (�a) es 0.0014. 

Figura I.4. Red de haplotipos de las 9 variantes de la 

proteína FROST en D. melanogaster. Las marcas y los 

números en cada rama representan los sitios de 

reemplazamiento de la siguiente forma: A, 543; B, 586; 

C, 586, D, 604; E, 627; F, 664; G, 916, H, 1068; I, 

1125. El tamaño de los círculos es proporcional a la 
frecuencia de cada variante. 
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�, número de mutaciones 

 De igual forma, para la región no codificadora (regiones 5’ y 3’ flanqueantes) la 

estima es 0.0014. Estos resultados indicarían que la selección purificadora actuaría con 

una intensidad equivalente contra las mutaciones no sinónimas y las producidas en las 

regiones flanqueantes, mientras que sería más débil al actuar contra las mutaciones 

sinónimas. Las estimas de la diversidad nucleotídica fueron inferiores a las estimas de � 

para todos los tipos de posiciones. Debido a que las estimas de � dependen únicamente 

del número de sitios segregantes mientras que las de � están también afectadas por la 

frecuencia de las diferentes variantes, este resultado indica un exceso de polimorfismos 

con variantes segregando a bajas frecuencias en la región analizada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Test del neutralismo 

 

Los test del neutralismo propuestos por Tajima (1989) y Fu y Li (1993) se 

aplicaron para determinar si los patrones de polimorfismo observados en la región 

estudiada se ajustaban a las predicciones del neutralismo (tabla I.3). Estos tests se 

realizaron independientemente para los polimorfismos silenciosos y los no sinónimos. 

Los estadísticos propuestos para aplicar los distintos tests fueron siempre negativos. 

Todos los tests realizados son significativos (P < 0.05) excepto el test de Tajima 

aplicado al polimorfismo silencioso que es marginalmente significativo (0.05 < P < 

0.1). Estos resultados indican que el patrón del polimorfismo en la región estudiada no 

se ajusta a las predicciones del neutralismo. La desviación detectada es debida a un 

exceso de polimorfismos con variantes únicas en la región estudiada. 
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El test H de Fay y Wu (2000) fue empleado para poder determinar si existe un 

exceso de mutaciones derivadas segregando a alta frecuencia en la región analizada. El 

estadístico H se estimó tanto para toda la región estudiada como independientemente 

para las posiciones de reemplazamiento y las silenciosas (tabla I.3). La secuencia de D. 

simulans se empleó como referencia para poder determinar el estado de los cambios 

observados. En todos los casos este test es negativo, sin embargo el test es 

estadísticamente significativo únicamente para las posiciones de reemplazamiento. Este 

resultado indica que en la región codificadora del gen Fst en D. melanogaster existe un 

exceso de mutaciones derivadas de reemplazamiento que segregan a alta frecuencia. 

El test de Mann-Whitney (1999) puede ser utilizado para comparar la 

distribución de la frecuencia de las variantes polimórficas entre dos categorías de 

cambios. En este caso, se comparó el espectro de frecuencias del polimorfismo 

silencioso y de remplazamiento observado en la región estudiada (figura I.5). Los 

resultados obtenidos no indican que estos dos tipos de polimorfismos estén segregando 

a diferentes frecuencias (z = 0.808; P = 0.418). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Probabilidad de obtener un valor del test estadístico menor que el 

observado tras realizar simulaciones de coalescencia sin recombinación. 

* 0.01< P < 0.05, ** P < 0.01  
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El test HKA (Hudson, Kreitman y Aguadé 1987) se utilizó para contrastar si los 

niveles de polimorfismo silencioso en D. melanogaster y de divergencia silenciosa entre 

D. melanogaster y D. simulans detectados en la región Fst diferían significativamente 

de los presentes en la región 5’ del gen Adh elegida como región control que 

presumiblemente evoluciona de acuerdo al neutralismo (Hudson, Kreitman y Aguadé 

1987). No se detectaron diferencias significativas en los niveles de polimorfismo y 

divergencia silenciosa de ambas regiones (�2
 = 0.170, P = 0.679). 

También se aplicó el test de MacDonald y Kreitman (1991) para contrastar si la 

relación entre el número de polimorfismos dentro de especie y el número de diferencias 

fijadas entre especies es equivalente para los cambios sinónimos y no sinónimos. Al 

aplicar este test también se utilizó D. simulans en la comparación interespecífica. No se 

detectaron diferencias significativas entre ambas relaciones (tabla I.4). No obstante, el 

índice de neutralidad (NI) propuesto por Rand y Kann (1996) es mayor que 1 tal y como 

ocurre cuando hay un exceso de polimorfismos no sinónimos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.5. Espectro de frecuencias del polimorfismo silencioso y de reemplazamiento en el gen Fst de D. 

melanogaster 
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Genealogía de los alelos  

 

La figura I.6 muestra la genealogía de los diferentes alelos de las poblaciones de 

Montemayor y de Sant Sadurní d’Anoia incluyendo también la línea analizada en el 

proyecto de secuenciación del genoma de D. melanogaster (AE003683). La secuencia 

del cDNA de Goto (2001) no fue incluida en este análisis debido a que la longitud de la 

región secuenciada en esta línea es muy inferior a la de las líneas restantes. En este 

análisis se utilizó D. simulans como especie outgroup. En el árbol se pueden identificar 

claramente las 7 líneas que comparten el mismo haplotipo (M47, M55, CN9, CN18, 

CN25, CN41 y CN52 ), las 4 que comparten otro haplotipo (M40, M54, CN5 y CN35), 

y los tres casos de haplotipos compartidos por 2 líneas (CN16-CN22, M23-M26 y M11-

M59). Además, no se observan agrupaciones de alelos por localidad, lo que concuerda 

con el hecho de que las poblaciones analizadas no se encuentran genéticamente 

diferenciadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.6. Genealogía de los alelos de las poblaciones de Montemayor (M) y 

Sant Sadurní d’Anoia (CN) reconstruida por el método de neighbor-joining 

(Saitou y Nei 1997) usando la distancia de Kimura de 2 parámetros (Kimura 

1980). 
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I.1.1.2 POLIMORFISMO NUCLEOTÍDICO DEL GEN Fst EN D. SUBOBSCURA 

 

Se secuenció una región de aproximadamente 1.7 kb en 14 líneas de D. 

subobscura de una población natural de Galicia (España). El fragmento secuenciado 

incluye la región codificadora del gen Fst que comprende 675 pb en la gran mayoría de 

las líneas y parte de las regiones flanqueantes 5’ y 3’ con una longitud aproximada de 

0.6 kb y 0.5 kb, respectivamente. 

 

Ubicación citológica del gen Fst 

 

Los resultados de la hibridación in situ del gen Fst en los cromosomas 

politénicos de D. subobscura muestra una única señal ubicada en la banda citológica 7A 

del cromosoma O a una sección cromosómica de uno de los puntos de ruptura de la 

inversión 7, concretamente el más cercano al centrómero (figura I.7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Análisis del polimorfismo nucleotídico 

 

El alineamiento múltiple de las 14 líneas de D. subobscura presenta un total de 

1788 posiciones. Este número se reduce a 1626 al eliminar las posiciones que presentan 

gaps en una o varias de las líneas analizadas. En el alineamiento se detectaron tanto 

polimorfismos por cambio nucleotídico como polimorfismos por inserción/deleción. Se 

Figura I.7. Hibridación in situ del gen Fst en los cromosomas politénicos de 
D. subobscura. La flecha indica la señal de hibridación. 
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identificaron un total de 16 polimorfismos por inserción/deleción y 80 posiciones 

polimórficas por cambio nucleotídico (Figura I.8). 
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Doce de los 15 polimorfismos por inserción/deleción identificados se localizan 

en la región 5’ flanqueante. En esta región también se detectaron un total de 24 

polimorfismos por cambio nucleotídico, de los que 9 presentan variantes únicas. En una 

de las posiciones polimórficas segregaban 3 variantes por lo que el número mínimo de 

mutaciones en esta región es 25. En la región codificadora se identificaron un total 24 

posiciones polimórficas por cambio nucleotídico de las que 13 presentan variantes 

únicas. Trece de los 24 polimorfismos de la región codificadora son sinónimos y 11 no 

sinónimos. Además de los polimorfismos por cambio nucleotídico, la región 

codificadora  presenta un polimorfismo por inserción/deleción de 90 pb. La región 3’ 

flanqueante presenta un total de 31 polimorfismos por cambio nucleotídico y dos por 

inserción/deleción. De los polimorfismos por cambio nucleotídico 15 presentan 

variantes únicas (Figura I.8).  

 

Análisis del polimorfismo aminoacídico 

 

El alineamiento múltiple de la secuencia aminoacídica de la proteína codificada 

por el gen Fst  en las 14 líneas de D. subobscura analizadas se muestra en la figura I.9. 

Este alineamiento comprende un total de 224 posiciones aminoacídicas. Se hallaron un 

total de 11 polimorfismos de reemplazamiento de los cuales 8 presentan variantes 

únicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura I.9. Polimorfismo aminoacídico de la proteína codificada por el gen Fst en las 

14 líneas de D. subobscura secuenciadas de la población de Galicia. Para detalles ver 
el pie de la figura I.8. 
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Los polimorfismos aminoacídicos pueden ser clasificados como conservativos o 

radicales dependiendo de si implican o no un cambio en alguna propiedad físico-

química de los aminoácidos. La mayoría de los polimorfismos detectados no implican 

cambio en la polaridad del aminoácido y por lo tanto pueden considerarse conservativos 

respecto a esta propiedad. Los polimorfismos leucina/metionina (Leu/Met) y 

alanina/valina (Ala/Val) en las posiciones 620 y 642, respectivamente, son dos 

ejemplos. Sin embargo, el polimorfismo Thr/Ala en la posición 794 puede considerarse 

radical ya que implica un cambio de polaridad. La mayoría de polimorfismos 

aminoacídicos identificados también pueden considerarse conservativos con respecto a 

la carga, como por ejemplo los cambios ácido aspártico/ácido glutámico (Asp/Glu) y 

serina/asparragina (Ser/Asn) en las posiciones 880 y 1167, respectivamente. Sin 

embargo, el polimorfismo Ans/Lys en la posición 1151 sí que implica un cambio de 

carga y por lo tanto puede considerarse radical. Al considerar la secuencia de D. 

guanche, todos los aminoácidos que están segregando a baja frecuencia en las 

posiciones polimórficas son derivados. 

En la región codificadora, además de los polimorfismos por reemplazamiento 

también se detectó un polimorfismo por inserción/deleción. Con respecto a la secuencia 

de referencia, este polimorfismo es una inserción de 30 aminoácidos localizada hacia el 

extremo carboxi-terminal de la proteína en la línea S89.174. A diferencia de D. 

melanogaster donde se detectaron inserciones/deleciones que implicaban un cambio en 

el número de motivos PEEST, la inserción en D. subobscura no incluye ninguno de 

estos motivos. 

 

Diversidad haplotípica 

 

Al considerar los polimorfismos detectados por cambio nucleotídico de toda la 

región analizada, las 14 líneas de D. subobscura presentan un total de 14 haplotipos 

diferentes. Es decir, cada línea corresponde a un haplotipo. Por lo tanto, la diversidad 

haplotípica es 1. 

Los 14 haplotipos de la región codificadora representan un total de 12 variantes 

proteicas. Como se observa en la figura I.9, existen dos variantes proteicas (P3 y P5) 

que están presentes en dos de las líneas analizadas (14.28%) y se diferencian por un 

cambio aminoacídico en la posición 794. El resto de variantes (P1, P2, P4, P6-P12) 

están presentes en una sola línea.  
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Desequilibrio de ligamiento y recombinación 

 

El grado de desequilibrio de ligamiento de la región estudiada se analizó para las 

posiciones polimórficas informativas. De las 861 comparaciones entre los 42 

polimorfismos informativos detectados, 46 son significativos por el test �2
. Esto 

representa que un 5.3% de las comparaciones son significativas de acuerdo a este test. 

El número mínimo de eventos de recombinación (Rm) en la muestra de secuencias 

analizadas se obtuvo a partir del test de los cuatro gametos propuesto por Hudson y 

Kaplan (1985). Se detectaron un total de 23 eventos de recombinación en la región 

analizada. 

 

Diversidad nucleotídica 

 

Los niveles del polimorfismo nucleotídico se estimaron para distintos tipos de 

posiciones (tabla I.5). La diversidad nucleotídica silenciosa (�sil) es 0.0173 y bastante 

superior a la detectada en D. melanogaster (�sil = 0.0028, tabla I.2). Dentro de la región 

codificadora, la estima para las posiciones sinónimas (�s) es 0.0317 mientras que para 

las posiciones no sinónimas (�a) es 0.0057. En la región no codificadora (regiones 5’ y 

3’ flanqueantes) la estima de 0.0154 es considerablemente inferior a la diversidad 

nucleotídica sinónima (�s = 0.0317). Las estimas de � para la mayoría de posiciones 

fueron más altas que las estimas de la diversidad nucleotídica. Este resultado indica un 

exceso de polimorfismos con variantes segregando a bajas frecuencias en la región 

analizada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

�, número de mutaciones 
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Test del neutralismo 

 

Los test propuestos por Tajima (1989) y Fu y Li (1993) fueron utilizados para 

detectar posibles desviaciones del modelo neutro en el patrón del polimorfismo 

observado en la región Fst (tabla I.6). Estos test fueron realizados de manera 

independiente para las posiciones no sinónimas de la región codificadora y para las 

posiciones silenciosas. Los estadísticos estimados para aplicar los distintos test son 

negativos en todos los casos, no obstante, ninguno fue significativo. Por lo tanto, los 

resultados obtenidos indican que el patrón del polimorfismo en la región estudiada se 

ajusta a las predicciones del neutralismo. Sin embargo, existe un ligero exceso de 

variantes únicas sobre todo en las posiciones no sinónimas en las que los test de Fu y Li 

son marginalmente significativos. 

El test H de Fay y Wu (2000) fue empleado para determinar la posible existencia 

de un exceso de mutaciones derivadas segregando a alta frecuencia en la región 

analizada. El estadístico H se estimó tanto para toda la región estudiada como para las 

posiciones de reemplazamiento y las silenciosas independientemente (tabla I.6). La 

secuencia de D. madeirensis se empleó como referencia para poder determinar el estado 

de los cambios observados. El test es negativo tanto en toda la región analizada como en 

las posiciones silenciosas, sin embargo, no es estadísticamente significativo en ninguno 

de los casos, lo que indica que no existe un exceso de mutaciones derivadas segregando 

a alta frecuencia en la región analizada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Probabilidad de obtener un valor del test estadístico menor que el observado tras realizar 
simulaciónes de coalescencia sin recombinación. 
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El test de MacDonald y Kreitman (1991) se empleó para detectar si la relación 

entre el número de diferencias no sinónimas y sinónimas fijadas entre especies es 

equivalente a la relación entre el número de polimorfismos no sinónimos y sinónimos 

detectados dentro de especie. Para realizar la comparación interespecífica se utilizaron 

D. guanche y D. madeirensis independientemente. No se detectaron diferencias entre 

ambas relaciones en ninguna de las dos comparaciones (tabla I.7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Genealogía de los alelos 

 

La genealogía obtenida para los diferentes alelos de la población de Galicia de 

D. subobscura se muestra en la figura I.10. La reconstrucción del árbol genealógico se 

realizó a partir de toda la región analizada. En este análisis se utilizó como outgroup la 

secuencia de D. madeirensis. En el árbol se identifican los 14 haplotipos encontrados en 

esta población. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.10. Genealogía de los 14 

alelos analizados en D. subobscura 

reconstruida por el método de 

neighbor-joining (Saitou y Nei 

1987) usando la distancia de 

Kimura de 2 parámetros (Kimura 

1980). 
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I.1.2 DISCUSIÓN 
 

I.1.2.1 DIVERSIDAD NUCLEOTÍDICA DEL GEN Fst EN D. MELANOGASTER 

Y D. SUBOBSCURA 

 

Los organismos multicelulares responden a los cambios de temperatura por 

medio de alteraciones en la composición de la membrana celular, la tasa metabólica, el 

PH intracelular, la concentración de iones y la expresión génica. No obstante, mientras 

que las respuestas celulares producidas por el estrés causado por el calor han sido bien 

caracterizadas no ocurre lo mismo en el caso del estrés producido por las bajas 

temperaturas. Sin embargo, recientemente se han realizado estudios en Drosophila con 

el objetivo de identificar genes que presenten diferencias en los niveles de expresión 

génica durante la exposición y recuperación del estrés causado por el frío (Goto 2001; 

Qin et al. 2005; Laayouni et al. 2007; Sinclair et al. 2007), así como análisis de la 

estructura genética de fenotipos de termo tolerancia en diferentes poblaciones de D. 

melanogaster y D. subobscura (Anderson et al. 2003; Morgan y Mackay 2006; 

Laayouni et al. 2007). Los resultados obtenidos en los anteriores estudios indican que el 

gen Fst es uno de los genes que se ve altamente sobreexpresado en D. melanogaster 

durante la fase de recuperación tras un choque térmico (Goto 2001, Qin et al. 2005; 

Sinclair et al. 2007 ) al igual que durante la exposición a un estrés inducido por 

desecación (Sinclair et al. 2007). El gen Fst también se expresa diferencialmente en 

individuos de poblaciones de D. subobscura que han sido expuestos a diferentes 

regímenes de temperatura (13°C vs 22°C) durante un periodo de tiempo largo (Laayouni 

et al. 2007). Por otro lado, se ha detectado variación genética significativa para dos 

fenotipos de termo tolerancia entre dos líneas de D. melanogaster (Oregon-R y 2b) e 

identificado siete QTL (loci que controlan caracteres cuantitativos), tres de los cuales 

influyen en la resistencia al frío (Morgan y Mackay 2006). Dentro de uno de los 

anteriores QTL se hallaron tres genes que previamente habían sido relacionados con la 

respuesta al frío, entre ellos el gen Fst. Por lo tanto, ambos tipos de metodología han 

sugerido que el gen Fst se encuentra implicado en la resistencia al estrés causado por el 

frío en Drosophila. 

En el presente trabajo se ha estudiado el nivel y patrón del polimorfismo 

nucleotídico del gen Fst en dos poblaciones naturales de D. melanogaster ubicadas al 

sur y al norte de la Península Ibérica: Montemayor (Córdoba) y Sant Sadurní d’Anoia 
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(Barcelona), respectivamente. A pesar de las diferencias climáticas que presentan estas 

dos localidades debido a su diferente latitud, no se detectó diferenciación genética en la 

región Fst en las líneas analizadas de D. melanogaster. Por lo tanto, si el gen Fst tiene 

un valor adaptativo, es posible que las diferencias climáticas entre las dos poblaciones 

sean insuficientes para poder determinar una diferenciación genética y provocar un 

efecto clinal en el patrón de la variabilidad de este gen. La ausencia de diferenciación 

genética permitió analizar las muestras de ambas poblaciones de D. melanogaster 

conjuntamente y comparar la variabilidad nucleotídica del gen Fst en esta especie con la 

presente en D. subobscura.  

La diversidad nucleotídica de la región Fst es un orden de magnitud superior en 

D. subobscura que en D. melanogaster (�sil = 0.0173 y �sil = 0.0028, respectivamente). 

Los niveles más altos de variación en el gen Fst de D. subobscura podrían ser atribuidos 

a un mayor tamaño efectivo de esta especie en relación a D. melanogaster. Sin 

embargo, si estas diferencias en tamaño efectivo fueran reales deberían manifestarse en 

otras regiones del genoma. Al comparar la diversidad nucleotídica del gen Fst con la 

presente en otros genes analizados en las mismas especies no se observa este hecho. 

Aunque los niveles de variación en el gen Fst de D. subobscura pueden considerarse 

típicos para la especie, estos niveles en D. melanogaster son considerablemente 

inferiores a los característicos de esta especie. Por lo tanto, las diferencias detectadas en 

los niveles de variación del gen Fst parecen ser particulares de este gen y no pueden 

explicarse por posibles diferencias en el tamaño efectivo de ambas especies.  

La estima de la diversidad nucleotídica silenciosa detectada en el gen Fst de D. 

subobscura (�sil = 0.0173) presenta un valor relativamente elevado en comparación al 

observado en otras regiones autosómicas analizadas en esta especie (tabla I.8). 

Unicamente los genes Xdh, Acph-1(O3+4) y Dca presentan niveles de polimorfismo 

silencioso superiores a Fst. Sin embargo, la estima de �sil en la región Fst es tan solo 

ligeramente superior a la esta estima promedio (�sil = 0.0122) de las 22 regiones 

estudiadas.  
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Las líneas analizadas de D. subobscura presentan la ordenación O3+4+7. El gen 

Fst en D. subobscura está localizado en la banda cromosómica 77A del cromosoma O 

que no se ve afectada por ninguna de estas inversiones. Sin embargo, la región 77A se 

encuentra localizada relativamente cerca de uno de los puntos de ruptura de la inversión 

O7, concretamente el más cercano al centrómero (77B/C). Aunque la presencia de 

inversiones puede afectar al nivel y al patrón de polimorfismo nucleotídico en las 

regiones genómicas asociadas con ellas, no se detecta ningún efecto drástico de la 

inversión O7 en la variación nucleotídica del gen Fst. Probablemente, la inversión O7 es 

lo suficiente antigua para que se haya eliminado el hipotético efecto de barrido selectivo 

en el gen Fst ocasionado por el establecimiento de esta inversión en las poblaciones 

naturales. Por otra parte, la falta de desequilibrio de ligamiento significativo después de 

Entre paréntesis se indican las estimas de � corregidas por el factor 4/3 en las regiones ligadas al cromosoma X. 
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aplicar la corrección de Bonferroni y el relativamente elevado número mínimo de 

eventos de recombinación detectados en la región Fst en la ordenación O3+4+7 indica que 

la recombinación es importante en los homocariotipos. Este resultado no es 

sorprendente ya que la frecuencia de esta ordenación en la población analizada (79%) es 

relativamente elevada (Rozas et al. 1995). 

Los niveles de variación nucleotídica detectados en el gen Fst de D. 

melanogaster (�sil = 0.0028, �s = 0.0075) son considerablemente bajos en comparación 

a los valores de 0.013 (Moriyama y Powell 1996; Andolfatto 2001) que corresponden a 

la estima promedio de la diversidad nucleotídica sinónima de genes autosómicos en 

poblaciones no africanas de D. melanogaster. Por lo tanto, la diversidad nucleotídica del 

gen Fst en D. melanogaster puede considerarse sensiblemente baja en comparación con 

la diversidad típica de la especie. En Drosophila, se ha observado que los niveles del 

polimorfismo nucleotídico están estrechamente relacionados con la tasa de 

recombinación, siendo muy bajos en las zonas con poca recombinación (Begun y 

Aquadro 1992; Aguadé y Langley 1994; Aquadro et al. 1994). El resultado anterior 

estaría así de acuerdo con la idea que el bajo nivel de variabilidad observado en el gen 

Fst de D. melanogaster es debido a su localización en una región con baja 

recombinación en esta especie. De hecho, el gen Fst de D. melanogaster se encuentra 

ubicado en la banda 85E del brazo cromosómico 3R (Goto 2001) cerca del centrómero 

y considerada como una región con recombinación bastante reducida. Según Kliman y 

Hey (1993) la tasa de recombinación para esta región es de aproximadamente 0.00093 

mientras que dicha tasa en la región central de este brazo cromosómico es de alrededor 

de 0.003. Además, cerca del gen Fst se encuentra el gen Mtn para el que también se ha 

descrito un bajo nivel de polimorfismo en D. melanogaster (Lange et al. 1990) en 

relación a D. ananassae (Stephan et al. 1994), especie en la que el gen Mtn se encuentra 

en una zona de recombinación normal. Por lo tanto, el bajo nivel de polimorfismo 

silencioso y el exceso de polimorfismos únicos detectados en la región Fst podrían 

relacionarse con la localización del gen en una zona de recombinación bastante reducida 

en D. melanogaster. 

El relativamente bajo nivel de polimorfismo en el gen Fst en D. melanogaster 

también podría explicarse por una baja tasa de mutación neutra en esta región que se 

traduciría igualmente en una baja divergencia. Aunque el test de HKA (Hudson et al. 

1987) no detecta un desajuste entre los niveles de polimorfismo y divergencia en la 

región Fst respecto a la región 5’ del gen Adh, el bajo nivel de polimorfismo silencioso 



__________________________________________________________________________________
Discusión. El gen Fst. Polimorfismo nucleotídico

 

 67 

de la región Fst no se corresponde con una baja divergencia. De hecho, la divergencia 

sinónima en el gen Fst es relativamente elevada en comparación a otros genes 

estudiados en D. melanogaster y D. simulans (Begun y Whitley 2000a).  

Por lo tanto, el bajo nivel de polimorfismo y el exceso de polimorfismos únicos 

en D. melanogaster reflejados por los valores negativos significativos de los estadísticos 

de los tests de Tajima y Fu y Li, podrían explicarse por un barrido selectivo o 

hicthhiking en o cerca del gen Fst. De hecho, la propagación de una mutación 

seleccionada positivamente en la población elimina la variación neutra que se encuentra 

ligada a ella, lo que produce una disminución en los niveles de la variación así como un 

espectro de frecuencias con un exceso de polimorfismos únicos. La baja recombinación 

de la región Fst determinaría que la zona afectada por un hipotético barrido selectivo en 

esta región fuera mayor que en una región de recombinación normal, considerando una 

intensidad de selección equivalente en ambas regiones. Además, el exceso de 

mutaciones derivadas segregando a frecuencias elevadas que se refleja por el signo 

negativo del estadístico H de Fay y Wu y que es significativo para las mutaciones no 

sinónimas, apoyaría la idea de un barrido selectivo en o cerca de la región Fst. 

Además de los factores selectivos, los factores históricos o demográficos 

podrían contribuir a los relativamente bajos niveles de variación nucleotídica y al 

exceso de polimorfismos únicos observados en el gen Fst de D. melanogaster. Aunque 

esta especie supuestamente se originó en el Este de África, se ha propagado alrededor 

del mundo principalmente por los humanos (David y Capy 1988). Así, las poblaciones 

estudiadas pueden presentar un cierto efecto fundador que determine que no se 

encuentren en equilibrio mutación-deriva. No obstante, se espera que los factores 

demográficos afecten a todo el genoma y no a genes particulares. Para poder discernir 

entre factores demográficos y selectivos se requiere información de distintas regiones 

genómicas. En la actualidad se dispone de información acerca de la variabilidad 

nucleotídica en la población de Montemayor de dos genes autosómicos: el gen Acp70 

(Cirera y Aguadé 1997) y los genes que codifican para proteínas de unión a odorantes 

(Odorant-binding proteins) OS-E y OS-F (Sánchez-Gracia et al. 2003). Los niveles de 

variabilidad encontrados en el gen Acp70 (�total = 0.016) son muy superiores a los 

detectados en el gen Fst (�total = 0.0022), mientras que los encontrados en la región OS 

(�total = 0.0018) presentan una alta similitud. No obstante, la región OS también está 

localizada en una zona de recombinación reducida. Por otro lado, el nivel de variación 

nucleotídica en la población de Sant Sadurní d’Anoia se ha estimado tras el análisis de 
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109 fragmentos no codificadores localizados a lo largo del cromosoma X (Orengo y 

Aguadé 2004). La estima promedio de la diversidad nucleotídica es � = 0.0038 con un 

rango de variación que oscila entre 0 y 0.0132. Por lo tanto, el nivel de variación en las 

regiones no codificadoras del gen Fst (�NC = 0.0014) correspondería a un nivel de 

variación relativamente bajo en la población. El análisis multilocus realizado por 

Orengo y Aguadé (2004) en la población de Sant Sadurní d’Anoia indicó que los datos 

sólo eran compatibles y con una baja probabilidad con un cuello de botella de 

intensidad intermedia relativamente reciente. Por lo tanto, parece poco probable que se 

haya producido un evento demográfico muy drástico que afecte al nivel de variabilidad 

nucleotídica de todo el genoma, por lo menos en la población de Sant Sadurní d’Anoia. 

El primer estudio recopilatorio del polimorfismo nucleotídico en D. 

melanogaster fue realizado por Moriyama y Powell (1996). Tras el análisis de 15 genes 

autosómicos detectaron un total de 59 polimorfismos no sinónimos y 133 

polimorfismos sinónimos (relación 0.44). Estudios posteriores muestran relaciones de 

0.49 (Andolfatto 2001) y 0.50 (Fay et al. 2002) basadas en el análisis de 17 y 31 genes 

autosómicos, respectivamente. Más recientemente, Bierne y Eyre-Walker (2004) han 

analizado la tasa de substituciones aminoacídicas adaptativas en D. melanogaster. Este 

estudio incluye un total de 57 genes, 41 de ellos autosómicos. En esta última muestra 

detectan 185 polimorfismos no sinónimos y 512 sinónimos, lo que representa un 

relación de 0.36. Esta relación difiere significativamente de la relación 1.125 detectada 

en el gen Fst con 9 polimorfismos no sinónimos y 8 polimorfismos sinónimos (G = 

5.29, P = 0.02). Además, cabe mencionar que tan solo en 7 de los 41 genes recopilados 

por Bierne y Eyre-Walker (2004) el número de polimorfismos no sinónimos supera al 

de sinónimos.  

A pesar que el test de McDonald y Kreitman (1991) no es estadísticamente 

significativo en ninguna de las dos especies, el índice de neutralidad mayor que 1 

detectado en D. melanogaster indicaría en esta especie una tendencia en el gen Fst hacia 

un exceso de polimorfismo no sinónimo respecto al esperado bajo el modelo neutro. 

Este tipo de desviación se ha detectado principalmente en los genes del genoma 

mitocondrial de Drosophila y otros organismos (Nachman et al. 1994; Nachman et al. 

1996; Rand y Kann 1996). La detección de un exceso de polimorfismo no sinónimo se 

ha interpretado generalmente de acuerdo al carácter ligeramente deletéreo de las 

mutaciones no sinónimas que se acumularían como polimorfismos de vida corta (short-

lived polymorphism) dentro de la especie, pero que no permanecerían en la población el 
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tiempo suficiente para llegar a fijarse y así contribuir a la divergencia entre especies. 

Una de las predicciones de la teoría casi neutra de la evolución molecular (Ohta 1992) 

es que las mutaciones ligeramente deletéreas no deberían alcanzar frecuencias 

apreciables en la población a diferencia de las mutaciones neutras que si podrían 

hacerlo. Por lo tanto, el espectro de frecuencia del polimorfismo no sinónimo y 

silencioso proporciona posibles test para comprobar esta predicción. El test de Mann-

Whitney (1999) fue empleado para comparar la distribución de frecuencias de las 

mutaciones silenciosas y las no sinónimas. Sin embargo, este test no detectó diferencias 

significativas en el rango de la distribución de las frecuencias, lo que indica un 

comportamiento similar de los dos tipos de mutaciones en el gen Fst de D. 

melanogaster. De hecho, aunque se detecta un exceso significativo de mutaciones no 

sinónimas segregando a baja frecuencia (Tajima D = -1.881, P = 0.011), también se 

detecta un exceso similar marginalmente significativo para las mutaciones silenciosas 

(Tajima D = -1.399, P = 0.063). 
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I.2 DIVERGENCIA DEL GEN Fst 

 

I.2.1 RESULTADOS 
 

I.2.1.1 DIVERGENCIA NUCLEOTÍDICA DEL GEN Fst EN EL GRUPO 

MELANOGASTER DE DROSOPHILA  

 

El gen Frost (Fst) fue secuenciado en cinco especies del grupo melanogaster de 

Drosophila. El alineamiento múltiple de estas cinco especies comprende un total de 

1590 posiciones. Sin embargo, este número se reduce a 1227 posiciones al excluir las 

posiciones con gaps. La estructura del gen Fst consiste en un único exón con una 

longitud de 873, 1023, 894, 939 y 855 pb en D. melanogaster, D. simulans. D. 

mauritiana, D. yakuba y D. erecta, respectivamente.  

En la tabla I.9 se muestran las estimas de la divergencia nucleotídica entre las 

diferentes especies para el gen Fst. Dentro de la región codificadora, las estimas de 

divergencia no sinónima (Ka) fueron inferiores a las estimas de divergencia sinónima 

(Ks) en todas las comparaciones. Además, las estimas de divergencia sinónima fueron 

siempre superiores a las correspondientes estimas en las regiones no codificadoras 

(regiones flanqueantes 5’ y 3’). La relación Ka/Ks oscila entre 0.126 y 0.243 con un 

valor promedio de 0.198. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

KNC, número de sustituciones por posición en las correspondientes regiones no codificadora; Ks, 

número de sustituciones sinónimas por posición sinónima; Ka, número de sustituciones no 

sinónimas por posición no sinónima.  mel, D. melanogaster; sim, D. simulans; mau, D. 

mauritiana; yak, D. yakuba; ere, D. erecta. 
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La figura I.11 muestra los árboles filogenéticos reconstruidos por el método de 

neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987) en base a la divergencia nucleotídica de la región 

codificadora del gen Fst. La longitud de las ramas es diferente entre D. yakuba y D. 

erecta en el caso de la divergencia total (figura I.11A). No obstante, esta diferencia no 

se observa en el árbol obtenido a partir de la divergencia sinónima (figura I.11B) 

mientras que es muy acusada al emplear la divergencia no sinónima (figura I.11C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para poder detectar posibles desviaciones de la hipótesis del reloj molecular se 

realizó el relative rate test propuesto por Wu y Li (1985) en todas las comparaciones 

posibles de acuerdo a la filogenia obtenida (tabla I.10). Este test no detectó ninguna 

desviación significativa en la constancia de la tasa de sustitución en ninguna de las 

comparaciones entre las especies del complejo melanogaster. Sin embargo, la diferencia 

en las tasas de sustitución entre los linajes de D. yakuba y D. erecta sí que es 

estadísticamente significativa. Con el objetivo de determinar que tipo de sustitución es 

la responsable de la desviación detectada en la constancia de la tasa de sustitución 

nucleotídica en estos linajes se aplicó el test de Tajima (1993). Este test permite 

contrastar si el número de sustituciones acumuladas en dos linajes difiere o no 

significativamente. El test se aplicó independientemente para las sustituciones 

sinónimas y para las no sinónimas producidas en los linajes de D. yakuba y D. erecta, 

utilizando D. melanogaster como especie de referencia. El resultado del test es 

altamente significativo para las sustituciones no sinónimas (�
2
 = 12.90, P < 0.001) e 

Figura I.11. Árboles filogenéticos obtenidos por el método de neighbor-joining (Saitou y Nei 1987) en base a la 

A) divergencia nucleotídica total de la región codificadora, B) divergencia sinónima (KS) y C) divergencia no 

sinónima (Ka) del gen Fst en el grupo melanogaster de Drosophila. 

A) B) 

C) 
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indica un exceso de sustituciones no sinónimas acumuladas en el linaje de D. erecta. El 

número de sustituciones sinónimas no difiere significativamente en ambos linajes (�
2
 = 

0.027, P > 0.05).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

También se analizó el sesgo en el uso de codones sinónimos (codon bias) en las 

diferentes especies (tabla I.11). Los niveles de codon bias detectados fueron muy 

similares y relativamente bajos en todas las especies, con una media del valor ENC 

igual a 49.873. Drosophila yakuba fue la especie con el codon bias más alto (ENC = 

46.499) mientras que D. erecta presenta el más bajo (ENC = 52.431). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nombre de las especies como en la tabla I.9. 

*P < 0.05 

CBI, índice de codon bias; ENC, número efectivo de codones. 
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I.2.1.1.1 DIVERGENCIA AMINOACÍDICA DE LA PROTEÍNA FROST EN EL 

GRUPO MELANOGASTER DE DROSOPHILA  

 

El alineamiento múltiple de la proteína codificada por el gen Fst en las 5 

especies del subgrupo melanogaster comprende un total de 330 aminoácidos (figura 

I.12). La longitud de la proteína en D. melanogaster, D. simulans, D. mauritiana, D. 

yakuba y D. erecta es de 290, 340, 297, 312 y 284 aminoácidos, respectivamente. Estas 

diferencias en el tamaño se deben principalmente a la variación en el número de 

repeticiones de los motivos PEEST en la región C-terminal de la proteína. Este número 

oscila desde 14 en D. simulans hasta 4 en D. erecta. Además de los motivos PEEST 

perfectos también se detectaron motivos que difieren en uno de los residuos (PEEIT, 

PEDST, PEETT, PKEST, TEEST, AEEST y PVEST). La oscilación en el número de 

motivos abarca desde 19 en D. simulans hasta 11 en D. erecta al tener en cuenta estos 

motivos imperfectos. Los cambios aminoacídicos que presentan los motivos PEDST, 

PEETT y AEEST son conservativos puesto que no producen ningún cambio en las 

propiedades físico-químicas de los aminoácidos. Sin embargo, los cambios en los 

motivos PEEIT, PKEST, TEEST y PVEST son radicales ya sea para la polaridad, la 

carga o ambos. 

Otra característica a destacar de la proteína FROST es el ser una proteína muy 

rica en el aminoácido treonina (T). Así, el porcentaje de treonina que presenta la 

proteína FROST en las especies del grupo melanogaster oscila entre 12.47% en D. 

melanogaster hasta 14.41% en D. simulans. La mayoría de estos residuos se encuentran 

en pares separados por un número irregular de aminoácidos en las diferentes especies. 

El número de pares de treoninas observado es de 12 en D. melanogaster (TTX6 TTX8 

TTX17 TTX11 TTX10 TTX6 TTX10 TTX5 TTX23 TTX6 TTX14 TT), 19 en D. simulans (TTX6 

TTX8 TTX9 TTX6 TTX9 TTX10 TTX6 TTX10 TTX5 TTX7 TTX6 TTX14 TTX6 TTX13 TTX14 TTX14 

TTX14 TTX14 TT), 14 en D. mauritiana (TTX8 TTX9 TTX6 TTX9 TTX7 TTX6 TTX10 TTX5 

TTX7 TTX6 TTX14 TTX29 TTX14 TT), 17 en D. yakuba (TTX6 TTX8 TTX9 TTX6 TTX12 TTX9 

TTX6 TTX10 TTX6 TTX11 TTX9 TTX5 TTX13 TTX14 TTX14 TTX14 TT) y 14 en D. erecta 

(TTX6 TTX12 TTX9 TTX5 TTX12 TTX9 TTX5 TTX13 TTX6 TTX6 TTX6 TTX6 TTX6 TT). 

Otra característica de la proteína codificada por el gen Fst, es la presencia de una 

región rica en prolinas (P). En la figura I.12 esta región se encuentra ubicada entre las 

posiciones 115 y 124. En D. melanogaster esta región incluye un total de 10 prolinas 

adyacentes (aunque se ha identificado una línea con 7 residuos), mientras que en D. 
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Figura I.12. Alineamiento múltiple de la secuencia aminoacídica de la proteína codificada por el gen Fst. 

Los puntos (.) indican aminoácidos idénticos a los de la secuencia de referencia y los guiones (-) deleciones 

de aminoácidos respecto a esta secuencia. En gris se indica la región rica en prolinas. En verde, los motivos 

PEEST conservados en todas las especies. En amarillo, los motivos que presentan un cambio en uno de los 

residuos del motivo PEEST en la secuencia de referencia. En fucsia, las inserciones de motivos con 

respecto a la secuencia de referencia. En azul, los motivos PEEST presentes en D. melanogaster pero que 

presentan algún cambio en uno de los residuos en alguna o varias de las especies restantes. D.mel, D. 

melanogaster; D.sim, D. simulans; D.mau, D. mauritiana; D.yak, D. yakuba y D.ere, D. erecta. 

simulans y D. yakuba incluye 7 residuos, en D. erecta 9 y en D. mauritiana uno de los 7 

residuos adyacentes presenta un cambio de prolina a alanina. 
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I.2.1.2 DIVERGENCIA NUCLEOTÍDICA DEL GEN Fst EN EL GRUPO 

OBSCURA DE DROSOPHILA 

 

La región Fst fue secuenciada en tres especies del grupo obscura de Drosophila: 

D. subobscura, D. madeirensis y D. guanche. La secuencia de D. pseudoobscura 

empleada para realizar los diferentes análisis corresponde a la obtenida en el proyecto 

de secuenciación del genoma de esta especie. El alineamiento múltiple de las cuatro 

especies comprende un total de 804 posiciones que se reduce a 561 al eliminar aquellas 

posiciones que presentan gaps. Al igual que en el grupo melanogaster de Drosophila, la 

estructura del gen Fst en estas cuatro especies consiste en un único exón con una 

longitud de 783 pb en D. pseudoobscura y de 588 pb en D. subobscura, D. madeirensis 

y D. guanche. 

Las estimas de la divergencia nucleotídica detectada para las posiciones no 

sinónimas (Ka) fueron inferiores a las correspondientes estimas para las posiciones 

sinónimas (Ks) en todas las comparaciones (tabla I.12). Además, las estimas de 

divergencia en las regiones no codificadoras (regiones flanqueantes 5’ y 3’) también 

fueron siempre inferiores a las estimas de Ks. La relación Ka/Ks oscila entre 0.255 y 

0.470 con un valor promedio de 0.325. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la figura I.13 se muestran los árboles filogenéticos obtenidos a partir de la 

divergencia de la región codificadora del gen Fst usando D. pseudoobscura como 

especie outgroup. Al analizar la divergencia total y no sinónima se observa que la rama 

que conduce a D. guanche es ligeramente más larga que las que conducen a las especies 

D. subobscura y D. madeirensis. 

KNC, número de sustituciones por posición en las correspondientes regiones no codificadoras; Ks,, 

número de sustituciones sinónimas por posición sinónima; Ka, número de sustituciones no sinónimas 

por posición no sinónima. guan, D. guanche; pseu, D. pseudoobscura; mad, D. madeirensis; sub, D. 

subobscura. 
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La distribución geográfica de las especies D. madeirensis y D. guanche está 

restringida a las islas de Madeira y Canarias, respectivamente. Por el contrario, D. 

subobscura es una especie que presenta una distribución paleártica y, por lo tanto, se 

espera que su tamaño efectivo (Ne) sea mayor que el de las especies insulares. Para 

poder determinar si existe un efecto en la tasa de sustitución nucleotídica causado por 

un Ne menor en D. madeirensis y D. guanche se aplicó el relative rate test (Wu y Li 

1985) entre las especies del complejo subobscura usando D. pseudoobscura como 

outgroup (tabla I.13). En las comparaciones entre D. subobscura y D. guanche o entre 

D. madeirensis y D. guanche usando D. pseudoobscura como outgroup, los valores 

negativos de la diferencia K13 – K23 indican una tasa de sustitución más elevada en el 

linaje de D. guanche (tabla I.13). No obstante, esta diferencia no es estadísticamente 

significativa. Por otro lado, el relative rate test no detectó ninguna desviación 

significativa de la hipótesis del reloj molecular entre D. subobscura y D. madeirensis 

utilizando D. guanche (o D. pseudoobscura) como especie outgroup. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.13. Árboles filogenéticos obtenidos por el método de neighbor joining (Saitou y Nei 1987) en base a la A) 

divergencia nucleotídica total de la región codificadora , B) divergencia sinónima (Ks) y C) divergencia no sinónima 
(Ka) del gen Fst en el grupo obscura de Drosophila. 

A) 
B) 

C) 

Nombre de las especies como en la tabla I.12. 
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El nivel de codon bias que refleja el uso desigual de los codones sinónimos, y 

que depende entre otras características del tamaño efectivo (Ne), fue estimado para las 

diferentes especies del grupo obscura (tabla I.14). Drosophila pseudoobscura fue la 

especie con el nivel de codon bias más elevado (ENC = 46.106). En las especies 

restantes, estas estimas fueron muy similares y relativamente bajas. La media del valor 

ENC en las especies del grupo obscura es igual a 56.947. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I.2.1.2.1 DIVERGENCIA AMINOACÍDICA DE LA PROTEÍNA FROST EN EL 

GRUPO OBSCURA DE DROSOPHILA 

 

El alineamiento múltiple de la proteína codificada por el gen Fst en las cuatro 

especies del grupo obscura analizadas consta de 268 aminoácidos (figura I.14). En las 

especies D. subobscura, D. madeirensis y D. guanche la longitud de la proteína es de 

195 aminoácidos mientras que en D. pseudoobscura alcanza un total de 260 

aminoácidos. Del mismo modo que lo observado en el grupo melanogaster de 

Drosophila, esta diferencia en el tamaño de la proteína se debe principalmente a la 

variación en el número de repeticiones tanto de los motivos PEEST perfectos como de 

aquellos que difieren en uno de los residuos (SEEST, PEDST, PVEST, PDEST y 

TEEST). El número de motivos PEEST oscila entre 1 en D. subobscura, D. madeirensis 

y D. guanche hasta 3 en D. pseudoobscura. Este número aumenta a 6 y 10, 

respectivamente, cuando se tienen en cuenta los motivos que difieren en uno de los 

residuos. El porcentaje de treonina que presenta la proteína FROST en este grupo oscila 

entre 15% en D. pseudoobscura hasta 16.92% en D. subobscura y D. madeirensis. La 

mayoría de estos residuos se encuentran en pares separados de una forma más regular 

que la observada en las especies del grupo melanogaster. En D. pseudoobscura se 

detectaron 18 pares de treoninas (TTX8 TTX5 TTX6 TTX5 TTX9 TTX9 TTX5 TTX9 TTX9 

CBI, índice de codon bias; ENC, número efectivo de codones  
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TTX5 TTX9 TTX9 TTX5 TTX9 TTX9 TTX11 TTX9 TT), 9 en D. subobscura y D. 

madeirensis (TTX9 TTX13 TTX7 TTX9 TTX19 TTX6 TTX29 TTX8 TT) y 8 en D. guanche 

(TTX9 TTX13 TTX7 TTX9 TTX19 TTX6 TTX39 TT). Por otro lado, ninguna de las especies 

analizadas del grupo obscura presenta la región rica en prolinas detectada en las 

especies del grupo melanogaster de Drosophila. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.14. Alineamiento múltiple de la secuencia aminoacídica de la proteína codificada por el gen Fst en el 

grupo obscura de Drosophila. Los puntos (.) indican aminoácidos idénticos a los de la secuencia de referencia y los 

guiones (-) deleciones de aminoácidos respecto a esta secuencia. En amarillo se indican los motivos PEEST que 

presentan un cambio en uno de los residuos en la secuencia de referencia. En fucsia, las inserciones de motivos con 

respecto a esta secuencia. En azul, los motivos PEEST en D.sub que presentan un cambio en uno de los residuos en 

alguna de las especies restantes. En gris, los motivos PEEST perfectos o con un cambio en uno de los residuos en 

D.pseu y que presentan más de un cambio en el resto de las especies. D.sub D. subobscura; D.made, D. 

madeirensis; D.guan, D. guanche; D.pseu, D. pseudoobscura. 
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I.2.2 DISCUSIÓN 

 
I.2.2.1 DIVERGENCIA NUCLEOTÍDICA Y AMINOACÍDICA DEL GEN Fst EN 

D. MELANOGASTER Y D. SUBOBSCURA 

 

La divergencia en el gen Fst se ha analizado independientemente en los grupos 

melanogaster y obscura de Drosophila. El motivo de no haber realizado un análisis 

conjunto es la dificultad de alinear con una cierta seguridad las secuencias del gen entre 

ambos grupos de especies debido principalmente al elevado número de 

adiciones/deleciones que se han producido en la región de los motivos PEEST durante 

la divergencia. En la figura I.15 se presenta un posible alineamiento de la proteína 

codificada por el gen Fst entre D. melanogaster y D. subobscura. La similitud más 

elevada de la secuencia aminoacídica de ambas especies se encuentra en los primeros 26 

aminoácidos de la región N-terminal de la proteína. El alineamiento del resto de la 

proteína es muy dudoso y puede considerarse tan solo una aproximación. Sin embargo, 

este alineamiento entre D. melanogaster y D. subobscura se utilizó para estimar la 

divergencia sinónima y no sinónima en la región codificadora del gen Fst entre estas 

especies. La estima de divergencia sinónima (Ks = 1.232) es comparable a las estimas 

encontradas en 17 genes secuenciados en D. melanogaster y D. subobscura recopilados 

en Munté et al (1997) y que oscilan entre 0.536 en el gen Sxl y 1.586 en el gen Adhr. 

Por el contrario, el gen Fst presenta la estima de divergencia no sinónima (Ka = 0.512) 

más elevada en comparación a la detectada en los otros genes secuenciados en ambas 

especies. Estas estimas oscilan entre 0.021 en el gen Antp y 0.405 en el gen Cp15. Este 

resultado indicaría que el gen Fst está evolucionando rápidamente en las posiciones no 

sinónimas. 

La evolución rápida del gen Fst se manifiesta tanto por la elevada divergencia 

no sinónima como por el acumulo de inserciones/deleciones. De hecho, una de las 

características particulares del gen Fst es la presencia de una serie de repeticiones 

(PEEST) que se ubican en la región C-terminal de la proteína. El número de 

repeticiones en D. melanogaster es de 10 pero en D. subobscura se reduce a 1. De igual 

forma, el número de motivos que difieren en uno de los residuos (PEDST, TEEST, 

PVEST, etc) en D. melanogaster (13) es mayor que en D. subobscura (9). Esta 

variación en el número de motivos no sólo se detecta entre los grupos melanogaster y 

obscura sino también dentro de cada uno de los grupos. La longitud de la proteína en las 
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distintas especies oscila entre 340 y 195 aminoácidos y esta longitud coincide 

únicamente en tres de las especies estudiadas (D. subobscura, D. madeirensis y D. 

guanche). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El alto porcentaje de treoninas (T) detectado en la proteína FROST en las 

especies de Drosophila analizadas es una característica que también se ha observado en 

diferentes Antifreeze Proteins (AFPs) de insectos (Gram et al. 1997; Duman et al. 

1998). No obstante, la estructura fundamental de las anteriores proteínas consiste de una 

serie de repeticiones de 12 aminoácidos (CTXSXXCXXAXT) que se encuentran en tándem 

(Gram et al. 1997; Liou et al. 1999). La estructura tridimensional propuesta para una 

AFP del escarabajo Tenebrio monitor (TmAFP) (Liou et al. 1999; Liou et al. 2000) es 

una hélice � formada por siete repeticiones de 12 residuos donde la mayoría de los 

residuos de treonina se alinean de forma regular en uno de los lados de la proteína para 

formar una superficie que interactúe con los cristales de hielo. Adicionalmente, se ha 

propuesto que la treonina actuaría como un residuo de unión al hielo en diferentes 

AFPs, principalmente en la AFP de tipo I (Knight et al. 1991) y la AFP de tipo III 

(Chao et al. 1994). Por lo tanto, a pesar de que en las especies de Drosophila estudiadas 

en este trabajo los pares de treoninas hallados en la proteína FROST se encuentran 

separados por un número de residuos que es bastante variable, el alto contenido de este 

aminoácido en la proteína FROST podría estar relacionado con su función. 

Otra característica de la proteína Fst en las especies del grupo melanogaster es 

la presencia de una serie de prolinas (P) consecutivas en la primera mitad de la proteína. 

Figura I.15 Alineamiento de la proteína codificada por el gen Fst en D. melanogaster y D. subobscura. Los 

puntos (.) indican el mismo aminoácido que en la secuencia de D. melanogaster. Los guiones (-) corresponden a 
deleciones de aminoácidos. D. mel, D. melanogaster; D. sub, D. subobscura 
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El número de prolinas varía tanto entre especies como dentro de especie ya que se ha 

detectado polimorfismo en esta característica en D. melanogaster. La forma mayoritaria 

en esta especie presenta 10 prolinas consecutivas, mientras que este número es 7 en D. 

simulans y D. yakuba, 5 en D. mauritiana, y 9 en D. erecta. Sorprendentemente, las 

especies del grupo obscura han perdido esta característica. Se requeriría un análisis 

funcional comparativo entre las especies de los grupos melanogaster y obscura para 

determinar si la pérdida de los residuos de prolina afecta a la función de la proteína 

FROST. 

La divergencia del gen Fst en el grupo melanogaster se analizó en un total de 5 

especies. La estima de la divergencia sinónima entre D. melanogaster y D. simulans (Ks 

= 0.144) puede considerarse relativamente elevada si se compara con la estima 

promedio de la divergencia nucleotídica silenciosa de 19 genes autosómicos analizados 

en ambas especies (Ksil = 0.108) (Begun y Whitley 2000). De hecho, únicamente 3 de 

los 19 genes están evolucionando más rápidamente en las posiciones sinónimas que el 

gen Fst. Un argumento similar es válido al considerar la divergencia no sinónima. La 

estima de Ka en el gen Fst de 0.035 es superior a la estima promedio para los mismos 

genes (Ka = 0.011) (Begun 2002). También en este caso sólo 3 de los 19 genes 

presentan estimas de Ka superiores a las del gen Fst.  

La relación Ka/Ks es siempre inferior en las comparaciones entre las especies del 

grupo melanogaster que en las comparaciones entre especies del grupo obscura. De 

hecho, la estima promedio de la relación Ka/Ks en las especies del grupo melanogaster y 

del grupo obscura es 0.198 y 0.325, respectivamente. Este resultado indicaría que las 

constricciones funcionales de la proteína FROST son menores en el grupo obscura, lo 

que comporta una menor selección purificadora en este grupo de especies.  

En general, los árboles filogenéticos reconstruidos de acuerdo a la divergencia 

del gen Fst están de acuerdo con las relaciones filogenéticas de las especies analizadas. 

Tan solo se detecta una discrepancia en el árbol reconstruido en base a la divergencia 

sinónima en el grupo melanogaster (figura I.11B) en el que D. simulans aparece más 

estrechamente relacionada con D. melanogaster que con D. mauritiana. Sin embargo, 

está generalmente aceptado que D. simulans es evolutivamente más cercana a D. 

mauritiana. Por otro lado, los árboles filogenéticos de la figura I.11 indican una 

estrecha relación entre D. yakuba y D. erecta. Aunque D. erecta se consideraba la 

especie outgroup de todas las analizadas, estudios recientes (Ko et al. 2003) ya apuntan 

hacia una estrecha relación entre D. yakuba y D. erecta, tal como se observa de acuerdo 
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a la divergencia del gen Fst. Los árboles filogenéticos de las figuras I.11A y I.11C 

muestran que la rama que conduce a D. erecta es considerablemente más larga que la 

que conduce a D. yakuba. La filogenia obtenida permite la aplicación del relative rate 

test utilizando cualquier especie del complejo melanogaster como outgroup. Utilizando 

D. melanogaster como especie outgroup se detectó una diferencia altamente 

significativa en la tasa de sustitución nucleotídica entre los linajes de D. yakuba y de D. 

erecta causada por una aceleración en la tasa de sustitución no sinónima en el linaje de 

D. erecta. De las 32 sustituciones aminoacídicas fijadas en el linaje de D. erecta, 12 

están ubicadas en la región N-terminal de la proteína entre las posiciones 25 y 75. La 

mayoría de estos 12 reemplazamientos, un total de 8, son radicales con valores elevados 

de distancia físico-química entre los aminoácidos. Por lo tanto, la selección positiva 

podría haber causado la fijación de algunos de estos reemplazamientos posiblemente 

debido a cambios beneficiosos en la especificidad de la proteína. 

Las estimas de divergencia nucleotídica en las regiones no codificadoras de 

todas las especies son bastante inferiores a las detectadas en las posiciones sinónimas de 

la región codificadora. Esta constricción en las posiciones no codificadoras es más 

evidente en la región 5’ flanqueante del gen Fst en las especies del grupo melanogaster 

y en la región 3’ en las especies del grupo obscura. La diferente longitud de las regiones 

5’ y 3’ analizadas en ambos grupos de especies podría explicar esta discrepancia. No 

obstante, la elevada diferencia entre la divergencia sinónima y la divergencia de las 

regiones no codificadoras indica que la selección purificadora está manteniendo 

regiones importantes posiblemente involucradas en la regulación del gen Fst. Sin 

embargo, hasta el momento las regiones promotoras y reguladoras de este gen no han 

sido caracterizadas. 

Las estimas del sesgo en el uso de codones sinónimos son más elevadas en las 

especies del grupo melanogaster que en las del grupo obscura. Se ha propuesto que el 

ambiente recombinacional puede afectar al uso de codones sinónimos (Kliman y Hey 

1993; Munté et al. 1997) en el sentido de que el codon bias es inferior en las regiones de 

baja recombinación debido a una menor eficacia de la selección débil en el 

mantenimiento de los codones preferentes. Sin embargo, el gen Fst se encuentra en una 

región con niveles reducidos de recombinación en, por ejemplo, D. melanogaster en 

comparación con D. subobscura. Por lo tanto, las diferencias en el ambiente 

recombinacional no parecen poder explicar las diferencias detectadas en el uso de 

codones sinónimos entre las especies de los grupos melanogaster y obscura. Aunque el 



_______________________________________________________________ 
Discusión. El gen Fst. Divergencica nucleotídica y aminoacídica 

 

 85 

menor codon bias en las especies del grupo obscura podría indicar una mayor 

divergencia sinónima en estas especies, este hecho no se refleja en los datos obtenidos 

ya que, como se ha indicado, la relación Ka/Ks es superior en las especies del grupo 

obscura que en las del grupo melanogaster. Sin embargo, los menores niveles de las 

constricciones funcionales en algunas proteínas permiten acumular un mayor número de 

sustituciones no sinónimas causando un incremento en el valor de la relación Ka/Ks. 
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CAPÍTULO II 

EL GEN DROSOPHILA COLD ACCLIMATION (Dca) 
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II.1. POLIMORFISMO NUCLEOTÍDICO DEL GEN Dca 
 

II.1.1 RESULTADOS 
 

II.1.1.1 POLIMORFISMO NUCLEOTÍDICO DEL GEN Dca EN D.

MELANOGASTER 

 

La variabilidad nucleotídica del gen Dca fue analizada en 21 líneas de D. 

melanogaster capturadas en dos poblaciones naturales: Montemayor y Sant Sadurní 

d’Anoia. La región secuenciada comprende aproximadamente 1.6 kb e incluye la 

totalidad de la región codificadora (aproximadamente 1 kb) y parte de las regiones 5’ y 

3’ flanqueantes con una longitud de alrededor de 0.5 kb y 50 pb, respectivamente. 

 

Diferenciación genética entre poblaciones 

 

La diferenciación genética entre las poblaciones de Montemayor y Sant Sadurní 

d’Anoia fue estimada usando el estadístico Fst (Hudson et al. 1992). El valor observado 

al comparar las dos poblaciones analizadas (Fst = 0.126) no difiere significativamente 

del esperado bajo el modelo neutro en muestras aleatorias de una población panmítica 

sin subdivisión (figura II.1). Por lo tanto, ambas poblaciones se consideraron 

conjuntamente en los análisis posteriores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.1. Distribución del estadístico Fst en una población panmítica de 

21 individuos (ver material y métodos).
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Análisis del polimorfismo nucleotídico 

 

El alineamiento múltiple de las 21 líneas de D. melanogaster presenta un total de 

1577 posiciones que se reducen a 1556 al eliminar las posiciones con gaps. En el 

alineamiento se detectaron un total de 7 polimorfismos por inserción/deleción y 42 

polimorfismos por cambio nucleotídico (figura II.2). Seis de los 7 polimorfismos por 

inserción/deleción se detectaron en la región 5’ flanqueante donde también se 

observaron 14 polimorfismos por cambio nucleotídico, uno de los cuales presenta una 

variante única. La región codificadora presenta 23 polimorfismos por cambio 

nucleotídico, de los cuales 17 son sinónimos y 6 no sinónimos. Cinco de las 17 

posiciones polimórficas presentan variantes únicas. En la región codificadora no se 

detectaron polimorfismos por inserción/deleción. En el intrón se detectaron 2 

polimorfismos por cambio nucleotídico y uno por inserción/deleción. En la región 3’ 

flanqueante se identificaron 3 polimorfismos por cambio nucleotídico, uno de los cuales 

presenta una variante única.  
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Figura II.3. Polimorfismo aminoacídico de la proteína 

codificada por el gen Dca en las 21 de D. melanogaster 

líneas secuenciadas de las poblaciones de Montemayor 

(M) y Sant Sadurni d’Anoia (CN). P# variante proteica. 

Ver el pie de la figura II.2 para detalles.  

Análisis del polimorfismo aminoacídico 

 

El alineamiento múltiple de la secuencia aminoacídica de la proteína codificada 

por el gen Dca en las 21 líneas estudiadas de D. melanogaster se muestra en la figura 

II.3. El alineamiento completo contiene un total de 303 aminoácidos. Se observaron 6 

polimorfismos no sinónimos de los cuales 3 presentan variantes únicas. Entre los 

polimorfismos aminoacídicos detectados, se encontraron tanto cambios de aminoácidos 

conservativos como radicales. Por ejemplo, los cambios lisina/arginina (Lys/Arg), 

valina/isoleucina (Val/Ile) y ácido aspártico/glutamina (Asp/Glu) en las posiciones 713, 

1216 y 1227, respectivamente, pueden clasificarse como conservativos debido a que no 

producen cambio ni en la carga ni en la polaridad del aminoácido. Por el contrario, los 

cambios alanina/ácido aspártico (Ala/Asp) y valina/ácido aspártico (Val/Asp) en las 

posiciones 947 y 1519, respectivamente, son radicales puesto que alteran las 

propiedades físico-químicas del aminoácido. 
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Diversidad haplotípica 

 

Las 21 líneas de D. melanogaster analizadas se agrupan en 14 haplotipos al 

considerar todos los polimorfismos por cambio nucleotídico detectados en la región 

estudiada. El número de haplotipos identificados no se ve afectado si se consideran 

asimismo los polimorfismos por inserción/deleción. De los 14 haplotipos identificados, 

once corresponden a líneas únicas, dos de ellos están presentes en 4 líneas y el restante 

es común a 2 líneas. La diversidad haplotípica es Hd = 0.938. 

La región 5’ flanqueante muestra un estructura haplotípica muy acusada ya que 

en ella sólo se detectan 9 haplotipos en las 21 líneas analizadas. De hecho, en esta 

región la diversidad haplotípica es 0.781 (vs 0.938 en toda la región estudiada) con un 

haplotipo compartido por 9 líneas. 

Cuando se consideran únicamente los polimorfismos observados en la región 

codificadora, las 21 líneas analizadas se agrupan en 14 haplotipos que codifican para 9 

variantes proteicas (figura II.3). En esta figura se observa que las variantes P3 y P6 son 

las que presentan una mayor frecuencia (un 23.8% de las líneas analizadas). Una de las 

variantes (P1) alcanza una frecuencia del 19% mientras que las restantes (P2, P4, P5, 

P7, P8 y P9) aparecen con una frecuencia inferior al 10%. Entre estas últimas, la 

variante P2 se encontró en 2 líneas, mientras que las restantes están presentes en una 

sola línea. 

 

Desequilibrio de ligamiento y recombinación 

 

El grado de desequilibrio de ligamiento se analizó para las posiciones 

polimórficas informativas. Los 35 polimorfismos informativos detectados permitieron 

hacer un total de 595 comparaciones, de las que 174 (29.2%) fueron significativas con 

el test �2
 y 25 (4.2%) permanecieron significativas tras aplicar la corrección de 

Bonferroni para múltiples tests. A pesar del relativamente elevado porcentaje de 

comparaciones significativas, el nivel global de desequilibrio en el total de la región 

analizada no fue significativo de acuerdo a los estadísticos Zs (Zs = 0.179; P = 0.668), 

ZA (ZA = 0.309; P = 0.27), Wall’s B (Wall`s B = 0.117; P = 0.64) y Wall’s Q (Wall’s Q 

= 0.228; P = 0.463) bajo la hipótesis conservativa de no recombinación. El número 

mínimo de eventos de recombinación (Rm) detectados fue de 9: tres en la región 5’ 

flanqueante, 5 en la región codificadora y 1 entre estas dos regiones. 
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Se detectó un acumulo de desequilibrios de ligamiento significativos en la 

región 5’ flanqueante. Así, 55 de las 78 comparaciones (70%) realizadas entre los 

polimorfismos de esta región fueron significativas con el test �2 
y 31 de ellas (39.7%) 

permanecieron significativas tras aplicar la corrección de Bonferroni. Este resultado está 

de acuerdo con la fuerte estructura haplotípica presente en esta región. 

Por el contrario, en la región codificadora (incluyendo el intrón) 43 de las 190 

(22.6%) comparaciones realizadas son significaivas por el test de �2
 y tan solo 9 de ellas 

(4.7%) permanecen significativas tras aplicar la correción de Bonferroni.  

 

Diversidad nucleotídica 

 

Los niveles del polimorfismo nucleotídico fueron estimados para distintos tipos 

de posiciones (tabla II.1). La diversidad nucleotídica (�) para toda la región analizada 

fue 0.009. Esta estima es ligeramente inferior a la de 0.015 obtenida para las posiciones 

silenciosas (regiones 5’ y 3’ flanqueantes, intrón y posiciones sinónimas de la región 

codificadora). Dentro de la región codificadora, la estima para las posiciones no 

sinónimas es 0.003, mientras que para las posiciones sinónimas es 0.026. En la región 

no codificadora (regiones 5’ y 3’ flanqueantes e intrón) la diversidad nucleotídica es 

0.011, estima bastante inferior a la diversidad nucleotídica sinónima (�s = 0.026). Las 

estimas de � fueron en general inferiores a las estimas de �, resultado que indica un 

exceso de polimorfismos con variantes segregando a frecuencias intermedias en la 

región Dca. 
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Test del neutralismo 

 

Los test de neutralismo propuestos por Tajima (1989) y Fu y Li (1993) se 

aplicaron para determinar si el patrón del polimorfismo observado en la región Dca se 

ajusta a las predicciones del neutralismo (tabla II.2). Estos tests se realizaron 

independientemente para diferentes tipos de posiciones. Los estadísticos propuestos 

para aplicar los distintos tests fueron positivos para todos los tipos de posiciones 

excepto para las no sinónimas. Los resultados de aplicar los distintos tests fueron 

siempre no significativos a excepción de los test de Fu and Li en la región 5’ 

flanqueante (P < 0.05), región en la que el test de Tajima fue marginalmente 

significativo. Estos resultados indican que el patrón del polimorfismo observado en la 

región analizada se ajusta a las predicciones del neutralismo, a excepción de la región 5’ 

flanqueante donde existe una desviación hacia un exceso de variantes segregando a 

frecuencias intermedias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

El test de MacDonald y Kreitman (1991) se aplicó para determinar si la relación 

entre el número de polimorfismos dentro de especie y el número de diferencias fijadas 

entre especies es equivalente para los cambios sinónimos y no sinónimos. Para realizar 

la comparación interespecífica se utilizó D. simulans. No se detectaron diferencias 

significativas entre ambas relaciones (tabla II.3). 

 

 

 

Probabilidad de obtener un valor del test estadístico menor que el observado tras simulación de 

coalescencia. 

*P < 0.05 
#
 0.05 < P < 0.1 
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Genealogía de los alelos 

 

La figura II.4 muestra la genealogía de los diferentes alelos de las poblaciones 

de Montemayor y Sant Sadurní d’Anoia incluyendo también la línea del proyecto de 

secuenciación del genoma de D. melanogaster así como la secuencia publicada del 

cDNA (Goto 2000). Para este análisis se utilizó la secuencia de D. simulans como 

especie outgroup. En el árbol se pueden identificar los dos casos de haplotipos 

compartidos por cuatro líneas (CN1-M13-CN23-CN26 y M11-M26-M55-M59) y las 

dos líneas que comparten otro haplotipo (CN22-CN24). No se observan agrupaciones 

de alelos por localidad, lo que apoya el hecho de que las poblaciones analizadas no se 

encuentran genéticamente diferenciadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.4. Genealogía de los alelos de las 

poblaciones de Montemayor (M) y Sant 

Sadurni d’Anoia (CN) reconstruida por el 

método de neighbor-joining (Saitou y Nei, 

1987) usando la distancia de Kimura de 2 

parámetros (Kimura 1980). 
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II.1.1.2 POLIMORFISMO NUCLEOTÍDICO DEL GEN DCA EN D. 

SUBOBSCURA 

 

Se analizó un fragmento de aproximadamente 1.6 Kb en 13 líneas de D. 

subobscura de una población natural de Galicia (España). El fragmento analizado 

contiene toda la región codificadora (968 pb) del gen Dca y parte de las regiones 5’ y 3’ 

flanqueantes con una longitud aproximada de 0.3 y 0.5 kb, respectivamente. 

 

Ubicación citológica del gen Dca 

 

Los resultados de la hibridación in situ del gen Dca en los cromosomas 

politénicos de D. subobscura muestra una señal de hibridación ubicada en la banda 

citológica 86A del cromosoma O cerca al punto de rotura distal de la inversión 7 

(77B/C-85E) (figura II.5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Análisis del polimorfismo nucleotídico 

 

El alineamiento múltiple de las 13 líneas de D. subobscura comprende un total 

de 1808 posiciones. Sin embargo, el número de posiciones se reduce a 1660 después de 

eliminar aquellas que presentan gaps en una o varias de las líneas. Se detectaron tanto 

polimorfismos por inserción/deleción como polimorfismos por cambio nucleotídico. El 

número total de estos polimorfismos en toda la región secuenciada fue de 14 

Figura II.5. Hibridación in situ del gen Dca en cromosomas politénicos de 

D. subobscura. La flecha indica la señal de hibridación. 
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polimorfismos por inserción/deleción y 84 polimorfismos por cambio nucleotídico 

(figura II.6). En dos posiciones polimórficas (una en la región codificadora y una en la 

región 3’ flanqueante) se detectaron segregando 3 variantes, por lo que el número 

mínimo de mutaciones es 86. 

En la región 5’ flanqueante se observaron 4 de los 14 polimorfismos por 

inserción/deleción y 21 posiciones polimórficas por cambio nucleotídico, de las cuales 

17 presentan variantes únicas. La región codificadora presenta 33 polimorfismos por 

cambio nucleotídico y no se detectó ningún polimorfismo por inserción/deleción. De los 

33 polimorfismos detectados, 11 son no sinónimos y 22 sinónimos. Un total de 11 

polimorfismos de estos 33 presentan variantes únicas. En el intrón se observaron 9 

polimorfismos por cambio nucleotídico, de los cuales 4 presentan variantes únicas y un 

polimorfismo por inserción/deleción. En la región 3’ flanqueante se detectaron un total 

de 22 polimorfismos por cambio nucleotídico, de los que 15 presentan variantes únicas. 

Además, en esta región se identificaron nueve polimorfismos por inserción/deleción. 

 

Análisis del polimorfismo aminoacídico 

 

En la figura II.7 se muestra el alineamiento múltiple de la secuencia 

aminoacídica de la proteína codificada por el gen Dca en las 13 líneas de D. 

subobscura. Este alineamiento incluye un total 303 aminoácidos. Se detectaron un total 

de 11 polimorfismos no sinónimos que representan 10 polimorfismos aminoacídicos, ya 

que dos de los cambios no sinónimos (posiciones 731 y 732) afectan al mismo codón. 

Cinco de los 11 polimorfismos no sinónimos presentan variantes únicas. 
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De los polimorfismos aminoacídicos detectados se encontraron tanto cambios 

conservativos como radicales. Por ejemplo, los cambios fenilalanina/triptófano 

(Phe/Trp) y valina/isoleucina (Val/Ile) en las posiciones 731 y 976, respectivamente, 

pueden considerarse como conservativos puesto que no varían ninguna de las 

propiedades físico-químicas del aminoácido. Por el contrario, algunos cambios como 

glutamina/valina (Glu/Val) y lisina/metionina (Lys/Met) en las posiciones 392 y 1244, 

respectivamente, alteran la polaridad del aminoácido y, por lo tanto, pueden 

considerarse como radicales. Al tener en cuenta las secuencias de D. madeirensis y D. 

guanche, todos los aminoácidos presentes en una única línea son derivados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Diversidad haplotípica 

 

Las 13 líneas de D. subobscura analizadas se agrupan en 13 haplotipos al 

considerar todos los polimorfismos por cambio nucleotídico detectados en la región 

estudiada. Es decir, cada línea corresponde a un haplotipo y por lo tanto la diversidad 

haplotípica es Hd = 1.  

Figura II.7. Polimorfismo aminoacídico de la proteína codificada por el gen 

Dca en las 13 líneas de D. subobscura secuenciadas de la población de 

Galicia. P#, variante proteica. Ver pie de la figura II.6 para detalles. 
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Cuando se consideran únicamente los polimorfismos detectados en la región 

codificadora, las 13 líneas de D. subobscura también corresponden a 13 haplotipos que 

representan 10 variantes proteicas. En la figura II.7 se observa que las variantes 

proteicas P3 y P9 presentan la mayor frecuencia (están presentes en el 15,4% y 23,1% 

de las líneas analizadas, respectivamente). El resto de variantes (P2, P4-P8 y P10) se 

encuentran en líneas individuales (con una frecuencia menor del 10%). 

 

Desequilibrio de ligamiento y recombinación 

 

El grado de desequilibrio de ligamiento se analizó entre las 61 posiciones 

polimórficas informativas detectadas. Un total de 75 de las 595 comparaciones 

realizadas (12.6%) fueron significativas por el test �
2
, pero ninguna de ellas permaneció 

significativa tras aplicar la corrección de Bonferroni. Se detectaron 13 eventos de 

recombinación en toda la región analizada: 1 en la región 5’ flanqueante, 7 en la región 

codificadora, 1 entre la región codificadora y el intrón, 1 entre la región codificadora y 

la región 3’ flanqueante y 3 en la región 3’ flanqueante.  

 

Diversidad nucleotídica  

 

Los niveles de la variabilidad nucleotídica intraespecífica fueron estimados para 

distintos tipos de posiciones (tabla II.4). La diversidad nucleotídica silenciosa (�sil = 

0.02) es similar a la detectada en D. melanogaster (�sil = 0.015, tabla II.1). Dentro de la 

región codificadora, la estima para las posiciones sinónimas (�s) es 0.033, mientras que 

para las posiciones no sinónimas (�a) es de 0.006. La estima detectada en la región no 

codificadora (regiones 5’ y 3’ flanqueantes e intrón) de 0.016 es de aproximadamente la 

mitad de la diversidad nucleotídica para las posiciones sinónimas (�s = 0.033). 
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Test del neutralismo 

 

Los test de neutralismo propuestos por Tajima (1989) y Fu y Li (1993) se 

aplicaron para determinar si el patrón de polimorfismo detectado en la región Dca en D. 

subobscura se ajusta al esperado bajo el neutralismo (tabla II.5). Estos tests fueron 

realizados independientemente para diferentes tipos de posiciones. Los estadísticos 

propuestos para aplicar estos tests son negativos en todos los casos a excepción del 

estadístico D de Tajima para las posiciones no sinónimas de la región codificadora. Sin 

embargo, solamente los tests realizados en la región 5’ flanqueante son significativos (P 

< 0.05), mientras que son marginalmente significativos (0.05 < P < 0.1) los tests 

realizados en la región no codificadora. Estos resultados sugieren que el patrón del 

polimorfismo observado en la región analizada concuerda con el esperado bajo el 

neutralismo, excepto en la región 5’ flanqueante que presenta un exceso de variantes 

segregando a baja frecuencia debido a la abundancia de variantes únicas. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

�, número de mutaciones 

Probabilidad de obtener un valor del test estadístico menor que el observado tras simulación de 

coalescencia sin recombinación. 

*P < 0.05. 
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El test de MacDonald y Kreitman (1991) se aplicó para determinar si la relación 

entre el número de polimorfismos dentro de especie y el número de diferencias fijadas 

entre especies es equivalente para los cambios sinónimos y no sinónimos. Para la 

comparación interespecífica se utilizaron D. guanche o D. madeirensis (tabla II.6). No 

se detectaron diferencias significativas entre ambas relaciones en ninguna de las dos 

comparaciones. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El test de HKA (Hudson et al. 1987) se aplicó para determinar si el nivel del 

polimorfismo silencioso detectado en la región Dca está correlacionado con el nivel de 

divergencia silenciosa observado entre D. subobscura y D. guanche. Para aplicar este 

test, los niveles de polimorfismo y divergencia silenciosa de la región Dca se 

compararon con los niveles detectados en la región rp49 de una muestra de Galicia con 

la ordenación O3+4 (Rozas et al. 1995) asumiendo que esta región evoluciona siguiendo 

el modelo neutro. El valor obtenido del estadístico �2 
en el test HKA no es significativo 

(�2
 = 0.086, P = 0.768). 

 

Genealogía de los alelos 

 

La genealogía de los diferentes alelos de la población de Galicia de D. 

subobscura se muestra en la figura II.8. La reconstrucción del árbol genealógico se 

realizó a partir de la variación detectada en toda la región analizada. Para este análisis se 

utilizó la secuencia D. madeirensis como outgroup.  
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Figura II.8. Genealogía de los 13 alelos analizados de D. subobscura reconstruida por 

el método neighbor-joining (Saitou y Nei 1987) utilizando la distancia de Kimura de 2 

parámetros (Kimura 1980). 
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II.1.2 DISCUSIÓN 
 

II.1.2.1 DIVERSIDAD NUCLEOTÍDICA DEL GEN Dca EN D. MELANOGASTER Y 

D. SUBOBSCURA 

 

En los últimos años se han realizado varios estudios con el propósito de detectar 

genes que se expresen durante la exposición y recuperación a las bajas temperaturas en 

Drosophila, especialmente en D. melanogaster. El gen Dca ha sido identificado como un 

gen que se sobreexpresa durante la aclimatación a 15º C en D. melanogaster (Goto 2000). 

Posteriormente, se han realizado análisis con microarrays (Qin et al. 2005) y RT-PCR 

cuantitativa (Sinclair et al. 2007) para determinar los posibles cambios en la abundancia de 

los tránscritos en individuos de D. melanogaster después de la exposición a 0ºC y a otros 

tipos de estrés (desecación e inanición). Estos estudios han detectado una reducción en la 

abundancia del mRNA del gen Dca en la respuesta al frío. Estas discrepancias en los 

niveles de expresión de este gen han sido explicadas de acuerdo a la diferencia en la 

temperatura empleada en los diferentes estudios (15ºC vs 0ºC). La posible función de la 

proteína DCA se ha relacionado con la regulación del Ca
2+

 debido a su similitud con la 

proteína SMP-30 de los mamíferos (Goto 2000). Por lo tanto, se ha sugerido que los 

cambios necesarios en la expresión del gen Dca para la regulación del Ca
2+

 durante la 

aclimatación a bajas temperaturas y durante la recuperación después de un choque frío son 

diferentes. 

En el presente estudio el polimorfismo nucleotídico en la región Dca de D. 

melanogaster fue analizado conjuntamente para las poblaciones naturales de Montemayor y 

Sant Sadurní d’Anoia debido a la falta de diferenciación genética entre ellas. Al igual que 

en el gen Fst, las diferencias climáticas que presentan las poblaciones analizadas no 

parecen ser lo suficientemente importantes para determinar una diferenciación genética en 

el gen Dca.  

A diferencia de lo detectado en el gen Fst, los niveles de diversidad nucleotídica 

silenciosa del gen Dca en D. melanogaster (�sil = 0.015) y D. subobscura (�sil = 0.02) son 

similares, aunque ligeramente superiores en esta última especie. Este resultado refuerza que 

el bajo nivel de polimorfismo del gen Fst en D. melanogaster se debe a su localización en 
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una zona de baja recombinación. Por otro lado, el gen Dca está asociado pero no afectado 

por inversiones cromosómicas que segregan como polimórficas en ambas especies. En D. 

melanogaster el gen se encuentra ubicado en la banda 88D2 del brazo cromosómico 3R, a 

aproximadamente una sección cromosómica del punto de rotura proximal de la inversión 

In(3R)P (89C2-96A1). Asimismo, en D. subobscura se ubica en la banda 86A 

relativamente cercano al punto de rotura distal de la inversión 7 (77B/C-85E). No obstante, 

esta asociación del gen Dca con inversiones cromosómicas no parece afectar al nivel de 

variación del gen en ninguna de las dos especies. 

El valor del nivel de polimorfismo silencioso del gen Dca en D. subobscura (�sil = 

0.02) se encuentra entre los más elevados detectados en la especie con un valor promedio 

para los loci autosómicos de �sil = 0.0122 (tabla I.8). Tan solo los genes Acph-1 (�sil = 

0.0210 en la ordenación O3+4) y Xdh (�sil = 0.0337) muestran niveles de polimorfismo 

silencioso superiores. No obstante, tras la aplicación del test HKA no se detectaron 

diferencias significativas en los niveles de polimorfismo y divergencia de los genes rp49 y 

Dca, lo que no permite concluir que haya un exceso de polimorfismo nucleotídico en el gen 

Dca de D. subobscura. 

En D. melanogaster los valores de diversidad nucleotídica de la región Dca (�sil = 

0.015, �s = 0.026) también se encuentran entre los más elevados detectados en la especie. 

La diversidad nucleotídica sinónima promedio de diferentes genes autosómicos en 

poblaciones no africanas de D. melanogaster es �s = 0.013 (Moriyama y Powell 1996, 

Andolfatto 2001), aproximadamente la mitad que la detectada en el gen Dca. De hecho, 

únicamente el gen Amy-p presenta una diversidad nucleotídica sinónima comparable a la 

del gen Dca.  

En la figura II.9 se muestra la distribución de la diversidad nucleotídica a lo largo de 

la región codificadora del gen Dca tanto en D. subobscura como en D. melanogaster. 

Como puede observarse, la ligeramente menor diversidad nucleotídica detectada en D. 

melanogaster en relación a D. subobscura se distribuye bastante homogéneamente a lo 

largo de toda la región analizada, excepto al inicio del exón 1. Además, se observa la 

presencia de regiones con picos altos de polimorfismo así como de zonas de baja o nula 

variabilidad que, por lo general, muestran una buena correspondencia entre las dos 

especies. 
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El primer pico de polimorfismo se ubica aproximadamente en el centro del primer 

exón con un valor máximo de � = 0.023 en D. melanogaster y de � = 0.029 en D. 

subobscura. El segundo pico se sitúa al final primer exón y presenta un valor de � = 0.013 

en D. melanogaster y de � = 0.032 en D. subobscura. Finalmente, en el inicio del segundo

exón (incluyendo el intrón) se localiza el pico con la diferencia más acusada de � entre las 

dos especies, con un valor de � = 0.011 en D. melanogaster y de � = 0.042 en D. 

subobscura. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El segundo pico de polimorfismo (localizado alrededor de la posición 700 en la 

figura II.9) incluye en D. subobscura diversos polimorfismos no sinónimos en fuerte 

desequilibrio de ligamiento. De hecho, tal como puede observarse en la figura II.7, las 

distintas variantes aminoacídicas presentes en las posiciones 731, 860, 959 y 976 segregan 

a frecuencias intermedias y se encuentran casi totalmente asociadas. Esta asociación se 

extiende además a otras posiciones sinónimas como la 951 y la 984. Este patrón no se 

detecta en D. melanogaster y contrasta con el patrón de polimorfismo que se detecta en la 

Figura II.9. Análisis de sliding window de la diversidad 

nucleotídica (�) a lo largo de la región codificadora del gen 

Dca en D. subobscura y D. melanogaster. Debajo de la gráfica 

se presentan los exones (en gris) y el intrón. Tamaño de la 

ventana de 100 pb con solapamientos de 25 pb. 
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zona 5’ flanqueante de la región Dca en D. subobscura con un exceso significativo de 

variantes únicas. 

El patrón de polimorfismo en la región Dca en D. melanogaster y D. subobscura 

difiere considerablemente en las regiones flanqueantes. En ninguna de las especies el 

patrón de polimorfismo de la región 5’ flanqueante concuerda con lo esperado bajo el 

modelo neutro tal y como indican los resultados significativos al aplicar distintos tests de 

neutralidad (tablas II.2 y II.5). No obstante, la naturaleza de la desviación detectada difiere 

en ambas especies. La región 5’ flanqueante de D. melanogaster muestra una fuerte 

estructura haplotípica con un exceso de variantes a frecuencias intermedias y en fuerte 

desequilibrio de ligamiento entre ellas. Por el contrario, en D. subobscura la región 5’ 

flanqueante está caracterizada por un exceso de variantes únicas. En la región 5’ 

flanqueante del gen Dca de D. melanogaster se han descrito 13 elementos reguladores 

(Goto 2000), de los que 5 están incluidos en el fragmento analizado en este estudio. No 

obstante, únicamente uno de los elementos GATA-1 descritos presenta una posición 

polimórfica, lo que indica una fuerte constricción a variar de dichos elementos. 
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II.2 DIVERGENCIA DEL GEN Dca 
 

II.2.1 RESULTADOS 
 

II.2.1.1 DIVERGENCIA NUCLEOTÍDICA DEL GEN Dca EN DROSOPHILA 

 

El gen Dca fue secuenciado en 5 especies del subgrupo melanogaster (D. 

melanogaster, D. simulans, D. mauritiana, D. yakuba y D. erecta) y 3 especies del 

grupo obscura de Drosophila (D. subobscura, D. madeirensis y D. guanche). Además, 

para realizar los diferentes análisis se utilizaron las secuencias nucleotídicas de la región 

codificadora del gen Dca de las especies D. sechellia, D. ananassae, D. pseudoobscura 

y D. persimilis obtenidas a partir de las bases de datos de los proyectos de 

secuenciación del genoma de estas especies. En D. pseudoobscura y D. ananassae se 

detectó más de una región con una elevada similitud con la región codificadora del gen 

Dca. El análisis de Dot plot confirmó el número de copias del gen presentes en estas dos 

especies. En D. ananassae se identificaron 3 copias que se encuentran formando un 

cluster en una región de aproximadamente 3.5 kb. Dos de las copias corresponden a 

genes funcionales (ana1 y ana3) y la tercera puede considerarse pseudogen (ana2) 

debido a la presencia de un codón de stop prematuro, por lo que no fue empleada en la 

mayor parte de los análisis. En D. pseudoobscura, las dos regiones con alta similitud 

encontradas corresponden a sendas copias funcionales del gen (pse1 y pse2) separadas 

por aproximadamente 10 kb (figura II.10).  
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La longitud de la región codificadora de todas las especies analizadas es de 909 

pb a excepción de D. ananassae la que difiere del resto de especies por una inserción de 

tres nucleótidos. Por lo tanto, el alineamiento múltiple de la región codificadora de las 

14 secuencias consta de un total de 912 posiciones. En todas las especies, la estructura 

del gen Dca esta formada por dos exones separados por un pequeño intrón. La longitud 

de la región codificadora incluyendo el intrón varía desde 966 pb en D. erecta hasta 988 

pb en D. yakuba. 

La tabla II.7 muestra la matriz de distancias de las estimas de divergencia 

corregidas de acuerdo al método de Nei-Gojobori (1986) modificado por Nei y Kumar 

(Nei y Kumar 2000). Sobre la diagonal se muestra la divergencia sinónima (Ks) y bajo 

la diagonal la correspondiente divergencia no sinónima (Ka). En todas las 

comparaciones, las estimas de Ka son bastante inferiores a las correspondientes estimas 

de Ks. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estimas de divergencia de acuerdo al método de Nei-Gojobori (1986) modificado por Nei y Kumar (2000). 

Las estimas de divergencia sinónima (Ks) y no sinónima (Ka) se muestran sobre y bajo la diagonal, 

respectivamente. mel, D. melanogaster; sim, D. simulans; sec, D. sechellia; mau, D.mauritiana; yak, D. yakuba; 

ere, D. erecta; ana, D.ananassae; pse, D. pseudoobscura; sub, D. subobscura; mad. D. madeirensis y gua, D. 

guanche. 

Figura II.10. Análisis de Dot plot del gen Dca en A) una región genómica de 5.5 kb de D. ananassae y B) una 
región genómica de 12.5 kb de D. pseudoobscura. 
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Las estimas de Ks entre las especies del subgrupo melanogaster y las incluidas 

en el grupo obscura oscilan entre 0.552 y 0.694. Estas estimas son considerablemente 

superiores a las detectadas entre D. ananassae y las especies del grupo obscura, con un 

rango que oscila entre 0.429 y 0.509 para ana1 y entre 0.454 y 0.506 para ana3. Por el 

contrario, las estimas de divergencia no sinónima (Ka) son mayores en las 

comparaciones entre las especies del grupo obscura y D. ananassae (desde 0.20 hasta 

0.207 para ana1 y desde 0.215 hasta 0.220 para ana3) que en las comparaciones entre 

las especies del grupo obscura y las del subgrupo melanogaster (desde 0.127 hasta 

0.163). 

Para determinar si las diferencias en los niveles de divergencia sinónima 

detectados pueden estar relacionadas con diferencias en el codon bias, se estimó el 

sesgo en el uso de codones sinónimos para las diferentes especies (tabla II.8). Las 

especies del grupo obscura presentan niveles de codon bias superiores a los encontrados 

en las especies del subgrupo melanogaster. Los valores detectados en D. ananassae son 

similares a los que presentan las especies del grupo obscura, mientras que D. yakuba y 

D. erecta exhiben los niveles más altos de codon bias dentro del subgrupo 

melanogaster. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CBI, índice de codon bias; ENC, número efectivo de codones. 
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Los árboles obtenidos por el método de neighbor-joining a partir de las 

sustituciones sinónimas y no sinónimas se muestran en las figuras II.11A y II.11B, 

respectivamente. En ambos casos la mayoría de los nodos están soportados por 

porcentajes de boostrap relativamente elevados. La topología observada es similar en 

los dos árboles, sin embargo en el obtenido en base a la divergencia sinónima la rama 

que lleva a las especies del subgrupo melanogaster es inusualmente larga. En el caso de 

la divergencia no sinónima destaca la longitud de las ramas que conducen a las 

diferentes copias del gen Dca de D. ananassae. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La aplicación del relative-rate test propuesto por Wu y Li (1985) para la 

divergencia total de la región codificadora del gen Dca entre las especies del grupo 

melanogaster no permitió detectar diferencias significativas en la tasa de sustitución 

nucleotídica. No obstante, al emplear el relative-rate test de Tajima (1993) para las 

sustituciones sinónimas y no sinónimas independientemente entre las especies del 

A) 

B) 

Figura II.11. Árboles filogenéticos obtenidos por el método de neighbor-joining 

(Saitou y Nei 1987) en base a la A) divergencia sinónima y B) no sinónima del gen 

Dca.  
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subgrupo melanogaster y las tres copias del gen Dca en D. ananassae empleando D. 

subobscura como especie outgroup (tabla II.9), se detectó un exceso significativo de la 

tasa de fijación de las mutaciones no sinónimas en el linaje de D. ananassae en todas 

las comparaciones realizadas. Únicamente la comparación entre ana1 y mel presenta 

desviaciones significativas de la constancia de la tasa de sustitución para las mutaciones 

sinónimas, siendo marginalmente significativas las comparaciones entre ana1-sim, 

ana1-sec, ana1-mau y ana2-yak. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Evolución del intrón 

 

La estructura del gen Dca en todas las especies analizadas se encuentra formada 

por dos exones separados por un intrón que puede ser clasificado de fase 2 puesto que 

interrumpe la pauta de lectura del gen entre la segunda y la tercera base de un codón.  

m1 y m2, número de sustituciones sinónimas en los linajes que llevan a las 

especies 1 y 2, respectivamente. 

r1 y r2, número de sustituciones no sinónimas en los linajes que llevan a las 

especies 1 y 2, respectivamente.  

Nombre de las especies como en la tabla II.7. 

*P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001 
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La posible diferencia en los patrones de sustitución nucleotídica, inserciones y 

deleciones en el intrón, fue analizada dentro de las especies del cluster melanogaster 

(D. melanogaster, D. simulans, D. sechellia y D. mauritiana) y entre aquellas que 

conforman el cluster subobscura (D. pseudoobscura, D. subobscura, D. madeirensis y 

D. guanche), independientemente.  

Dentro del subgrupo melanogaster, D. yakuba presenta el intrón más largo con 

un tamaño 76 pb, mientras que en el grupo obscura es D. persimilis la especie con el 

mayor intrón (62 pb). Por lo tanto, el intrón presente en todas las especies analizadas 

puede catalogarse dentro de la clase de intrones cortos (Mount et al. 1992; Yu et al. 

2002). El tamaño del intrón en cada especie, así como las estimas de la divergencia en 

el subgrupo melanogaster y el grupo obscura se muestran en la tabla II.10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De acuerdo al criterio de máxima parsimonia se infirió el número de 

sustituciones nucleotídicas y de indels que presenta la secuencia del intrón en las 

especies del cluster melanogaster. Con esta finalidad se utilizaron D. yakuba y D. 

erecta como especies outgroup. La especie empleada como outgroup en el cluster 

Nombre de las especies como en la tabla 

II.7. Entre paréntesis, longitud del 

alineamiento entre pares de especies. 
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subobscura fue D. persimilis (tabla II.11). En el cluster melanogaster se detectaron un 

total de 19 sustituciones y 2 indels en la comparación con D. yakuba y un total de 17 

sustituciones y 2 indels en la comparación con D. erecta. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El cluster subobscura presenta 18 sustituciones y 5 indels. La relación 

sustituciones/indels para el cluster melanogaster es muy similar en las dos 

comparaciones (9.5 al usar D. yakuba como outgroup y 8.5 al usar D. erecta), mientras 

que en el cluster subobscura la relación observada es inferior (3.6). Sin embargo, el test 

de �
2
 de contingencia realizado a partir de los valores observados de sustituciones 

nucleotídicas y de indels detectados en cada cluster no es significativo (�2
 = 1.224; P = 

0.268 y �2
 = 0.942; P = 0.331 al utilizar D. yakuba o D. erecta como outgroups, 

respectivamente). El número de sustituciones por posición es muy similar en los dos 

cluster, con valores de 0.243 sustituciones/pb en la comparación con D. yakuba y de 

0.293 sustituciones/pb en la comparación con D. erecta dentro del cluster melanogaster 

y un valor de 0.264 sustituciones/pb en el cluster subobscura.  

Los indels detectados fueron clasificados como inserciones o deleciones. De los 

dos indels hallados en el cluster melanogaster en la comparación con D. yakuba, uno es 

una inserción de 2 pb y el otro es una deleción de 20 pb. En la comparación con D. 

erecta también se detectaron 2 indels en este cluster, pero en este caso ambos son 

inserciones de 2 pb y 1pb. En el cluster subobscura se identificaron 5 indels, de los 

cuales 3 representan deleciones de 4 pb, 1pb y 5 pb y los dos restantes son inserciones 

de 5 pb y 2 pb.  

La relación deleciones/inserciones es de 1 para el cluster melanogaster en la 

comparación con D. yakuba y de 1.5 en el cluster subobscura. Estas estimas son muy 

parecidas al valor de la relación entre deleciones/inserciones de 1.35 detectado por 

 Sub, substituciones; Del, deleciones; Ins, inserciones. 
a
 Número total de pares de bases (incluyendo los gaps) en el alineamiento. 

b
 Especies empleadas como outgroup para el cluster melanogaster. 

c
 Especies empleadas como outgroup para el cluster obscura. 
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Comeron y Kreitman (2000) en un estudio de polimorfismo de indels en intrones de D. 

melanogaster y por Parsch (2003) en un estudio realizado en el subgrupo melanogaster. 

 

Genes parálogos 

 

Se detectó la presencia de más de una región con una alta similitud al gen Dca 

en D. pseudoobscura y D. ananassae (figura II.10). En la primera especie, se 

identificaron dos regiones que corresponden a genes funcionales y se encuentran 

separadas aproximadamente 10 kb. En D. ananassae, fueron detectadas tres regiones 

que se encuentran formando un cluster de aproximadamente 3.5 kb. Dos de estas 

regiones (ana1 y ana3) corresponden a genes funcionales mientras que la tercera (ana2) 

puede considerarse pseudogen puesto que presenta un codón de stop prematuro en la 

posición 90 de la secuencia aminoacídica (figura II.12A).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A) 

Figura II.12 Alineamiento múltiple de la secuencia aminoacídica de A) las tres copias del gen Dca detectadas en 

Drosophila ananassae y B) de las dos copias encontradas en Drosophila pseudoobscura. Los puntos (.) indican 

aminoácidos idénticos a los de la secuencia de referencia. Los guiones (-) deleciones de aminoácidos. El asterisco (*) 
muestra el codón de stop prematuro en la copia ana2. 

B) 
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El alineamiento múltiple de la secuencia aminoacídica codificada por los 3 

genes parálogos en D. ananassae comprende un total de 309 aminoácidos (figura 

II.12A). En ana2 se detectaron dos inserciones y una deleción con respecto a las copias 

ana1 y ana3. Las dos inserciones se encuentran en el inicio de la región codificadora y 

comprenden un total de 2 y 3 aminoácidos, mientras que la deleción se ubica al final del 

gen y abarca 5 aminoácidos. Por lo tanto, las tres copias presentan una pauta de lectura 

de igual longitud (304 aminoácidos). La comparación ana1-ana2 presenta 99 

diferencias sinónimas y 116 no sinónimas, mientras que en ana1-ana3 las diferencias 

sinónimas se reducen a 79 y las no sinónimas a 90. En la comparación ana2-ana3 las 

diferencias sinónimas y no sinónimas observadas fueron 81 y 71, respectivamente. En 

D. pseudoobscura, el alineamiento de la secuencia aminoacídica codificada por las dos 

copias del gen Dca comprende 303 aminoácidos (figura II.12B). El número de 

diferencias nucleotídicas detectadas entre las dos copias es de 10 (8 sinónimas y 2 no 

sinónimas). No se observaron deleciones ni inserciones. 

Las estimas de la divergencia nucleotídica corregidas por el método de Nei-

Gojobori (1986) modificado (Nei y Kumar 2000) entre los diferentes genes parálogos 

de D. ananassae y de D. pseudoobscura se muestran en la tabla II.12. Las estimas de 

divergencia silenciosa corresponden a la divergencia en las posiciones sinónimas y en el 

intrón. En D. ananassae, la comparación ana1-ana2 presenta las estimas de divergencia 

más elevadas para todos los tipos de posiciones. Los menores valores tanto de 

divergencia sinónima como silenciosa se encuentran en la comparación ana1-ana3, 

mientras que la comparación ana2-ana3 presenta los niveles más bajos de divergencia 

no sinónima. Todas las estimas de divergencia en la comparación entre pseu1-pseu2 son 

muy bajas, especialmente para las posiciones no sinónimas. 

 

 

 

 

 

 

La relación entre la divergencia no sinónima (Ka) y sinónima (Ks) entre las 

diferentes copias del gen Dca en D. ananassae y en D. pseudoobscura son menores de 

1. Sin embargo, el valor observado varía desde 0.354 en la comparación ana2-ana3 

hasta 0.5 en la de ana1-ana2, mientras que en pseu1-pseu2 este valor es 

Nombre de las especies como en la tabla II.7. 
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extremadamente bajo (0.097) (tabla II.12). En la figura II.13 se muestra la distribución

de la relación Ka/Ks a lo largo de la región codificadora entre las diferentes 

comparaciones de D. ananassae. A pesar del relativamente buen ajuste en la 

distribución del ratio Ka/Ks en las distintas comparaciones, la zona central del gen 

contiene regiones con valores de Ka/Ks > 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Análisis de maximum likelihood (ML) de la región codificadora del gen Dca

 

La evolución molecular y la divergencia de los genes Dca parálogos y ortólogos 

se analizaron usando diferentes modelos evolutivos implementados en el programa 

PAML (Yang 1997) y de acuerdo a la filogenia de la figura II.14. El análisis fue 

realizado en 12 especies del subgénero Sophophora, aunque el número total de 

secuencias utilizadas fue de 14 al incluirse las dos copias funcionales detectadas en D. 

ananassae y D. pseudoobscura. Las secuencias de los genes anterior fat body protein 

(AFP) de Calliphora vicina (Blue Blowfly) y Sarcophoga peregrina (Fleshfly) con 

elevada similitud al gen Dca se utilizaron como outgroup. 

 

 

 

 

Figura II.13. Análisis de sliding window de la relación entre la divergencia no 

sinónima (Ka) y sinónima (Ks) en las diferentes comparaciones entre las copias 

del gen Dca en D. ananassae. El tamaño de la ventana es de 70 posiciones con 

desplazamientos de 10 posiciones. 
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 Los valores de log likelihood (l) así como las estimas de los parámetros bajo 

diferentes modelos se muestran en la tabla II.13. El modelo M0 (one–ratio model) 

asume la misma relación dN/dS (dN/dS = �) para todas las ramas de la filogenia y 

presenta un l0 = - 5405.100. Por el contrario, de acuerdo al modelo FR (free-ratio 

model) que admite una � diferente para cada una de las ramas del árbol, infiere un valor 

de l1 = - 5356.091. Puesto que el modelo M0 incluye 31 parámetros y el modelo FR 59, 

dos veces la diferencia de log likelihood, 2�l = 2(l1 – l0) = 98.017 puede ser comparada 

con una distribución �
2
 con 28 grados de libertad para poder determinar si el modelo FR 

se ajusta mejor a los datos que el modelo M0. La diferencia entre los dos modelos es 

significativa (P = 1.058 x 10
-9

), indicando que el valor de � es diferente en los distintos 

linajes. 

 

 

 

Figura II.14 Filogenia de las 14 secuencias del gen Dca en las 12 especies analizadas de 

Drosophila y las dos especies empleadas como outgroup. Call, Calliphora vicina; sar, 

Sarcophoga peregrina. Los números sobre cada una de las ramas son las estimas de 

maximun likelihood del número de sustituciones no sinónimas/sinónimas para cada rama 

empleando el modelo FR. La longitud de las ramas se muestra en proporción a las 

estimas de la divergencia. En rojo, ramas tropicales; en verde, ramas templadas; en lila el 
resto de ramas (outgroup) 
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Las estimas de los valores de � detectados en las diferentes ramas de acuerdo al 

modelo FR indican que el gen Dca presenta unos niveles de constricción funcional 

elevados. El número de sustituciones sinónimas y no sinónimas para cada una de las 

ramas del árbol fueron calculadas a partir de los parámetros estimados bajo el modelo 

FR y se presentan en la figura II.14. 

f, grados de libertad; l,valor de log likelihood; �, relación dN/dS; �, relación entre el número de 

transiciones y transversiones; Trop, ramas tropicales; Temp, ramas templadas; Res, resto de 
ramas. 
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Un factor que podría contribuir a dicha heterogeneidad es la diferencia en la 

distribución geográfica de las especies estudiadas. Por este motivo, la divergencia entre 

ellas se analizó atendiendo a las condiciones climáticas de su área de distribución. Con 

esta finalidad, estas 12 especies se han clasificado en templadas o tropicales de acuerdo 

a Gilbert et al (2001). Estos autores detectaron una muy buena relación entre la 

distribución de diversas especies de Drosophila y su capacidad de recuperación tras un 

tratamiento prolongado a 0°C. Las especies templadas se recuperaban mucho más 

rápidamente que las especies tropicales. Este resultado les permitió caracterizar, por 

ejemplo, a D. melanogaster y D. simulans como especies tropicales de acuerdo a su 

origen climático y a pesar de presentar en la actualidad una distribución cosmopolita. 

En base a esta idea, D. madeirensis y D. guanche se han considerado especies 

templadas aunque su distribución actual es subtropical. 

Para determinar la posible diferencia en la evolución del gen Dca en linajes 

específicos causada por la asociación con la distribución geográfica, se empleó un 

modelo (BrTrop-Temp) con tres valores de � diferentes: uno (�Trop) para los linajes 

tropicales, uno (�Temp) para los linajes templados y otro (�Res) para el resto de ramas 

(outgroup). Este modelo es significativamente mejor que el modelo M0 (2�l = 

34.651848, P = 2.988 x 10
-8

), indicando que el valor de � para las ramas tropicales 

(�Trop = 0.124) es significativamente diferente al obtenido para las ramas templadas 

(�Temp = 0.082). Un resultado similar se obtuvo si D. melanogaster y D. simulans se 

consideraban especies templadas o si D. madeirensis y D. guanche se consideraban 

tropicales. El modelo BrTrop-Temp también se comparó con el modelo FR. En este 

caso, el modelo FR se ajusta mejor a los datos (2�l = 63.365528, P = 5.821 x 10
-5

), 

indicando que otros factores además del carácter tropical o templado de las especies está 

contribuyendo a la heterogeneidad de los valores de � entre las ramas. 

De acuerdo con los anteriores modelos, el parámetro � se estima como un 

promedio sobre todas las posiciones de las secuencias analizadas. Sin embargo, este 

criterio es muy restrictivo para poder detectar selección positiva puesto que la mayoría 

de los cambios adaptativos normalmente afectan a pocos aminoácidos de la proteína 

mientras que los restantes permanecen muy conservados. Por lo tanto, el valor de � 

calculado a partir del criterio anterior puede no ser significativamente >1 incluso si se 

ha producido algún evento de adaptación molecular. Para evitar este problema y poder 

identificar posibles aminoácidos bajo selección positiva, se emplearon modelos 
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estadísticos que permiten que el parámetro � varíe entre las diferentes posiciones (site 

models) (Nielsen y Yang 1998; Yang et al. 2000). 

 Los resultados de las estimas de ML al emplear los modelos M1 (nearly neutral), 

M2 (selección), M3 (discreto), M7 (beta) y M8 (beta & �) se muestran en la tabla II.13. 

Los análisis realizados con los modelos M1, M2 y M3 (K=2 y K=3) indican que el 71-

87% de las posiciones analizadas se encuentran bajo una fuerte selección purificadora 

con valores de � que van desde 0.03 hasta 0.06. Sin embargo, de acuerdo al modelo M3 

(K=2) en el resto de posiciones la selección es más relajada con valores de � = 0.31 (en 

los modelos M1 y M2 se fija una clase de � con valor 1). Las estimas de los parámetros 

obtenidos con los modelos M7 y M8 sugieren que los valores de � presentan una 

distribución beta en forma de L, con la mayoría de aminoácidos muy conservados o 

poco variables (p ~ 0.4 y q ~ 3.5). 

Los modelos M1 y M2 fueron comparados para determinar si existen posiciones 

bajo selección natural. Ambos modelos no difieren en las estimas de ML por lo que no 

existen evidencias de selección natural en ningún codón en particular. Sin embargo, los 

modelos discretos (M3 con K = 2 o K = 3) se ajustan significativamente mejor que el 

modelo M0 a los datos. No obstante, los parámetros estimados bajo el M3 (K = 3) 

indican que ningún sitio se encuentra bajo selección positiva. Adicionalmente, este 

modelo no es significativamente mejor que el modelo más simple M3 (K = 2) 

proporcionando evidencia de la no existencia de sitios con � > 1. Sin embargo, existen 

dos categorías de posiciones evolucionando con diferentes niveles de constricción 

(M3(K = 2), �0 = 0.027 y �1 = 0.307). Similarmente, a pesar de que el modelo M8 

identifica una pequeña proporción de sitios (p1 = 2.2%) con un valor de � = 1.28, no 

identifica ninguna posición bajo selección positiva 

El modelo alternativo A de branch-sites fue implementado con el propósito de 

determinar la existencia de sitios bajo selección positiva en linajes específicos. Este 

modelo, el cual es una extensión del modelo M1, asume que hay dos clases de sitios (�0 

< 1 y �1 = 1) en todos los linajes y permite que algunos sitios evolucionen bajo 

selección positiva, incorporando una �2 > 1, en el linaje de interés (foreground 

branches). Para los análisis se escogieron dos tipos de ramas como foreground: las que 

llevan a los linajes tropicales y a las que llevan a los linajes templados. Este modelo se 

ajusta significativamente mejor que el modelo M1 en ambos casos (tropicales, 2�l = 

21.426, P = 2.224 x 10
-5

; templados, 2�l = 16.738, P = 0.000232), e identifica 1 (104D) 
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y 2 (140W, 146S) (figura II.15) posiciones bajo selección positiva, respectivamente. Por 

último, para evitar la identificación de falsos positivos con el modelo de branch-sites, se 

empleó el test 2 (Zhang et al. 2005) que compara el modelo alternativo A y el modelo 

nulo A con �2 = 1. No obstante, este test es significativamente mejor únicamente en las 

ramas templadas. Por lo tanto, a pesar de que los modelos de branch-sites predicen 

posiciones seleccionadas positivamente, no se puede descartar que el valor de �2 > 1 en 

los linajes tropicales sea causado por la relajación de la constricción funcional (�2 � 1), 

mientras que la selección positiva puede haber actuado en las ramas templadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura II.15. Alineamiento múltiple de la proteína codifica por el gen Dca en las especies analizadas. En negro se 

indican aminoácidos idénticos en todas las secuencias y en gris aminoácidos con propiedades bioquímicas similares. 

Mel, D. melanogaster; Sim, D. simulans; Sec, D. sechelia; Mau, D. mauritiana; Yak, D. yakuba; Ere, D. erecta; Ana, 

D. ananassae; Ps, D. pseudoobscura ; Per, D. persimillis; Sub, D. subobscura; Mad, D. madeirensis; Gua, D. guanche; 

Cal, Calliphora vicina; Sar, Sarcophaga peregrina. 
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II.2.2 DISCUSIÓN 
 

II.2.2.1 DIVERGENCIA NUCLEOTÍDICA DEL GEN DCA EN DROSOPHILA 

 

Los resultados obtenidos muestran que las estimas de la divergencia sinónima 

(Ks) entre las especies del grupo obscura y D. ananassae fueron inferiores que las 

detectadas entre las especies del grupo obscura y las incluidas en el subgrupo 

melanogaster a pesar que el tiempo de divergencia coincide en ambas comparaciones. 

Esta diferencia parecería indicar una aceleración en la tasa de fijación de mutaciones 

sinónimas en el linaje que conduce a las especies del subgrupo melanogaster. Esta 

aceleración también se ve reflejada en el árbol filogenético de la figura II.11A en el que 

destaca la longitud de la rama que conduce a dichas especies. Estos resultados pueden 

relacionarse con las diferencias en el sesgo en el uso de codones sinónimos entre las 

especies. De hecho, las especies del grupo obscura y D. ananassae muestran un sesgo 

en el uso de codones sinónimos más acusado que las especies del subgrupo 

melanogaster. El mantenimiento en el sesgo en el uso de codones sinónimos en 

Drosophila puede explicarse por la acción de una selección débil actuando en contra de 

las mutaciones de codón preferente a no preferente que podrían considerarse 

ligeramente deletéreas y a favor de las mutaciones de codón no preferente a preferente 

que serian ligeramente ventajosas (Akashi 1995). 

  Así, la aceleración significativa observada por medio del relative rate test en la 

tasa de fijación de las mutaciones sinónimas en el linaje de D. melanogaster y 

parcialmente significativa en el resto de especies del cluster melanogaster, podría 

deberse a una relajación de la selección débil en contra de las mutaciones de codón 

preferente a no preferente lo que provocaría tanto un aumento en la tasa de sustitución 

sinónima y una disminución del sesgo en el uso de codones sinónimos. Esta explicación 

también estaría de acuerdo con los datos del polimorfismo en D. melanogaster. De 

hecho, utilizando D. simulans como especie outgroup puede inferirse que de los 16 

polimorfismos sinónimos detectados en la región codificadora del gen Dca en D. 

melanogaster, 10 producen un cambio de codón preferente a no preferente, mientras que 

tan solo 3 producen un cambio de codón no preferente a preferente. Además 5 de las 10 

mutaciones de codón preferente a no preferente presentan una frecuencia superior al 

50% indicando que están segregando a frecuencia elevada. 



Discusión. El gen Dca. Divergencia nucleotídica y aminoacídica 
____________________________________________________________ 

 126 

Se ha propuesto que en las regiones con niveles de recombinación reducidos la 

tasa de fijación de mutaciones ligeramente deletéreas es mayor que en las regiones con 

recombinación normal (Birky y Walsh 1988; Charlesworth 1994). Esta predicción se ha 

comprobado empíricamente ya que en D. melanogaster los genes localizados en zonas 

de baja recombinación tienden a presentan un bajo sesgo en el uso de codones 

sinónimos (Kliman y Hey 1993). En el estudio interespecífico realizado por Munté et al. 

(2001) de la divergencia del gen yellow (y) empleando las mismas especies analizadas 

en este trabajo se obtuvo un resultado similar al detectado para el gen Dca. Los 

resultados del gen y se interpretaron en relación al fuerte cambio recombinacional que 

exhibe la región y en estas especies ya que dicha región está localizada en una zona con 

una fuerte reducción de la recombinación en las especies del subgrupo melanogaster y 

de recombinación normal en D. ananassae y las especies del grupo obscura. Sin 

embargo, esta explicación no puede aplicarse para el gen Dca ya que éste no se 

encuentra ubicado en una región con un nivel reducido de recombinación en ninguna de 

las especies analizadas.  

Por otra parte, la teoría casi neutral (Otha 1992) propone que en los linajes con 

tamaños efectivos pequeños se espera que la tasa de fijación de mutaciones ligeramente 

deletéreas sea más alta debido a que la deriva genética contrarresta el efecto de la 

selección débil. Así, los resultados de la divergencia interespecífica del gen Dca podrían 

explicarse asumiendo que el tamaño efectivo de las especies del subgrupo melanogaster 

es menor que el de D. ananassae y el de las especies que conforman el grupo obscura. 

Adicionalmente, dentro del grupo melanogaster los valores negativos de la diferencia 

K13-K23 en todas las comparaciones entre los linajes de D. yakuba o D. erecta con los 

del resto de especies del subgrupo melanogaster al utilizar D. ananassae como 

outgroup indican una tasa de sustitución sinónima mayor en los linajes que llevan a D. 

melanogaster, D. simulans, D. sechelia y D. mauritiana. Este resultado también seria 

consistente con una mayor eficacia de la selección en contra de las mutaciones 

ligeramente deletéreas en los linajes de D. yakuba y D. erecta debido a un mayor 

tamaño efectivo. De hecho, estas especies presentan los niveles de codon bias más 

elevados entre las especies del subgrupo melanogaster. 

Por otro lado, la aplicación del relative rate test permitió detectar una 

aceleración significativa en la tasa de fijación de mutaciones no sinónimas en las 

diferentes copias del gen Dca en D. ananassae (tabla II.9). Este resultado puede ser 

causado por la relajación de las constricciones funcionales que permitiría la 
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acumulación de sustituciones no sinónimas a lo largo del gen. No obstante, la tasa de 

fijación de mutaciones sinónimas y no sinónimas en las comparaciones que incluyen 

ana2 son las más elevadas lo que concuerda con la idea que este gen se encuentra en 

proceso de pseudogenización. 

 

Genes parálogos  

 

En este estudio fueron identificadas 3 regiones de alta similitud a la región 

codificadora del gen Dca en D. ananassae y 2 en D. pseudoobscura. De las 3 regiones 

de la primera especie, una fue considerada como un pseudogen debido a la presencia de 

un codón de stop en la posición 90 del alineamiento (figura II.12A). Sin embargo, 

ninguna otra característica de pseudogenización como la presencia de deleciones que 

interrumpan la pauta de lectura de la proteína, otros codones de stop o la falta de sitios 

de splicing fueron observadas. Por lo tanto, es posible que esta copia haya adquirido 

recientemente el codon de stop observado y se encuentre en proceso de 

pseudogenización, o que hubiera un error en la secuencia nucleotídica en esta región 

que produjera un cambio de aminoácido. 

Las estima de la divergencia silenciosa y sinónima (tabla II.12) entre las 

duplicaciones detectadas en D. ananassae indican que la copia ana2 es la más antigua 

debido a los valores más elevados de Ksil y Ks que presentan las comparaciones que 

incluyen esta copia.  

El alineamiento de las tres copias del gen Dca (figura II.12A) muestra que la 

mayoría de los cambios aminoacídicos se encuentran en la zona central de la proteína 

mientras que las regiones N-terminal y C-terminal se mantienen más conservadas. La 

proteína codificada por el gen Dca presenta un total de 91, 71 y 62 reemplazamientos 

aminoacídicos en las comparaciones ana1-ana2, ana1-ana3 y ana2-ana3, 

respectivamente. Algunos de estos reemplazamientos pueden deberse a la fijación de 

mutaciones no sinónimas ventajosas o a mutaciones selectivamente neutras. En el 

primer caso, los cambios en una de las copias podrían haber sido causados por 

evolución adaptativa debido a la aparición de una nueva función, mientras que en el 

segundo caso, la relajación de la selección purificadora en contra de las mutaciones no 

sinónimas en una de las copias habría permitido que la deriva llevara estas mutaciones a 

la fijación. Sin embargo, los valores observados de la relación Ka/Ks menores de 1 en 

todas las comparaciones apuntan a la relajación de la selección purificadora como la 
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causa principal de la fijación de los reemplazamientos aminoacídicos. No obstante, a 

pesar de la similitud observada en la distribución de la relación Ka/Ks a lo largo de la 

región codificadora en las tres posibles comparaciones, los menores valores de Ka/Ks en 

el exón 2 (figura II.13) sugieren una mayor constricción funcional en comparación al 

exón 1. Esto indica que los niveles de relajación de la selección purificadora son 

diferentes a lo largo del gen Dca en D. ananassae.  

A diferencia de D. ananassae, las dos copias detectadas en D. pseudoobscura 

presentan unos niveles de divergencia silenciosa y no sinónima muy reducidos (tabla 

II.12) lo que sugiere un evento de duplicación relativamente reciente. De hecho, 

únicamente se detectaron dos reemplazamientos aminoacídicos fijados en las posiciones 

117 y 140 del alineamiento (figura II.12B) entre las dos copias. Los niveles de la 

relación entre la divergencia no sinónima y sinónima (Ka/Ks = 0.097) sugieren que el 

gen Dca en D. pseudoobscura está bajo unos niveles de constricción funcional bastante 

elevados. Por otro lado, los resultados obtenidos a partir de los análisis de BLAST en D. 

persimilis detectaron una única copia del gen Dca, lo que sugiere que la duplicación se 

produjo después de la divergencia entre ambas especies. El gen de D. persimilis se 

encuentra ubicado en la misma región sinténica del gen ps1 lo que sugiere que esta 

copia es la ancestral de las dos observadas en D. pseudoobscura. 
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CAPÍTULO III 

EL GEN REGUCALCIN (RC) 
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III.1. POLIMORFISMO NUCLEOTÍDICO DEL GEN RC 

 

III.1.1 RESULTADOS 
 

III.1.1.1 POLIMORFISMO NUCLEOTÍDICO DEL GEN RC EN D. 

MELANOGASTER 

 

Se secuenció un fragmento de aproximadamente 2.8 kb en 13 líneas de D. 

melanogaster. Dicho fragmento incluye toda la región codificadora del gen Regucalcin 

(RC) que comprende alrededor de 0.9 kb y parte de las regiones 5’ y 3’ flanqueantes con 

una longitud aproximada de 1 kb y 0.8 kb, respectivamente. 

 

Análisis del polimorfismo nucleotídico 

 

El alineamiento múltiple de las 13 líneas de D. melanogaster presenta un total de 

2822 posiciones. Sin embargo, el número de posiciones se reduce a 2785 al eliminar 

aquellas posiciones con gaps en alguna o varias de las líneas analizadas. En este 

alineamiento se detectaron 8 polimorfismos por inserción/deleción y 59 posiciones 

polimórficas por cambio nucleotídico (figura III.1). 

En la región 5’ flanqueante se detectaron 6 de los 8 polimorfismos por 

inserción/deleción y 31 polimorfismos por cambio nucleotídico de los cuales 12 son únicos. 

En la región codificadora no se detectó ningún polimorfismo por inserción/deleción. En 

esta región se identificaron 8 polimorfismos por cambio nucleotídico, todos ellos 

sinónimos. Tres de estos polimorfismos presentan variantes únicas. La región 3’ 

flanqueante contiene los restantes 2 polimorfismos por inserción/deleción y un total de 20 

polimorfismos por cambio nucleotídico, 6 de ellos únicos. 

 

Diversidad haplotípica 

 

Al considerar los polimorfismos por cambio nucleotídico en toda la región analizada 

las 13 líneas de D. melanogaster se agrupan en 10 haplotipos. El número de haplotipos 

identificados no se ve afectado si se consideran asimismo los polimorfismos por 
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inserción/deleción. De los 10 haplotipos detectados 9 corresponden a líneas únicas y uno 

está presente en cuatro líneas. La diversidad haplotípica es Hd = 0.923. Al considerar 

solamente los polimorfismos detectados en la región codificadora, las 13 líneas analizadas 

de D. melanogaster se agrupan en 3 haplotipos que representan una única variante proteica. 

Al tener en cuenta solamente los 31 polimorfismos detectados en la región 5’ flanqueante, 

las 13 líneas de D. melanogaster se agrupan en un total de 6 haplotipos. En esta región la 

diversidad haplotipica es Hd = 0.718. 
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Desequilibrio de ligamiento y recombinación 

 

El grado de desequilibrio de ligamiento se analizó para las posiciones polimórficas 

informativas detectadas. Entre los 38 posiciones polimorficas observadas, se realizaron 703 

comparaciones de las cuales 261 (37.1%) son significativas por el test �2
. Ninguna de las 

comparaciones fue significativa al aplicar la corrección de Bonferroni. La región RC 

presenta valores significativos de los estadísticos ZA (ZA = 0.786; P = 0.003), Wall’s B (B = 

0.6; P = 0.026) y Wall’s Q (Q = 0.789; P = 0.001) bajo la premisa conservativa de no 

recombinación. Se detectaron un mínimo de 5 eventos de recombinación (Rm): 2 en la 

región 5’ flanqueante, 1 entre la región 5’ flanqueante y la región codificadora y 2 en la 

región 3’ flanqueante.  

En la región 5’ flanqueante, de las 171 comparaciones realizadas 155 (90.6%) son 

significativas por el test �2
 y ninguna tras aplicar la corrección de Bonferroni. Para la 

región codificadora, las 10 comparaciones (100%) realizadas son significativas con la 

corrección de Bonferroni. En la región 3’ flanqueante el 72.5% de las comparaciones son 

significativas por el test �2
 y el 42.8% con la corrección de Bonferroni. Los estadísticos ZA, 

Wall`s B y Q son significativos en la región 5’ flanqueante con valores de ZA = 0.822 (P = 

0.003), Wall`s B = 0.611 (P = 0.031) y Wall`s Q = 0.789 (P = 0.002). En la región 

codificadora únicamente el estadístico ZA es significativo (ZA = 0.803; P = 0.043) mientras 

que los valores de los tres estadísticos son significativos en la 3’ flanqueante (ZA = 0.827; P 

= 0.012; Wall’B = 0.692; P = 0.013; Wall’s Q = 0.785; P = 0.016). 

 

Diversidad nucleotídica 

 

Los niveles del polimorfismo nucleotídico fueron estimados para distintos tipos de 

posiciones (tabla III.1). La diversidad nucleotídica � para toda la región analizada es 0.007. 

Esta estima es similar a la de 0.009 obtenida para las posiciones silenciosas (regiones 5’ y 

3’ flanqueantes, intrón y posiciones sinónimas de la región codificadora). Dentro de la 

región codificadora, la diversidad nucleotídica para las posiciones sinónimas (�s) es 0.009 

mientras que para las posiciones no sinónimas (�a) es 0. En la región no codificadora 
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(regiones 5’ y 3’ flanqueantes e intrón) esta estima es 0.009. Las estimas de la diversidad 

nucleotídica fueron muy similares a las estimas de � para todos los tipos de posiciones. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Test del neutralismo 

 

Los test propuestos por Tajima (1989) y Fu y Li (1993) se aplicaron para determinar 

si los patrones del polimorfismo observados en la región estudiada se ajustaban al 

neutralismo (tabla III.2). Estos tests se realizaron independientemente para diferentes 

regiones y tipos de posiciones. En la región 5’ flanqueante todos los estadísticos propuestos 

para aplicar los distintos tests fueron negativos pero ninguno de ellos fue significativo. 

Tampoco fueron significativos los tests realizados en el total de la región no codificadora o 

para las posiciones silenciosas. Los resultados obtenidos con los tests de Tajima y Fu y Li 

indican que el patrón del polimorfismo en la región estudiada se ajusta a las predicciones 

del neutralismo.  

El test H de Fay y Wu (2000) fue utilizado para determinar si existe un exceso de 

mutaciones derivadas segregando a alta frecuencia en la región analizada (tabla III.2). El 

estadístico H se estimó para diferentes tipos de posiciones independientemente. Para poder 

determinar el estado de los cambios observados se utilizó la secuencia de D. simulans como 

especie outgroup. Este test es negativo y estadísticamente significativo (P < 0.05) en todos 

los casos excepto en la región 5’ flanqueante donde es marginalmente significativo (0.1> P 

> 0.05). Por lo tanto, este resultado indica que existe un exceso de mutaciones derivadas 

segregando a alta frecuencia en toda la región analizada. 
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El test de McDonald y Kreitman (1991) se aplicó para contrastar si la relación entre 

el número de polimorfismos dentro de especie y el número de diferencias fijadas entre 

especies es equivalente para los cambios sinónimos y los no sinónimos. Para la 

comparación interespecífica se utilizó D. simulans. No se detectaron diferencias 

significativas entre ambas relaciones (tabla III.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Genealogía de los alelos  

 

La genealogía de los diferentes alelos analizados se muestra en la figura III.2. Para 

este análisis se utilizó D. simulans como especie outgroup. En el árbol se observan los 

Probabilidad de obtener un valor del test estadístico menor que el observado tras simulación de 

coalescencia sin recombinación. 

*P < 0.05  
#
 0.1 > P > 0.05 
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cuatro alelos que comparten el mismo haplotipo (CN8, CN26, CN28 y CN39) así como el 

resto de haplotipos presentes en una sola línea. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.2. Genealogía de los alelos de la población de Sant Sadurní 

d’Anoia (CN) reconstruida por el método de neighbor-joining (Saitou y Nei, 

1987) usando la distancia de Kimura de 2 parámetros (Kimura 1980). 
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III.1.1.2 POLIMORFISMO NUCLEOTÍDICO DEL GEN RC EN D. SUBOBSCURA 

 

Se secuenció una región de aproximadamente 1.5 kb en 12 líneas de D. subobscura 

de una población natural de Riba-roja d’Ebre (Catalunya). El fragmento secuenciado 

incluye toda la región codificadora del gen Regucalcin (RC) así como parte de las regiones 

5’ y 3’ flanqueantes con una longitud aproximada de 10 pb y 500 pb, respectivamente. 

 

Ubicación citológica del gen RC 

 

Los resultados de la hibridación in situ del gen RC en los cromosomas politénicos 

de D. subobscura muestran una única señal ubicada en la banda citológica 12A del 

cromosoma A (figura III.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Análisis del polimorfismo nucleotídico 

 

El alineamiento múltiple de las 12 líneas de D. subobscura comprende un total de 

1523 posiciones. Este número se reduce a 1521 al eliminar las posiciones que presentan 

gaps en una o varias de las líneas analizadas. En este alineamiento se detectaron tanto 

polimorfismos por cambio nucleotídico como polimorfismos por inserción/deleción de 

Figura III.3. Hibridación in situ del gen RC en los cromosomas politénicos 
de D. subobscura. La flecha indica la señal de hibridación. 
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nucleótidos. Un total de 19 polimorfismos por cambio nucleotídico y 2 por 

inserción/deleción fueron identificadas en toda la región analizada (figura III.4). 

En la región 5’ flanqueante no se identificó ningún polimorfismo ni por cambio 

nucleotídico ni por inserción/deleción. En la región codificadora se detectaron 6 posiciones 

polimórficas todas ellas con cambios nucleotídicos sinónimos y de las cuales 4 presentan 

variantes únicas. En la región 3’ flanqueante se identificaron los restantes 13 polimorfismos 

por cambio nucleotídico (7 de ellos con variantes únicas) y los 2 por inserción/deleción de 

nucleótidos (figura III.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Desequilibrio de ligamiento y recombinación 

 

El grado de desequilibrio de ligamiento de la región estudiada se analizó entre las 

posiciones polimórficas informativas detectadas. De las 28 comparaciones entre los 8 

polimorfismos detectados, 8 (28.57%) son significativas por el test de �2
 y 2 (7.14%) tras 

Figura III.4. Polimorfismo nucleotídico en el gen Regucalcin en las 12 líneas secuenciadas de D. subobscura. Las 

posiciones polimórficas en la región codificadora se indican sombreadas en gris. Los puntos (.) indican nucleótidos 

idénticos a los de la secuencia de referencia, los guiones (-) deleciones de nucleótidos respecto a esta secuencia y el 

signo de interrogación (?) indica posiciones no analizadas. Las dos últimas filas muestran la información en D. 

guanche y D. madeirensis para las posiciones identificadas como polimórficas en D. subobscura. 
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aplicar la corrección de Bonferroni. Se detectaron 2 eventos de recombinación (Rm = 2) 

entre las posiciones 596-772 y 772-964.  

 

Diversidad nucleotídica 

 

Los niveles del polimorfismo nucleotídico fueron estimados para distintos tipos de 

posiciones (tabla III.4). La diversidad nucleotídica silenciosa (�sil) estimada fue de 0.006, 

ligeramente inferior que la detectada en D. melanogaster (�sil = 0.009, tabla III.1). Dentro 

de la región codificadora, la estima para las posiciones sinónimas (�s) es 0.007 mientras que 

para las posiciones no sinónimas (�a) es 0. En la región no codificadora (regiones 5’ y 3’ 

flanqueantes e intrón) la estima de 0.005 es inferior a la diversidad nucleotídica sinónima 

(�s = 0.007). Las estimas de � para la mayoría de posiciones son más altas que las estimas 

de la diversidad nucleotídica. Este resultado indicaría un exceso de polimorfismos con 

variantes segregando a bajas frecuencias en la región analizada.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Test del neutralismo 

 

Los test propuestos por Tajima (1989) y Fu y Li (1993) se emplearon para detectar 

posibles desviaciones del modelo neutro en el patrón de polimorfismo observado en el gen 

RC (tabla III.5). Estos tests fueron realizados independientemente para las posiciones no 

codificadoras y para las posiciones silenciosas. Los estadísticos propuestos para aplicar los 

distintos tests son negativos en todos los casos, sin embargo ninguno de ellos presenta 
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valores significativos. De esta forma, los resultados obtenidos muestran que el patrón de 

polimorfismo en la región estudiada se ajusta a las predicciones del neutralismo. 

El test H de Fay y Wu (2000) se aplicó para determinar si existe un exceso de 

mutaciones derivadas segregando a elevada frecuencia en la región analizada (tabla III.5). 

El estadístico H se estimó para toda la región analizada y para las posiciones no 

codificadoras y silenciosas independientemente. En el análisis se utilizó D. madeirensis 

como especie outgroup. A diferencia de D. melanogaster, este test es en todos los casos 

positivo y no significativo. Este resultado señala que no existe un exceso de mutaciones 

derivadas segregando a alta frecuencia en la región analizada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El test de MacDonald y Kreitman (1991) se aplicó para detectar si la relación entre 

el número de diferencias no sinónimas y sinónimas fijadas entre especies es equivalente a la 

relación entre el número de polimorfismos no sinónimos y sinónimos detectados dentro de 

especie. Para realizar la comparación interespecífica se utilizaron D. guanche, D. 

madeirensis y D. pseudoobscura independientemente. Para las dos primeras comparaciones 

se detectaron diferencias significativas entre ambas relaciones (tabla III.6). La desviación 

observada corresponde a un exceso de cambios no sinónimos fijados en los linajes de D. 

guanche y D. madeirensis. De hecho en este último linaje la relación dn/ds es mayor que 1. 

 

Probabilidad de obtener un valor del test estadístico menor que el observado tras simulación de 

coalescencia sin recombinación. 
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El test de HKA (Hudson et al. 1987) se aplicó para detectar una posible desviación 

respecto a lo esperado de acuerdo al neutralismo en la relación entre el nivel de 

polimorfismo silencioso y el nivel de divergencia silenciosa entre D. subobscura y D. 

guanche en la región RC. Para aplicar este test, los niveles de polimorfismo y divergencia 

silenciosa del gen RC se compararon con los niveles de la región rp49 de una población de 

Galicia con la ordenación O3+4 (Rozas et al. 1995) asumiendo que esta región evoluciona de 

acuerdo al neutralismo. El valor obtenido del estadístico �
2 

en el test HKA no es 

significativo (�
2
 = 1.649, P = 0.199). 

 

Genealogía de los alelos  

 

La genealogía obtenida para los diferentes alelos de D. subobscura se muestra en la 

figura III.5. Para este análisis se utilizó la secuencia de D. madeirensis como especie 

outgroup. En el árbol se identifican los dos haplotipos compartidos por dos líneas (Sub232-

Sub230 y Sub306-Sub309) así como los 8 haplotipos restantes presentes en líneas 

individuales. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.5. Genealogía de los alelos de 

D. subobscura reconstruida por el 

método de neighbor-joining (Saitou y 

Nei, 1987) usando la distancia de 

Kimura de 2 parámetros (Kimura 1980). 
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III.1.2 DISCUSIÓN 
 

III.1.2.1 DIVERSIDAD NUCLEOTÍDICA DEL GEN RC EN D. MELANOGASTER Y 

D. SUBOBSCURA  

 

Los niveles de diversidad nucleotídica silenciosa y sinónima (�sil = �s = 0.009) 

observados en el gen RC de D. melanogaster son muy similares a los detectados en D. 

subobscura (�sil = 0.006 y �s = 0.007). Además, en ninguna de las dos especies se 

detectaron polimorfismos no sinónimos, resultado que sugiere que el gen RC se encuentra 

bajo la acción de una fuerte selección purificadora en contra de las mutaciones que 

provocan cambios aminoacídicos en la proteína codifica por el gen.  

 Por otro lado, los niveles de variación del gen RC en D. melanogaster y D. 

subobscura pueden considerarse típicos de ambas especies. Así, las estimas de la diversidad 

nucleotídica silenciosa y sinónima (�sil = �s = 0.009) del gen RC en D. melanogaster son 

similares a las estimas promedio de la diversidad nucleotídica silenciosa (�sil = 0.010) en 9 

genes ligados al cromosoma X en D. melanogaster (Moriyama y Powell 1996) y a la estima 

promedio de la diversidad sinónima (�s = 0.011) de 5 genes ubicados en el cromosoma X 

de poblaciones no africanas de D. melanogaster (Andolfatto 2001). Finalmente, la 

diversidad nucleotídica en las regiones no codificadoras (�NC = 0.005) del gen RC también 

es similar a la diversidad nucleotídica promedio (�NC = 0.0038) obtenida en el análisis 

multilocus realizado en la misma población (Sant Sadurní d’Anoia) de D. melanogaster y 

que incluye 109 regiones no codificadoras del cromosoma X (Orengo y Aguadé 2004). En 

el caso de D. subobscura, las estimas de la diversidad nucleotídica silenciosa del gen RC 

(�sil = 0.006) también son similares a las estimas promedio encontradas en genes ubicados 

en el cromosoma X analizados en esta especie (�sil = 0.007, ver tabla I.8). 

 No obstante, la variabilidad nucleotídica del gen RC muestra características 

diferenciales entre D. melanogaster y D. subobscura. En D. melanogaster y a diferencia de 

lo que ocurre en D. subobscura, la región RC presenta un porcentaje considerablemente 

elevado de asociaciones significativas entre los polimorfismos informativos detectados 

(37.1% de comparaciones significativas por el test �
2
), así como una fuerte estructura de la 

variación nucleotídica tal como indican los valores significativos que presentan los 



Discusión. El gen RC. Polimorfismo nucleotídico 
_______________________________________________________________________________________ 

 146 

estadísticos ZA, Wall’s B y Q incluso bajo la premisa conservativa de no recombinación. 

Los altos niveles desequilibrio de ligamiento y de estructuración de la variación genética 

pueden ser causados por los procesos demográficos sufridos durante la expansión de D. 

melanogaster o por los eventos selectivos que han sido importantes en la adaptación de esta 

especie a nuevos ambientes (Andolfatto y Przeworshi 2000; Pritchard y Przeworski 2001; 

Gilad et al. 2002). 

 Otra característica a destacar de la variación nucleotídica del gen RC en D. 

melanogaster es el exceso significativo de mutaciones derivadas segregando a elevadas 

frecuencias observado al aplicar el test H de Fay y Wu (2000). Este resultado podría indicar 

un barrido selectivo en o cerca de la región RC. Tras un barrido selectivo las mutaciones 

derivadas que se encuentran ligadas al alelo seleccionado pueden llegar a alcanzar elevadas 

frecuencias. De hecho, si el arrastre selectivo es incompleto o por causa de la 

recombinación muchas de las mutaciones derivadas no llegan a fijarse en la población y 

permanecen segregando a elevadas frecuencias. No obstante, los barridos selectivos 

también producen valores negativos significativos de los estadísticos propuestos para 

aplicar los tests de Tajima y de Fu y Li, resultado que no se ha detectado en la región RC. 

Por otro lado, estudios recientes empleando simulaciones de coalescencia de modelos 

demográficos (Przeworski 2001; Wakeley y Aliacar 2001) sugieren que el exceso de 

mutaciones derivadas no es una característica exclusiva de la acción de la selección positiva 

puesto que cuellos de botella recientes o modelos de metapoblaciones también pueden 

producir frecuencias altas de mutaciones derivadas en comparación a las esperadas bajo el 

modelo neutro. Sin embargo, tal y como se ha comentado anteriormente, el análisis por 

simulaciones de eventos demográficos realizado por Orengo y Aguadé (2004) en la 

población de Sant Sadurní d’Anoia parecía indicar que el nivel y patrón de polimorfismo 

nucleotídico en esta población sólo era compatible con una baja probabilidad con un cuello 

de botella de intensidad intermedia relativamente reciente. Por lo tanto, parece poco 

probable que, por lo menos, los efectos demográficos debidos a cuellos de botella 

poblacionales puedan explicar el exceso de mutaciones derivadas segregando a elevada 

frecuencia detectado en la región RC de D. melanogaster. 
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La característica más destacable del estudio del gen RC en D. subobscura es el 

resultado significativo que se obtiene al aplicar el test de McDonald y Kreitman (1991). 

Este resultado indica que la relación entre el número de diferencias no sinónimas y 

sinónimas fijadas entre especies no es equivalente a la relación entre el número de 

polimorfismos no sinónimos y sinónimos detectados dentro de especie. De hecho, existen 

más diferencias no sinónimas fijadas entre D. subobscura y D. guanche o D. madeirensis 

que las esperadas. Este exceso de sustituciones de reemplazamiento puede ser el resultado 

de la fijación de mutaciones selectivamente ventajosas en los linajes que conducen a D. 

guanche y D. madeirensis. En la comparación entre D. subobscura y D. guanche las 12 

sustituciones no sinónimas detectadas se encuentran en el primer exón. Al comparar D. 

subobscura y D. madeirensis, 9 de las 12 sustituciones también se hallan en el primer exón 

y las 3 restantes en el segundo. Esto sugiere que la evolución adaptativa ha causado una 

mayor diferenciación en la región N-terminal de la proteína que en la región C-terminal.
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 III.2 DIVERGENCIA DEL GEN RC 

 

III.2.1 RESULTADOS 
 

III.2.1.1 DIVERGENCIA NUCLEOTÍDICA DEL GEN RC EN DROSOPHILA  

 

La región codificadora del gen RC fue secuenciada en 7 especies de Drosophila: 

cuatro pertenecientes al subgrupo melanogaster (D. melanogaster, D. simulans, D. 

yakuba y D. erecta) y 3 al grupo obscura (D. subobscura, D. madeirensis y D. 

guanche). Para realizar los diferentes análisis, se incluyeron además las secuencias 

nucleotídicas de la región codificadora del gen RC obtenidas a partir de la base de datos 

de las especies D. sechellia, D. ananassae y D. pseudoobscura.  

 El alineamiento múltiple de la secuencia nucleotídica de la región codificadora 

de las 10 especies comprende un total de 909 pb. No se detectaron deleciones o 

inserciones en ninguna de las secuencias. La estructura del gen RC, al igual que la 

observada en el gen Dca, está formada por dos exones separados por un pequeño intrón. 

La longitud de la región codificadora incluyendo el intrón varia desde 966 pb en D. 

melanogaster hasta 992 pb en D. subobscura. 

 En la tabla III.7 se presentan las estimas de la divergencia de acuerdo al método 

de Nei-Gojobori (1986) modificado por Nei y Kumar (2000) para las posiciones 

sinónimas (Ks) arriba de la diagonal y para las posiciones no sinónimas (Ka) debajo de 

la diagonal. En esta tabla se observa que la divergencia sinónima es superior a la 

divergencia no sinónima en todas las comparaciones. Las estimas de la divergencia para 

las posiciones sinónimas entre las especies del grupo melanogaster y del grupo obscura 

son similares en todas las comparaciones y oscilan entre 0.529 y 0.660. Los niveles de 

codon bias para cada una de las especies se muestran en la tabla III.8. Las especies del 

grupo melanogaster presentan el mayor sesgo en el uso de codones sinónimos, con 

valores de ENC desde 31.004 en D. ananassae hasta 35.265 en D. melanogaster. En las 

especies restantes los valores detectados oscilan entre 38.822 en D. pseudoobscura y 

41.938 en D. guanche. 
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 A diferencia de lo observado al analizar la divergencia sinónima, las estimas de 

Ka entre las especies del grupo melanogaster y las especies paleárticas del grupo 

obscura (que oscilan entre 0.10 y 0.118) son superiores a las detectadas entre las 

especies del grupo melanogaster y D. pseudoobscura (desde 0.058 hasta 0.084). La 

figura III.6A muestra el árbol obtenido con el método de neighbor-joining utilizando Ka 

como distancia genética. En este árbol destaca la longitud de la rama que conduce a los 

linajes de las especies D. subobscura, D. madeirensis y D. guanche. Además la 

Divergencia por nucleótido corregida por el método de Nei-Gojobori (1986) modificado por Nei y Kumar (2000). 

Estimas de la divergencia sinónima (Ks) y no sinónima (Ka) se muestran arriba y bajo la diagonal, 

respectivamente. mel, D. melanogaster; sim, D. simulans; sec, D. sechellia; mau, D.mauritiana; yak, D. 

yakuba;ere, D. erecta; ana, D.ananassae; pse, D. pseudoobscura; sub, D. subobscura; mad. D. madeirensis y gua, 
D. guanche. 

CBI, índice de codon bias; ENC, número efectivo de codones 
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agrupación de estas tres especies en este árbol no coincide con la obtenida en el árbol 

reconstruido en base a la divergencia sinónima, que de hecho reproduce las relaciones 

filogenéticas aceptadas para las especies del cluster subobscura. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para contrastar la constancia en la tasa de sustitución nucleotídica en los linajes 

que conducen a las especies del grupo obscura se aplicaron relative-rate tests. En la 

tabla III.9 se presentan los resultados obtenidos al aplicar el relative-rate test propuesto 

por Wu y Li (1985) para todas las sustituciones nucleotídicas detectadas en la región 

codificadora del gen RC. Los análisis se realizaron empleando las especies del grupo 

melanogaster como outgroup. En las comparaciones usando D. melanogaster, D. 

simulans, D. sechelia, D. yakuba y D. erecta, se detectó una diferencia altamente 

significativa (P < 0.005) en la tasa de sustitución en el linaje de D. pseudoobscura en 

comparación con cualquiera de las restantes especies del grupo obscura. Sin embargo, 

las comparaciones utilizando D. ananasssae como especie outgroup no son 

A) 

B) 

Figura III.6. Árboles filogenéticos obtenidos por el método de 

neighbor-joining (Saitou y Nei 1987) en base a A) la divergencia no 

sinónima y B) la divergencia sinónima. 



Resultados. El gen RC. Divergencia nucleotídica en Drosophila 
________________________________________________________________ 

 152 

significativas, aunque muestran también una aceleración en el tasa de sustitución en los 

linajes que conducen a las especies paleárticas del grupo obscura. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Con el propósito de identificar que clase de sustitución es la responsable de la 

desviación en la constancia de la tasa de sustitución nucleotídica, se aplicó el relative 

rate test de Tajima (1993) independientemente para las sustituciones sinónimas y no 

sinónimas (tabla III.9). En todas las comparaciones, incluso en las efectuadas con D. 

ananassae como outgroup, la desviación observada es causada por diferencias en la tasa 

de fijación de mutaciones no sinónimas. Por lo tanto, los resultados obtenidos a partir de 

los relative-rate tests indican que las especies D. subobscura, D. madeirensis y D. 

guanche, presentan un incremento significativo en la tasa de sustitución no sinónima en 

comparación a D. pseudoobscura.  

 

Evolución del intrón 

 

En todas las especies analizadas la estructura del gen RC está formada por dos 

exones separados por un pequeño intrón. De la misma forma que el gen Dca, este intrón 

m1 y m2, número de sustituciones sinónimas en los linajes que llevan a las especies 1 y 2, respectivamente. 

r1 y r2, número de sustituciones no sinónimas en los linajes que llevan a las especies 1 y 2, respectivamente. 

Nombre de las especies como en la tabla III.7. 

* 0.05 > P > 0.01 

** 0.01 > P > 0.001 

*** P < 0.001 
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se encuentra ubicado entre la segunda y la tercera base de un codón por lo que puede ser 

clasificado de fase 2. Los análisis realizados para determinar una posible diferencia en 

los patrones de sustitución nucleotídica, de inserciones y de deleciones en el intrón se 

efectuaron independientemente en el cluster melanogaster y en el cluster subobscura. 

 Dentro del subgrupo melanogaster, el intrón más largo lo presentan las especies 

D. simulans y D. sechelia con 62 pb, mientras que dentro del grupo obscura, D. 

subobscura presenta el mayor intrón (83 pb). El promedio del tamaño para las especies 

del subgrupo melanogaster (60.2 pb) es menor que el observado para las especies 

incluidas en el grupo obscura (79.5 pb). Sin embargo, el intrón presente en todas las 

especies puede catalogarse dentro de la clase de intrones cortos (Mount et al. 1992; Yu 

et al. 2002). En la tabla III.10 se presentan el tamaño del intrón en cada especie y las 

estimas de la divergencia dentro del subgrupo melanogaster y el grupo obscura. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El número de sustituciones nucleotídicas y de indels que presenta la secuencia 

del intrón en las especies del cluster melanogaster (D. melanogaster, D. simulans y D. 

sechellia) y las incluidas en el cluster subobscura (D. subobscura, D. madeirensis y D. 

guanche) se infirieron por el criterio de máxima parsimonia (tabla III.11). D.  yakuba y 

Nombre de las especies como en la tabla III.7. 

Entre parentesis ( ); longitud del alineamiento entre 

pares de especies. 
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D. erecta fueron utilizadas como especies outgroup en la comparación dentro del 

cluster melanogaster y D. pseudoobscura fue utilizada en el caso del cluster 

subobscura. 

 En el cluster melanogaster se detectaron 2 indels y 18 sustituciones 

nucleotídicas al utilizar D. yakuba como outgroup y 2 indels y 13 sustituciones al 

utilizar D. erecta. El cluster subobscura presenta 3 indels y 30 sustituciones 

nucleotídicas. A diferencia de lo observado en el intrón del gen Dca, la relación entre 

sustituciones/indels del gen RC es muy similar en el cluster melanogaster (9 con D. 

yakuba y 6.5 con D. erecta) y el cluster subobscura (10). Además, el número de 

sustituciones corregido por la longitud del alineamiento es considerablemente diferente 

en los dos clusters con valores de 0.290 sustituciones/pb (análisis con D. yakuba) y 

0.209 sustituciones/pb (análisis con D. erecta) dentro del cluster melanogaster y 0.357 

sustituciones/pb en el cluster subobscura.  

 Los indels detectados fueron clasificados como inserciones o deleciones. Dentro 

del cluster melanogaster, en el análisis con D. yakuba se identificaron 2 indels: una 

deleción de 5pb y una inserción de 1pb. Igualmente, en el análisis con D. erecta se 

observaron dos indels: una deleción de 5 pb y una inserción de 3 pb. El cluster 

subobscura presenta 3 indels: una deleción de 1pb y dos inserciones de 1pb y 2 pb. De 

igual forma que en el gen Dca, el promedio de la longitud de las deleciones (3.6) es 

superior al de las inserciones (1.75). Por lo tanto, las deleciones tienden a ser 

ligeramente más largas que las inserciones. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Sub, sustituciones; Del, deleciones; Ins, inserciones. 
a
Número total de pares de bases (incluyendo los gaps) en el alineamiento. 

b
Espcies empleadas como outgroup para el subgrupo melanogaster. 

c
Especie empleada como outgroup para el grupo obscura. 
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Análisis de Maximum Likelihood (ML) de la región codificadora del gen RC 

 

Al igual que en el gen Dca, la divergencia en los genes RC ortólogos se analizó 

con el programa PAML (Yang 1997) utilizando diversos modelos evolutivos y de 

acuerdo a la filogenia de la figura III.7. Un total de 13 especies fueron empleadas en los 

diferentes análisis: diez se encuentran incluidas en el subgénero Sophophora y tres 

pertenecen al subgénero Drosophila. El gene homólogo anterior fat body protein (AFP) 

de las especies Calliphora vicina (Blue Blowfly) y Sarcophoga peregrina (Fleshfly) fue 

empleado como outgroup.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la tabla III. 12 se muestran los valores de log likelihood y las estimas de los 

parámetros bajo los diferentes modelos empleados. Para determinar si los datos 

observados son compatibles con una presión selectiva homogénea en todas las ramas de 

la filogenia, el modelo M0 (one ratio) que asume las misma � en todas las ramas del 

árbol, fue comparado con el modelo free-ratio (FR) que permite variación en el valor de 

Figura III.7. Filogenia de las 13 secuencias del gen RC analizadas de Drosophila y las dos 

especies empleadas como out-group. call, Calliphora vicina; sar, Sarcophoga peregrina. Los 

números sobre cada rama corresponden a las estimas por ML del número de sustituciones no 

sinónimas y sinónimas de cada rama de acuerdo al modelo FR. La longitud de las ramas se 

muestra en proporción a las estimas de divergencia. Nombre de las especies de como en la tabla 

III.7. El linaje utilizado como Foreground en los análisis de Branch-sites se presenta 

subrayado. En rojo, ramas tropicales; en verde, ramas templadas ; en lila, resto de ramas. 
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� en las diferentes ramas de la filogenia. El modelo FR se ajusta significativamente 

mejor que el modelo M0 (2 �l = 67.083756, P = 1.033 x 10
-5

). Sin embargo, las estimas 

de � obtenidas con el modelo FR indican que el gen RC tiene una constricción 

funcional elevada a excepción de las ramas que llevan al linaje de D. subobscura (� = 

1.236) y la que lleva a D. virilis y D. mojavensis (� = 1.286). En la figura III.7 se 

muestra el número de sustituciones sinónimas y no sinónimas para cada rama de la 

filogenia calculadas a partir de los parámetros estimados bajo el modelo FR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 f, grados de libertad; l, valor de log likelihood; �, relación dN/dS; �, relación entre el número de 

transiciones y transversiones; Trop, ramas tropicales; Temp, ramas templadas; Res, resto de ramas. 
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Para determinar la posible diferencia en la evolución del gen RC en linajes 

específicos causada por la asociación con la distribución geográfica, nuevamente 

empleamos un modelo con tres valores de � diferentes; uno (�Trop) para los linajes 

tropicales, uno (�Temp) para los linajes templados y otro (�Res) para el resto de ramas. A 

diferencia de lo observado en el gen Dca, este modelo no es significativamente mejor 

que el modelo M0 (2 �l = 4,938, P = 0.084) indicando que no existe una diferencia 

significativa entre el valor detectado de �Trop = 0.065 y el de �Temp = 0.099. Por otro 

lado, puesto que el test de McDonald y Kreitman (1991) indica una desviación 

significativa del modelo neutro debido a un exceso de sustituciones no sinónimas 

fijadas entre D. subobscura y D. guanche o D. madeirensis, se realizaron análisis para 

determinar si las diferentes estimas de � a lo largo de las ramas pueden ser causadas por 

un exceso de sustituciones no sinónimas en el linaje de D. subobscura. En este caso fue 

empleado un modelo con dos � diferentes; un valor (�0) para la rama de D. subobscura 

y otro (�1) para el resto de ramas. El anterior modelo (RCsub) es significativamente 

mejor que el modelo M0 (2 �l = 9.750, P = 0.0018). 

Los análisis anteriores fueron efectuados asumiendo homogeneidad en la 

relación � a lo largo de la secuencia. Sin embargo, este criterio es muy conservativo 

para detectar selección positiva puesto que la mayoría de aminoácidos de la proteína 

permanecen muy conservados mientras que algunos pocos pueden ser afectados por la 

acción de la selección positiva. De esta forma, generalmente el promedio de � a lo largo 

de la secuencia no es > 1, incluso si se ha producido algún evento de adaptación 

molecular. Por esta razón, se emplearon modelos (sites models) (Nilsen y Yang 1998; 

Yang et al 2000) que permiten variación en el valor de � entre diferentes posiciones.  

 En la tabla III.12 se muestran las estimas de máxima verosimilitud (ML) y los 

valores de los parámetros bajo los modelos M1 (nearly neutral), M2 (selección), M3 

(discreto), M7 (beta) y M8 (beta & �). Los resultados obtenidos con los modelos M1, 

M2 y M3 revelan que el 62-91% de las posiciones analizadas se encuentran bajo fuerte 

selección purificadora con valores de � que oscilan entre 0.007 y 0.05. Sin embargo, los 

valores de � para el resto de posiciones son más elevados (hasta 0.237), sugiriendo una 

relajación de la selección (a excepción de los modelos M1 y M2 donde se fija una clase 

de � igual a 1). Los modelos M7 y M8 indican que los valores de � presentan una 
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distribución beta en forma de L, con la mayoría de aminoácidos conservados o 

invariables (p = 0.27 y q = 2.95). 

 Para establecer la posible existencia de posiciones bajo selección positiva (� > 

1) se compararon los modelos M1 y M2. Los valores idénticos de ML obtenidos con los 

dos modelos indican que no existe ningún codón en particular bajo selección positiva. 

Por el contrario, los modelos discretos (M3 con K = 2 o K = 3) se ajustan mejor que el 

modelo M0. Sin embargo, las estimas de los parámetros bajo el modelo M3 (K = 3) no 

detectan ninguna posición bajo selección positiva (�2 = 0.376). Además, este modelo no 

es significativamente mejor que el modelo más simple M3 (K = 2) (2 �l = 4.270, P = 

0.118), lo que corrobora la no existencia de posiciones evolucionando con valores de � 

> 1. De igual forma, el modelo M8 tampoco identificó ninguna posición bajo selección 

positiva y no se ajusta significativamente mejor que el modelo alternativo M7. 

 El modelo alternativo A de branch-sites fue implementado para detectar una 

posible selección positiva afectando solamente a unos pocos aminoácidos en linajes 

específicos. Este modelo, el cual es una extensión del M1, asume que hay dos clases de 

sitios (�0 < 0 y �1 = 1) en todos los linajes y permite que algunos sitios evolucionen 

bajo selección positiva, incorporando una �2 > 1, en el linaje de interés (foreground 

branches). Para el análisis se escogió la rama externa que lleva a D. subobscura como 

foreground (RCsub). Este modelo alternativo A es significativamente mejor que el 

modelo M1 (2 �l = 6.929, P = 0.0312) y predice una posición (71E) (figura III.8) bajo 

selección positiva. No obstante, el test 2 (Zhang et al. 2005) empleado para evitar la 

identificación de falsos positivos con el modelo de branch-sites no es significativo, 

cuestionando que la posición 71E haya estado sujeta a selección positiva. 
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Figura III.8. Alineamiento múltiple de la proteína codifica por el gen RC en las especies analizadas. En negro, 

aminoácidos idénticos; en gris, aminoácidos con propiedades bioquímicas similares. Mel, D. melanogaster; Sim, D. 

simulans; Sec, D. sechelia; Yak, D. yakuba; Ere, D. erecta; Ana, D. ananassae; Pse, D. pseudoobscura ; Sub, D. 

subobscura; Mad, D. madeirensis; Gua, D. guanche; cal, Calliphora vicina; sar, Sarcophoga peregrina. 
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III.2.2 DISCUSIÓN 
 

III.2.2.1 DIVERGENCIA NUCLEOTÍDICA DEL GEN RC EN DROSOPHILA 

 

La divergencia no sinónima entre D. melanogaster y D. subobscura del gen RC (Ka 

= 0.104) es relativamente elevada en comparación con la detectada, por ejemplo, en los 

genes y (Ka = 0.068), Sxl (Ka = 0.045) y RpII215 (Ka = 0.02), ubicados también en el 

cromosoma X y analizados previamente entre estas dos especies (Munté et al. 1997, 

Penalva et al. 1996, Llopard y Aguadè 1999). Además el promedio de las estimas de Ka 

entre las especies del grupo melanogaster y D. subobscura, D. madeirensis o D. guanche 

(0.111, 0.108 y 0.111, respectivamente) fueron aproximadamente el doble del promedio 

observado entre las especies del grupo melanogaster y D. pseudoobscura (Ka = 0.065). 

Estos resultados, más que indicar que la proteína RC presenta una baja constricción 

funcional, sugieren una aceleración en la tasa de fijación de mutaciones no sinónimas en los 

linajes que conducen a las especies del cluster subobscura. De hecho, de acuerdo al 

relative-rate test de Tajima (1993) se ha producido un incremento altamente significativo 

en la tasa de fijación de las sustituciones no sinónimas en los linajes de D. subobscura, D. 

madeirensis y D. guanche en relación a D. pseudoobscura (tabla III.9).  

 De acuerdo con el anterior resultado, la relación entre las estimas de divergencia no 

sinónima y sinónima (Ka/Ks) (tabla III.13) entre las especies del grupo melanogaster y D. 

pseudoobscura (desde 0.100 hasta 0.147) son inferiores a los detectados entre las especies 

del grupo melanogaster y D. subobscura (desde 0.158 hasta 0.217), D. madeirensis (desde 

0.152 hasta 0.211) o D. guanche (desde 0.156 hasta 0.218) indicando niveles de 

constricción funcional menores en las tres últimas especies en comparación a D. 

pseudoobscura.  
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Por otro lado, en el grupo obscura se detectaron más diferencias no sinónimas 

fijadas entre D. subobscura y D. madeirensis (o D. guanche) que las esperadas bajo el 

modelo neutro como lo revela el test de MK (tabla III.6). Este resultado sugiere la acción de 

la selección positiva como la causa de la fijación de mutaciones selectivamente ventajosas 

después de la separación de estos linajes. De hecho, la relación Ka/Ks entre D. subobscura y 

D. madeirensis (0.826) y entre D. subobscura y D. guanche (0.306) es muy superior a la 

estimada entre D. pseudoobscura y las especies del cluster subobscura (0.172, 0.157 y 

0.171 al considerar D. subobscura, D. madeirensis o D. guanche, respectivamente) 

indicando una mayor divergencia no sinónima entre las especies paleárticas del grupo 

obscura especialmente en el linaje de D. subobscura donde el análisis del PAML indica un 

valor de � > 1 probablemente debido a la acción de la selección positiva. 

 El número de reemplazamientos aminoacídicos fijados entre D. pseudoobscura y D. 

subobscura, D. madeirensis o D. guanche fueron 27, 26 y 28, respectivamente (figura 

III.9), y en todas las comparaciones aproximadamente el 50% de las sustituciones 

detectadas son radicales con respecto a la carga. En las comparaciones entre D. subobscura 

y D. madeirensis o D. subobscura y D. guanche, los 12 cambios no sinónimos fijados entre 

especies producen un total de 11 reemplazamientos aminoacídicos. En la primera 

comparación, 10 de los cambios observados (90%) son radicales con respecto a la carga 

(figura III.9). De igual forma, en la segunda comparación 8 de los cambios detectados 

(72.7%) también producen cambio radical con respecto a la carga.  
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Figura III.9. Alineamiento de la proteína codificada por el gen RC en D. subobscura, D. guanche, D. madeirensis y D. 

pseudoobscura. Los puntos (.) indican aminoácidos idénticos a los de la secuencia de D. subobscura. 
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III. 3 LOS GENES PARÁLOGOS Dca y RC 

 

 

III.3.1 RESULTADOS 

 
III.3.1.1 EVOLUCIÓN MOLECULAR DE LOS GENES PARALOGOS Dca Y RC 

EN D. MELANOGASTER 

 
En D. melanogaster el gen Dca se encuentra en la posición 88D2 del cromosoma 3, 

mientras que el gen RC se localiza en el cromosoma X (en la banda 11A). No obstante, la 

estructura de ambos genes está compuesta por dos exones separados por un pequeño intrón 

localizado en la misma posición del gen rompiendo el codón en la posición 720 entre la 

segunda y la tercera base. El nivel de similitud entre las proteínas codificadas por ambos 

genes es de alrededor del 72.6%. Todas estas características sugieren un origen del gen Dca 

a partir del gen RC (o viceversa) por medio de un evento de duplicación génica. En la 

figura III.9 se muestra el alineamiento de los genes Dca y RC en D. melanogaster y D. 

simulans. 
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Figura III.10. Alineamiento de las secuencia aminoacídica de las proteínas codificadas por los genes Dca y RC en D. 

melanogaster y D. simulans. Los puntos (.) indican aminoácidos idénticos a la secuencia del gen Dca en D. 

melanogaster. En gris se muestran los aminoácidos conservados en ambos genes y especies. 
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Las estimas de la diversidad nucleotídica sinónima en el gen Dca de D. 

melanogaster (�s = 0.026) es superior a la detectada en el gen RC (�s = 0.009). Además, las 

posiciones no sinónimas de la región codificadora parecen estar bajo diferentes niveles de 

constricción funcional en los dos genes parálogos. El gen Dca presentan un total de 6 

polimorfismos aminoacídicos (figura II.2) que dan lugar a 9 variantes proteicas, mientras 

que en el gen RC no se detectaron polimorfismos no sinónimos.  

 La estima de la divergencia sinónima Ks entre D. melanogaster y D. simulans 

presenta mayores niveles en el gen Dca (Ks = 0.139) en comparación al gen RC (Ks = 

0.098). Los valores detectados en el primer gen pueden considerarse relativamente elevados 

si se comparan a la estima promedio de la divergencia nucleotídica silenciosa detectada en 

19 genes autosómicos (Ksil = 0.108) entre ambas especies (Begun y Whitley 2000). En el 

caso del gen RC, el valor de Ks observado es inferior al de Ksil = 0.111 observado en 21 

genes ubicados en el cromosoma X, también entre ambas especies (Begun y Whitley 2000).  

 La evolución de los genes duplicados Dca y RC fue estudiada por medio de la 

comparación entre las estimas de divergencia entre los genes parálogos y entre los 

ortólogos (tabla III.14). Las estimas de la divergencia sinónima (Ks) son superiores que las 

estimas de divergencia no sinónima (Ka) en todas las comparaciones. Por otro lado, las 

estimas de divergencia no sinónima entre genes ortólogos difieren considerablemente para 

ambos genes (0.02 para el gen Dca y 0.006 en el gen RC), lo que indica que los genes Dca 

y RC se encuentran bajo diferentes niveles de constricción funcional. Finalmente, la 

relación Ka/Ks es también superior entre los genes parálogos que entre los ortólogos. Este 

resultado podría indicar una selección adaptativa tras la duplicación asociada a la 

adquisición de una nueva función. No obstante, como la relación Ka/Ks es menor que 1 en 

todas las comparaciones no puede descartarse una relajación de la constricción funcional 

como la causa de la fijación de los reemplazamientos aminoacídicos detectados entre los 

genes Dca y RC.  

 El árbol filogenético de los genes duplicados Dca y RC en D. melanogaster y sus 

respectivas copias en D. simulans (figura III.11) revela que ambos genes han evolucionado 

independientemente desde el evento de duplicación. Entre D. melanogaster y D. simulans 

se detectaron un total de 73 reemplazamientos aminoacídicos fijados entre las proteínas 

DCA y RC (figura III.10).  
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Ks, diveregencia sinónima; Ka, divergencia no sinónima; 

Ka/Ks, relación entre la divergencia no sinónima y sinónima; 
Mel, D. melanogaster; Sim, D. simulans 

 Dca.M55

 Dca.M26

 Dca.M26

 Dca.M11

 Dca.M36

 Dca.M66

 Dca.CN9

 Dca.M47

 Dca.M54

 Dca.CN22

 Dca.CN24

 Dca.M2

 Dca.CN34

 Dca.CN1

 Dca.M13

 Dca.CN23

 Dca.CN26

 Dca.CN41

 Dca.M40

 Dca.CN7

 Dca.CN18

 Dca.Sim

 RC.Sim

 RC.CN9X

 RC.CN44X

 RC.CN50X

 RC.CN8X
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 RC.CN28X

 RC.CN29X
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 RC.CN34X

 RC.CN39X

 RC.CN40X

 RC.CN35X

0.05

Figura III.11. Árbol filogenético de los genes Dca y RC en las 

diferentes líneas analizadas de D. melanogaster y en D. simulans. 
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III.3.1.2 EVOLUCIÓN MOLECULAR DE LOS GENES PARALOGOS Dca Y RC 

EN D. SUBOBSCURA 

 

 En D. subobscura los genes Dca y RC se ubican en los cromosomas O y A, 

respectivamente. De igual forma que lo observado en D. melanogaster, la estructura de 

ambos genes está formada por dos exones separados por un pequeño intrón que se localiza 

en la misma posición rompiendo el codón en la posición 720 entre la segunda y la tercera 

base. En esta especie, la similitud entre las proteínas codificadas por ambos genes es de 

alrededor del 71.6%, muy similar a la hallada en D. melanogaster.  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los niveles de la diversidad nucleotídica en la región codificadora de los genes Dca 

y RC en D. subobscura indican diferentes niveles de constricción funcional. De hecho, el 

gen RC presenta unas estimas de la diversidad nucleotídica inferiores a las del gen Dca para 

las posiciones sinónimas y especialmente para las no sinónimas ya que no se detectó ningún 

polimorfismo de reemplazamiento (tablas II.4 y III.4). Esta diferencia en los niveles de 

polimorfismo no sinónimo se ve reflejada en el mayor número de variantes proteicas que 

presenta el gen Dca (10) en comparación a la única detectada en el gen RC.  

 

Figura III.12. Alineamiento de las secuencia aminoacídica de las proteínas codificadas por los genes Dca y RC en D. 

subobscura y D. madeirensis. Los puntos (.) indican aminoácidos idénticos a la secuencia del gen Dca de D. subobscura. 

En gris se muestran los aminoácidos conservados en ambos genes y especies. 
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 La divergencia sinónima de ambos genes (Ks) se estimó en la comparación entre D. 

subobscura y D. madeirensis. La estima en el gen Dca (Ks = 0.050) es el doble de la 

detectada en el gen RC (Ks = 0.023). Además, la divergencia sinónima del gen Dca es 

relativamente elevada si se compara con las estimas previamente publicadas de los genes 

autonómicos rp49 (Ksil = 0.011; Rozas y Aguadé 1994) y Acp70A (Ksil = 0.027; Cirera y 

Aguadé 1998) entre D. subobscura y D. madeirensis. No obstante, el gen RC presenta unos 

niveles de divergencia sinónima muy similares a los de divergencia silenciosa detectados 

entre estas dos especies en el gen y (Ksil = 0.026) ubicado también en el cromosoma X. 

 Las estimas de divergencia sinónima (Ks) son superiores que las estimas de 

divergencia no sinónima (Ka) tanto entre los genes parálogos como entre los genes 

ortólogos (tabla III.15). De la misma forma que lo observado entre D. melanogaster y D. 

simulans, las estimas de la divergencia no sinónima entre D. subobscura y D. madeirensis 

difiere entre copias (0.008 para el gen Dca y 0.019 en el gen RC), lo que indica que los 

genes Dca y RC en estas especies también se encuentran bajo diferentes niveles de 

constricción funcional. De hecho, en el gen Dca la relación entre la divergencia no 

sinónima y sinónima (Ka/Ks) entre D. subobscura y D. madeirensis es bastante inferior que 

1, mientras que el gen RC presenta un valor de Ka/Ks = 0.826 (tabla III.15). La relación 

Ka/Ks varía desde 0.736 hasta 0.951 con un valor promedio de 0.832 al emplear cualquiera 

de las 12 líneas de D. subobscura secuenciadas del gen RC. Por lo tanto, esto podría indicar 

la acción de la selección positiva en el gen RC después de la separación de estas dos 

especies. No obstante, la relajación de la selección natural como la causa de la fijación de 

los reemplazamientos aminoacídicos no puede ser descartada ya que la relación Ka/Ks 

permanece inferior a 1. 

 Al igual que en el análisis con D. melanogaster y D. simulans, el árbol filogenético 

de los genes Dca y RC en D. suobscura y D. madeirensis revela que ambos genes han 

evolucionado independientemente desde su duplicación (figura III.13). No obstante, en el 

caso del gen Dca, D. madeirensis se agrupa con las líneas analizadas de D. subobscura en 

lugar de ubicarse como especie outgroup. La proteína codificada por los genes Dca y RC en 

las anteriores especies presentan 75 reemplazamientos aminoacídicos fijados (figura III.12) 
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Figura III.13. Árbol filogenético de los genes Dca y RC en las 

diferentes líneas analizadas de D. subobscura y D. madeirensis. 

Ks, divergencia sinónima; Ka, divergencia no sinónima;  

Ka/Ks, relación entre la divergencia no sinónima y sinónima. 
Sub, D. subobscura; Mad, D. madeirensis. 



_____________________________________________________
 Resultados. El gen RC. Análisis de ML de los genes parálogos Dca y RC 

 171 

III.3.1.3 ANÁLISIS DE MAXIMUM LIKELIHOOD (ML) EN LA REGIÓN 

CODIFICADORA DE LOS GENES PARÁLOGOS DCA Y RC (DR) 

 

Los resultados de los modelos FR y M0 para el conjunto de los genes parálogos 

Dca y RC (DR) son semejantes a los obtenidos previamente para cada copia 

individualmente. El modelo FR es significativamente mejor que el modelo nulo M0 (2 

�l =160.385, P = 1.742 x 10
-12

) e indica que en el gen RC la rama que lleva al linaje de 

D. subobscura presenta un valor de � > 1. 

Para identificar la acción de la selección positiva en ramas específicas del 

conjunto DR consideramos un modelo con dos valores de � diferentes, un valor (�1) 

para ramas concretas y otro valor (�0) para el resto de ramas de la filogenia. Los valores 

de �1 se fijaron alternativamente en la rama interna previa a la divergencia del gen Dca 

(dDca) o del gen RC (dRC) o en la rama externa que conduce al gen RC de D. 

subobscura (RCSub) (figura III.14). Este modelo se ajusta significativamente mejor que 

el modelo M0 en los tres casos (para dDca, 2 �l = 16.692, P = 4.394 x 10
-5

; para dRC, 2 

�l = 3.655, P = 0.056; para RCSub, 2 �l = 7.684, P = 0.005).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.14 Ramas usadas como foreground en los análisis de branch-sites  
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 Los resultados de las estimas de ML al emplear los modelos M1 (nearly neutral), 

M2 (selección), M3 (discreto), M7 (beta) y M8 (beta & �) se muestran en la tabla 

III.16.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
f, grados de libertad; l, valor de log likelihood; �, relación dN/dS; �, relación entre el número de 

transiciones y transversiones. 
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 Los análisis realizados con los modelos M1, M2 y M3 (K=2 y K=3) indican que el 

52-91% de las posiciones analizadas se encuentran bajo una fuerte selección 

purificadora con valores de � que van desde 0.01 hasta 0.07.  Sin embargo, los valores 

de � para el resto de posiciones son más elevados (hasta 0.484), sugiriendo una 

relajación de la selección (a excepción de los modelos M1 y M2 donde se fija una clase 

de � = 1). Las estimas de los parámetros obtenidos con los modelos M7 y M8 sugieren 

que los valores de � presentan una distribución beta en forma de L, con la mayoría de 

aminoácidos muy conservados o poco variables (p ~ 0.4 y q ~ 3.7). 

 La diferencia entre los dos modelos M1 y M2 no es significativa debido a que las 

estimas de ML son muy similares y por lo tanto no existen evidencias de selección 

positiva en ningún codón en particular. Por el contrario, los modelos discretos (M3 con 

K = 2 o K = 3) se ajustan mejor que el modelo M0. Adicionalmente, el modelo M3 (K = 

3) es significativamente mejor que el modelo más simple M3 (K = 2) (2 �l = 38.020, P 

= 5.545 x 10
-9

). Sin embargo, las estimas de los parámetros bajo este modelo no 

detectan ninguna posición bajo selección positiva (�2 = 0.155). 

 El modelo alternativo A de branch-sites implementado con el propósito de 

determinar la existencia de sitios bajo selección positiva en linajes específicos es 

significativamente mejor que el modelo M1 únicamente en las ramas dDca (2 �l = 

33.491, P = 5.338 x 10
-8

) y RCSub (2 �l = 6.804, P = 0.033). Este modelo identificó 6 

(60S, 136I, 138T, 141K, 186L y 278N) y 3 (66E, 71E y 172A) (figura III.15) posiciones 

con una alta probabilidad posterior de evolucionar bajo selección positiva en las ramas 

dDca y RCSub, respectivamente. El test 2 (Zhang et al. 2005) se empleó para evitar la 

identificación de falsos positivos con el modelo de branch-sites. Este test es 

significativo en la rama dDca (2 �l = 4.391, P = 0.036) pero no en RCSub (2 �l = 

0.190, P = 0.662). Por lo tanto, a pesar que los modelos de branch-sites predicen 

posiciones seleccionadas positivamente en linajes específicos, no se puede descartar que 

el valor de �2
 
> 1 en el linaje RCSub sea causado por la relajación de la constricción 

funcional (�2 �1), mientras que la selección positiva puede haber actuado en la rama 

dDca. 
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Figura III.15. Alineamiento múltiple de las proteínas 

codificadas por los genes Dca y RC. En negro, 

aminoácidos idénticos; en gris, aminoácidos con 

propiedades bioquímicas similares. Mel, D. 

melanogaster; Sim, D. simulans; Sec, D. sechelia; 

Mau, D. mauritiana; Yak, D. yakuba; Ere, D. erecta; 

Ana, D. ananassae; Ps, D. pseudoobscura; Sub, D. 

subobscura; Mad, D. madeirensis; Gua, D. guanche; 

Moj, D. mojavensis; Vir, D. viriles; Gri, D. grimshawi; 

Calli, Calliphora vicina; Sar, Sarcophoga peregrina. 
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III.3.2 DISCUSIÓN 

 

III.3.2.1 EVOLUCIÓN MOLECULAR Y ANÁLISIS DE ML DE LOS GENES 

DCA Y RC EN DROSOPHILA 

 

Las regiones ortólogas de los genes Dca y RC fueron identificadas en todas las 

especies del subgenero Sophophora, incluyendo a D. willistoni en la que se detectaron 

dos copias del gen Dca y una del gen RC. Sin embargo, esta última especie no fue 

incluida en los análisis de ML debido al cambio que presenta en la composición de 

bases y en la preferencia de codones (Vicario et al. 2007; Singh et al. 2006; Drosophila 

12 Genome Consortium 2007). Por el contrario, en las tres especies incluidas en el 

subgénero Drosophila (D. grimshawi, D. virilis y D. mojavensis) se detectó una única 

región con altos niveles de sintenia con el gen RC ubicado en el cromosoma X. Por otro 

lado, las especies Calliphora vicina (Blue Blowfly) y Sarcophoga peregrina (Fleshfly) 

empleadas como outgroup, presentan una única región de similitud a los genes Dca y 

RC, siendo ésta más elevada cuando dicha región se compara con el gen RC. Estos datos 

sugieren que el evento de duplicación ocurrió después de la separación de los 

subgéneros Drosophila-Sophophora pero antes de la radicación de las especies del 

subgénero Sophophora (figura III.14). 

Además del alto grado de similitud de la secuencias aminoacídicas de las 

proteínas DCA y RC, la estructura de los genes que las codifican con un pequeño intron 

de fase 2 también está conservada en todas las especies de Drosophila. El 

mantenimiento de estos genes parálogos durante un periodo de tiempo tan largo sugiere 

la acción de un mecanismo de preservación. Existen dos principales teorías para el 

mantenimiento de las dos copias de un gen duplicado: subfuncionalización y 

neofuncionalización (Ohno 1970; Clark 1994; Walsh 1995). La subfuncionalización de 

genes duplicados es un proceso importante en el modelo DDC (Duplication-

Degeneration-Complementation), en el cual las funciones de un gen ancestral son 

divididas entre los genes duplicados que funcionalmente se complementan mutuamente. 

Por otra parte, la neosubfuncionalización de genes duplicados resulta en la adquisición 

de una nueva función en uno de los genes, mientras que la función ancestral es 

preservada por otro gen. 
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La proteína de la familia SMP-30 de las especies S. peregrina y C. vicina 

empleadas como outgroup en los análisis fue denominada anterior fat body protein 

(AFP) debido a que su expresión se encuentra altamente restringida al citoplasma de los 

trofocitos (células grasas) de la región anterior del cuerpo graso de la larva (Nakajima y 

Natori 2000; Hansen et al. 2002). La AFP de S. peregrina esta constituida por 306 

aminoácidos y su secuencia presenta un 75% y 61% de residuos idénticos a los de la 

proteína codificada por los genes RC y Dca de D. melanogaster, respectivamente. El 

mayor grado de similitud de AFP con la proteína RC de las especies de Drosophila 

analizadas, sugiere que el gen AFP es homólogo del gen RC en Drosophila y que el gen 

Dca surgió tras un evento de duplicación.  

La posible función del gen AFP en C. vicina es la incorporación (endocitosis) de 

proteínas de almacenamiento (hexamerinas) desde la hemolinfa al cuerpo graso por 

medio de la interacción con el receptor de hexamerinas (Hansen et al. 2002) durante el 

proceso de metamorfosis. La interacción entre estas dos moléculas solamente puede 

ocurrir en la parte anterior del cuerpo graso, un tejido que se degrada rápidamente poco 

después de la formación de la pupa. Por otro lado, el gen AFP de S. peregrina no parece 

exhibir una fuerte afinidad con el calcio, en contraste con el gen RC de los mamíferos, 

el cual se asume que ha derivado del mismo ancestro común (Nakajima y Natori 2000).  

Por lo tanto, es posible que el gen RC en las especies del Drosophila mantenga 

la función ancestral, mientras que el gen Dca pudo haber adquirido una nueva función 

después del evento de duplicación. De hecho, Goto (2000) ha sugerido que la posible 

función del gen Dca en Drosophila, al igual que la descrita para el gen SMP30 de los 

mamíferos, es el mantenimiento de los niveles de calcio (Ca
+
) en el citosol. El aumento 

detectado en los niveles de la expresión del gen Dca después de la exposición a 15°C en 

individuos de Drosophila podría indicar la importancia de este gen en el mantenimiento 

de los niveles de Ca
+ 

a bajas temperaturas y en la tolerancia al frío en Drosophila. No 

obstante, para poder establecer la posible diferenciación funcional de los genes Dca y 

RC es fundamental determinar la función y el patrón de expresión que presentan estos 

genes en Drosophila. 

Los análisis de ML muestran que las estimas de dN/dS (�) en la región 

codificadora de los genes Dca y RC son significativamente heterogéneas y bastante 

variables entre los diferentes linajes analizados, indicando que la evolución de estos 

genes es incompatible con el modelo neutral. No obstante, ambos genes presentan 
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valores de dN/dS < 1 (a excepción de las ramas RCSub y la que lleva a D. virilis y D. 

mojavensis del gen RC) sugiriendo que han evolucionado bajo selección purificadora.  

El modelo empleado para determinar la posible diferencia en la evolución de los 

genes Dca y RC en linajes específicos causada por la asociación con la distribución 

geográfica, indica que el gen Dca presenta una diferencia significativa del patrón � en 

los linajes de las especies tropicales respecto a los de las especies templadas con niveles 

de constricción funcional mayores en estas últimas. Por el contrario, esta diferencia 

entre linajes tropicales y templados no se detecta en el gen RC. Este resultado estaría de 

acuerdo con la implicación de la tolerancia al frío del gen Dca pero no del gen RC.  

En las ramas que llevan hacia los linajes tropicales del gen Dca, el modelo A de 

Branch-sites identificó un total de 16 reemplazamientos. Uno de estos 

reemplazamientos (104D) puedo haber evolucionado por selección positiva (figura 

III.15). No obstante, el test 2 (Zhang et al. 2005) empleado para evitar la clasificación 

falsa de posiciones bajo selección positiva no descarta la relajación de la constricción 

funcional como la causa del alto valor de � detectado en el anterior reemplazamiento. 

Por el contrario, el test 2 sugiere que los dos reemplazamientos identificados (140W y 

146S) en las ramas templadas del gen Dca con valores elevados de � han evolucionado 

por selección positiva. 

El análisis conjunto de los genes parálogos y ortólogos Dca y RC permitió 

detectar que en las ramas dDca y RCSub el modelo A de branch-sites es 

significativamente mejor que el modelo M1. De los 41 reemplazamientos detectados en 

dDca, 6 han evolucionado por selección positiva (60S, 136I, 138T, 141K, 186L y 

278N) (figura III.15). De éstos, 3 son radicales con respecto a la carga, 3 con respecto a 

la polaridad y 1 es radical para ambos criterios. El test 2 (Zhang et al. 2005) permite 

concluir que la selección positiva pudo haber actuado sobre estos cambios 

aminoaciditos en la rama dDca mientras que no descarta la relajación de la constricción 

funcional como la causa de los altos valores de � detectados en la rama RCSub.  

A pesar que en este trabajo se han identificado posiciones aminoacídicas que han 

evolucionado bajo selección positiva y que pueden causar características diferenciales 

en los genes Dca y RC después del evento de duplicación, es indispensable información 

adicional tanto de la estructura como de la función de las proteínas codificadas por estos 

genes para demostrar el carácter adaptativo de los aminoácidos identificados bajo 

selección positiva por medio de los análisis de ML. Además, como se mencionaba 

anteriormente, el análisis de las regiones reguladoras y el estudio de posibles diferencias 
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en los niveles y el patrón de expresión de los genes Dca y RC son fundamentales para 

poder comprender mejor el papel de la selección natural en la evolución molecular de 

estos genes en Drosophila. 
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CAPÍTULO IV 

EL GEN CG6296 
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IV.1 POLIMORFISMO NUCLEOTÍDICO DEL GEN CG6296 

 

IV.1.1 RESULTADOS 
 

IV.1.1.1 POLIMORFISMO NUCLEOTÍDICO DEL GEN CG6296 EN D. 

MELANOGASTER 

 

La variación nucleotídica de la región CG6296 fue analizada en 19 líneas de D. 

melanogaster procedentes de dos poblaciones naturales españolas (Montemayor y Sant 

Sadurní d’Anoia). El fragmento estudiado de aproximadamente 2.7 kb incluye alrededor 

de 2.1 kb de la región codificadora, así como parte de las regiones 5’ y 3’ flanqueantes 

con una longitud aproximada de 0.4 y 0.2 kb, respectivamente. 

 

Diferenciación genética entre poblaciones 

 

La diferenciación genética entre las poblaciones de Montemayor y Sant Sadurni 

d’Anoia fue estimada usando el estadístico Fst (Hudson et al 1992). El valor observado 

al comparar las dos poblaciones analizadas (Fst = 0.0069) no difiere significativamente 

del esperado bajo el modelo neutro en muestras aleatorias de una población panmítica 

sin subdivisión (figura IV.1). Por lo tanto, ambas poblaciones se consideraron 

conjuntamente en los análisis posteriores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura IV.1. Distribución del estadístico Fst en una población panmíctica de 19 individuos 

(ver materiales y métodos). 
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Análisis del polimorfismo nucleotídico 

 

El alineamiento múltiple de las 19 secuencias de D. melanogaster presenta un 

total de 2814 posiciones. En dicho alineamiento se detectaron tanto polimorfismos por 

cambio nucleotídico como polimorfismos por inserción/deleción. Al eliminar las 

posiciones que presentan gaps en una o varias de las líneas analizadas el número de 

posiciones se reduce a 2770. En total se identificaron 84 posiciones polimórficas por 

cambio nucleotídico y 5 polimorfismos por inserción/deleción de nucleótidos. 

En la región 5’ flanqueante se detectaron 16 polimorfismos por cambio 

nucleotídico, de los que 2 presentan variantes únicas. También se detectaron 4 

polimorfismos por inserción/deleción. La región codificadora presenta un total de 56 

polimorfismos por cambio nucleotídico, de los cuales 29 son sinónimos, 27 no 

sinónimos y 17 presentan variantes únicas. Además de los polimorfismos por cambio 

nucleotídico, la región codificadora presenta un polimorfismo por inserción/deleción de 

3 nucleótidos. En la región 3’ flanqueante se detectaron 7 polimorfismos por cambio 

nucleotídico, de los cuales 2 presentan variantes únicas (figura IV.2). 
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Análisis del polimorfismo aminoacídico 

 

El alineamiento múltiple de las secuencias aminoacídicas de la proteína 

codificada por el gen CG6296 en las 19 líneas de D. melanogaster analizadas se 

presenta en la figura IV.3. Este alineamiento comprende un total de 676 posiciones. Se 

observaron 27 polimorfismos de reemplazamiento de los cuales 11 presentan variantes 

únicas. Es de destacar que 9 de los 11 variantes únicas están presentes en una sola línea 

(M66).  

Los polimorfismos aminoacídicos detectados causan cambios tanto 

conservativos como radicales dependiendo de si alteran o no las propiedades físico-

químicas de los aminoácidos. Con respecto a la carga, se detectaron 20 cambios 

conservativos (por ejemplo, los cambios ácido glutámico/ácido aspártico (Glu/Asp), 

valina/isoleucina (Val/Ile) y leucina/serina en las posiciones 600, 1350 y 2206, 

respectivamente) y 7 radicales (por ejemplo, los cambios ácido glutámico/lisina 

(Glu/Lys) y ácido glutámico/valina (Glu/Val) en las posiciones 790 y 1999, 

respectivamente). Con respecto a la polaridad, se observaron un total de 18 cambios 

conservativos (por ejemplo: isoleucina/metionina (Ile/Met), leucina/valina (Leu/Val) y 

serina/asparagina (Ser/Asn) en las posiciones 768, 1575 y 2014 respectivamente) y 9 

radicales (por ejemplo: treonina/alanina (Thr/Ala) y alanina/serina (Ala/Ser) en las 

posiciones 1605 y 2127, respectivamente). Al considerar la secuencia de D. simulans, 

10 de los 11 aminoácidos que se encuentran segregando a baja frecuencia en las 

posiciones polimórficas son derivados. 

Además de los polimorfismos de reemplazamiento, la región codificadora del 

gen CG6296 presenta un polimorfismo por inserción /deleción. Así, la línea M40 

presenta una deleción de un aminoácido con respecto a la secuencia de referencia. 

Dicha deleción está ubicada hacia el extremo carboxi-terminal de la proteína.  

 

Diversidad haplotípica 

 

Las 19 líneas de D. melanogaster analizadas pueden agruparse en un total de 15 

haplotipos diferentes si se consideran todos los polimorfismos por cambio nucleotídico 

detectados en la región estudiada. La diversidad haplotípica detectada es Hd = 0.959. 
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Asimismo, en la región codificadora se detectaron un total de 15 haplotipos que 

representan 8 variantes proteicas. En la figura IV.3 se observa que la variante P1 

presenta una frecuencia del 52.6% (10 líneas) y la variante P3 del 10.5% (2 líneas). El 

resto de variantes (P2, P4-P9) se encuentran en una sola línea y se diferencian por más 

de una sustitución aminoacídica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Desequilibrio de ligamiento y recombinación 

 

El grado de desequilibrio de ligamiento se analizó empleando las posiciones 

informativas. De las 1830 comparaciones realizadas entre los 61 polimorfismos 

detectados, 554 son significativas por el test �2
 (30.3%) y 68 con la corrección de 

Bonferroni (3.7%). Se detectaron un total de 13 eventos de recombinación (Rm) en la 

región analizada de acuerdo al test de los cuatro gametos de Hudson y Kaplan (1985).  

 

Diversidad nucleotídica 

 

En la tabla IV.1 se muestran las estimas del polimorfismo nucleotídico obtenidas 

para diferentes tipos de posiciones. La diversidad nucleotídica para toda la región 

analizada (�total) es 0.009 y ligeramente inferior a la detectada para las posiciones 

Figura IV.3. Polimorfismo aminoacídico de la proteína codificada por el gen CG6296 en las 19 líneas de D. 

melanogaster analizadas de las poblaciones de Montemayor (M) y Sant Sadurní d’Anoia (CN). En la parte superior se 

indican las posiciones de los polimorfismos nucleotídicos que causan los cambios aminoacídicos de acuerdo a la figura 

19. Los puntos (.) indican aminoácidos idénticos a los de la secuencia de referencia y los guiones (-) posiciones con 

gaps. P# indica la variante proteica. La última fila muestra la información en D. simulans para las posiciones 

identificadas como polimórficas en D. melanogaster. 
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silenciosas (�sil = 0.015). Dentro de la región codificadora, la estima para las posiciones 

sinónimas (�s) es 0.019, mientras que la encontrada para las posiciones no sinónimas 

(�a) es 0.004. En los dos primeros exones del gen la diversidad nucleotídica es 0.01 y 

bastante similar a la de 0.08 detectada en el tercer exón. En la región no codificadora 

(regiones 5’ y 3’ flanqueantes e intrones) la estima de �NC = 0.012 es ligeramente 

inferior a la observada para las posiciones sinónimas (�s = 0.019). Las estimas de � para 

la mayor parte de las posiciones analizadas son muy parecidas a las estimas de la 

diversidad nucleotídica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Test del neutralismo 

 

Para poder establecer si los patrones del polimorfismo observados en el 

fragmento analizado se ajustan a las predicciones del neutralismo, se aplicaron los test 

desarrollados por Tajima (1989) y Fu y Li (1993) para diferentes tipos de posiciones 

(tabla IV.2). Los estadísticos propuestos para los distintos tests fueron negativos tanto 

para las posiciones no sinónimas como para el total de posiciones de los exones 1 y 2. 

Sin embargo, los estadísticos son significativos (P < 0.05) únicamente para las 

posiciones no sinónimas de estos exones. Así, los test de Tajima y Fu y Li sugieren que 

los patrones del polimorfismo detectados en la región CG6296 concuerdan con las 

predicciones del neutralismo a excepción de las posiciones no sinónimas de los exones 

1 y 2 que muestran una un exceso de variantes segregando a baja frecuencia. 

El test H de Fay y Wu (2000) se aplicó para establecer si existe un exceso de 

mutaciones derivadas a alta frecuencia (tabla IV.2). D. simulans fue utilizada como 

especie outgroup para polarizar los cambios observados. Para todos los tipos de 
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posiciones analizadas el test H es negativo y es marginalmente significativo para las 

posiciones no sinónimas de los exones 1 y 2 y para el total de las posiciones 

codificadoras de estos exones (P = 0.063 y 0.062, respectivamente) bajo la hipótesis 

conservativa de no recombinación. Sin embargo, el test fue significativo para el total de 

la región estudiada al considerar un valor de RL = 45 que fue estimado a partir del 

número mínimo de eventos de recombinación detectado en la muestra (Rozas et al 

2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El test de MacDonald y Kreitman (1991) se realizó para contrastar si la relación 

entre el número de polimorfismos dentro de especie y el número de diferencias fijadas 

entre especies es equivalente para los cambios sinónimos y los no sinónimos. Para 

aplicar este test se utilizó D. simulans en la comparación interespecífica. No se 

detectaron diferencias significativas entre ambas relaciones (tabla IV.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Genealogía de los alelos  

 

La figura IV.4 muestra la genealogía de los alelos de las poblaciones de 

Montemayor y Sant Sadurní d’Anoia. En este análisis se empleó D. simulans como 

Probabilidad de obtener un valor del test estadístico menor que el observado tras simulación de coalescencia sin 

recombinación. 

*P < 0.05
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especie outgroup. En el árbol se pueden identificar las 4 líneas que presentan el mismo 

haplotipo (M2, M11, M22 y M26), las dos que comparte otro haplotipo (CN6 y CN22) 

y los 13 haplotipos restantes formados por líneas únicas. Además, los alelos no se 

agrupan por localidad, lo que confirma el hecho de que las poblaciones analizadas no se 

encuentran genéticamente diferenciadas para la región CG6296. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura IV.4. Genealogía de los alelos de las poblaciones de Montemayor (M) y Sant Sadurní d’Anoia 

(CN) reconstruida por el método de neighbor-joining (Saitou y Nei 1987) usando la distancia de 

Kimura de 2 parámetros (Kimura 1980). 
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IV.1.2 DISCUSIÓN 
 

IV.1.2.1 DIVERSIDAD NUCLEOTÍDICA DEL GEN CG6296 EN D. 

MELANOGASTER  

 

El gen CG6296 de D. melanogaster se localiza en el brazo cromosómico 3R 

(posición 97D) al igual que los genes Dca y Fst. La variabilidad nucleotídica de los tres 

genes se ha analizado en las mismas dos poblaciones naturales de D. melanogaster: 

Montemayor y Sant Sadurní d’Anoia. La estima de la diversidad nucleotídica silenciosa 

detectada en la región CG6296 es idéntica a la observada en la región Dca (�sil = 0.015) y 

bastante superior a la correspondiente estima en el gen Fst (�sil = 0.0028). Según Kliman y 

Hey (1993), la tasa de recombinación para la región donde se encuentra ubicado el gen Fst 

es de alrededor de 0.00093 mientras que para las regiones Dca y CG6296 es muy similar y 

de aproximadamente 0.00228 y 0.00385, respectivamente. Por lo tanto, el mayor nivel de 

polimorfismo silencioso detectado en las dos últimas regiones podría ser consecuencia de 

su ubicación en zonas con mayores niveles en la tasa de recombinación en comparación a 

los del gen Fst en D. melanogaster. 

Como se ha descrito en otros genes, la variación en las posiciones sinónimas (�s = 

0.019) del gen CG6296 es superior que la detectada en las regiones 5’ (� = 0.014) y 3’ (� = 

0.006) flanqueantes, lo que sugiere una mayor constricción funcional en estas regiones 

probablemente debido a la presencia de regiones reguladoras. El nivel de variación 

nucleotídica en la población de Sant Sadurní d’Anoia se ha estimado tras el análisis de 109 

fragmentos no codificadores localizados a lo largo del cromosoma X (Orengo y Aguadé 

2004). El valor promedio de la diversidad nucleotídica en el anterior estudio fue de � = 

0.0038. No obstante, el rango de variación oscila entre 0 y 0.0132 lo que indica que el nivel 

de variación en la región no codificadora del gen CG6296 de � = 0.012 correspondería a un 

nivel de variación elevado en la población. Por otro lado, dentro de la región codificadora, 

el nivele de la diversidad nucleotídica en los dos primeros exones es bastante similar a la 

detectada en el tercer exón (tabla IV.1). En el primer exón se encuentra la secuencia del 

péptido señal de la proteína codificada por el gen CG6296 mientras que el segundo y parte 

del tercero codifican para un dominio lipasa. De hecho, la posible función descrita para esta 
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proteína es la de triacilglicerol lipasa que está implicada en el transporte y el metabolismo 

de lípidos. El nivel de diversidad nucleotídica no sinónima para la región que codifica el 

dominio lipasa (segundo y parte del tercer exón) es �a = 0.0025 y casi tres veces inferior al 

detectado (�a = 0.0067) en el resto de la proteína (resto del tercer exón), indicando una 

mayor constricción funcional en el dominio lipasa. 

Los test de neutralidad de Tajima y Fu y Li (tabla 21) basados en la comparación de 

la heterozigosidad detectada dentro de las poblaciones analizadas de D. melanogaster no 

fueron significativos (tabla IV.2). Sin embargo, el test H (Fay y Wu 2000) indica que en 

toda la región analizada del gen CG6296 existe un exceso significativo de mutaciones 

derivadas segregando a altas frecuencias cuando se emplea el valor estimado de RL = 45 

(tabla IV.2). El exceso de mutaciones derivadas a altas frecuencias podría ser causado por 

un barrido selectivo en o cerca del gen CG6296. 
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IV.2 DIVERGENCIA DEL GEN CG6296 

 

IV.2.1 RESULTADOS 
 

IV.2.1.1 DIVERGENCIA NUCLEOTÍDICA DEL GEN CG6296 EN EL GRUPO 

MELANOGASTER DE DROSOPHILA  

 

El gen CG6296 fue secuenciado en cinco especies del grupo melanogaster de 

Drosophila: D. melanogaster, D. simulans, D. mauritiana, D. yakuba y D. erecta. El 

alineamiento múltiple de la región codificadora de las cinco especies comprende un 

total de 2979 posiciones que se reducen a 1848 al excluir de los análisis las posiciones 

que presentan gaps. En todas las especies, la estructura del gen CG6296 esta compuesta 

por 3 exones separados por dos pequeños intrones. La longitud de la región codificadora 

incluyendo los intrones es de 2138 pb en D. melanogaster, 2214 pb en D. simulans, 

2747 pb en D. mauritiana, 2457 pb en D. yakuba y 2479 pb en D. erecta.  

En la tabla IV.4 se muestran las estimas de la divergencia nucleotídica entre las 

diferentes especies para el gen CG6296. Las estimas de la divergencia no sinónima (Ka) 

son más bajas que las detectadas para las posiciones sinónimas (Ks) en todas las 

comparaciones. Las estimas de la relación entre la divergencia no sinónima y sinónima 

(Ka/Ks) son inferiores a 1 y van desde 0.210 en la comparación entre D. simulans y D. 

mauritiana hasta 0.441 entre D. yakuba y D. erecta.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ks, divergencia sinónima por posición sinónima. Ka, divergencia no sinónima por posición 

no sinónima. Ka/Ks, ratio entre la divergencia no sinónima y sinónima.  

mel. D. melanogaster; sim, D. simulans; mau, D. mauritiana; yak, D. yakuba; ere, D. erecta. 
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Los árboles obtenidos por el método de neighbor-joining (Saitou y Nei 1987) en 

base a la divergencia nucleotídica detectada en la región codificadora así como los 

obtenidos a partir de la divergencia sinónima y no sinónima se presentan en la figura 

IV.5. La topología de los árboles coincide en todos los casos excepto en la agrupación 

de D. yakuba y D. erecta en el árbol reconstruido en base a la divergencia no sinónima. 

En todos los árboles, la rama del linaje de D. erecta es consideradamente más larga que 

la del linaje de D. yakuba.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para poder determinar si el número de sustituciones entre los linajes de D. 

yakuba y D. erecta son significativamente diferentes se aplicó el relative rate test 

propuesto por Wu y Li (1985) utilizando D. melanogaster como especie outgroup (tabla 

IV.5). Los resultados del anterior test indican una diferencia estadísticamente 

significativa en la tasa de sustitución de los linajes de D. yakuba y D. erecta. Al aplicar 

el test de Tajima (1993) se pudo comprobar que en el linaje de D. erecta se ha 

producido un exceso significativo tanto de sustituciones sinónimas como no sinónimas 

(tabla IV.5). 

 

 

 

 

 

Figura IV.5. Árboles filogenéticos obtenidos por el método de neighbor-joining (Saitou y 

Nei 1987) en base a la A) divergencia nucleotídica total, B) divergencia sinónima y C) 

divergencia no sinónima.

A) B) 

C) 
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m1 y m2, número de sustituciones sinónimas en los linajes que llevan a las especies 1 y 2, respectivamente. 

r1 y r2, número de sustituciones no sinónimas en los linajes que llevan a las especies 1 y 2, 

respectivamente. 
Nombre de las especies como en la tabla IV.4. 

* P < 0.05; ** 0.01 < P < 0.05; *** P < 0.01 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La estima del sesgo en el uso aleatorio de codones sinónimos fue estimada para 

las diferentes especies (tabla IV.6). Los niveles de codon bias detectados en todas las 

especies fueron muy similares y relativamente bajos, con una media del valor ENC 

igual a 54.295. Drosophila mauritiana fue la especie con el codon bias más alto (ENC 

= 52.691), mientras que D. erecta presenta el más bajo (ENC = 56.246). 

 

 

 

 

 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

IV.2.1.1.1 DIVERGENCIA AMINOACÍDICA DEL GEN CG6296 EN EL GRUPO 

MELANOGASTER DE DROSOPHILA  

 

El alineamiento múltiple de la proteína codificada por el gen CG6296 para las 5 

especies del subgrupo melanogaster comprende un total de 998 aminoácidos (figura 

IV.6). La longitud de la proteína codificada por el gen CG6296 en D. melanogaster, D. 

simulans, D. mauritiana, D. yakuba y D. erecta es de 676, 701, 879, 782 y 862 

aminoácidos, respectivamente. Estas variaciones en el tamaño se deben en parte a la 

variación en el número de repeticiones PEEST perfectos o en aquellos que difieren en 

CBI, indice de codon bias; ENC, número efectivo de codones 
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uno de sus residuos (PEETT, PEEAT, PEDST, PEEVT, SEEST, PEETS, PEEDT, 

PEEET y PEVST) en la región C-terminal de la proteína. Este número oscila entre 7 en 

D. yakuba hasta 15 en D. mauritiana. Además de los anteriores motivos, también se 

detectaron motivos que presentan una o dos inserciones con respecto a los motivos 

PEEST (PEEDST, PEESST, PEDEST, PEEVST, PEEEST y PEEVEST). Al tener en 

cuenta estos motivos, la oscilación en el número de motivos abarca desde 10 en D. 

yakuba hasta 18 en D. mauritiana. 
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Figura IV.6. Alineamiento múltiple de la secuencia aminoacídica de la proteína codificada por el gen CG6296. 

Los puntos (.) indican aminoácidos idénticos a los de la secuencia de referencia y los guiones (-) deleciones de 

aminoácidos respecto a esta secuencia. La línea negra indica el dominio lipasa. En verde se muestran los motivos 

PEEST; en azul, aquellos motivos que difieren del PEEST en uno de los residuos y en amarillo, los que 

presentan una inserción de uno o dos residuos con respecto al motivo PEEST. mel, D. melanogaster; sim, D. 

simulans; mau, D. mauritiana; yak, D. yakuba y ere, D. erecta. 
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IV.2.2 DISCUSIÓN 

 
IV.2.2.1 DIVERGENCIA NUCLEOTÍDICA Y AMINOACÍDICA DEL GEN 

CG6296 EN EL GRUPO MELANOGASTER 

 

La divergencia del gen CG6296 se analizó en 5 especies que se encuentran 

incluidas en el subgrupo melanogaster de Drosophila. Entre D. melanogaster y D. 

simulans, la estima de divergencia sinónima (Ks = 0.124) es superior a la estima 

promedio de la divergencia nucleotídica silenciosa hallada en 19 genes autosómicos 

analizados en ambas especies (Ksil = 0.108; Begun y Whitley 2000). De hecho, 

únicamente 6 de los 19 genes están evolucionando en las posiciones sinónimas más 

rápidamente que el gen CG6296. Igualmente, la estima de la divergencia no sinónima 

de Ka = 0.052 es superior a la estima promedio para los mismos genes (Ka = 0.011; 

Begun 2002). En este caso, ninguno de los 19 genes anteriores presentan estimas de Ka 

superiores a las detectadas en el gen CG6296. Este hecho indicaría que este gen estaría 

evolucionando bastante rápidamente en las posiciones no sinónimas. No obstante, la 

relación entre la divergencia no sinónima y sinónima en la comparación entre D. 

melanogaster y D. simulans (Ka/Ks = 0.419), indicaría que la selección purificadora 

también actúa sobre el CG6296 (tabla IV.4). 

En todos los árboles obtenidos a partir de las diferentes estimas de la divergencia 

en el gen CG6296, la rama que lleva al linaje de D. erecta es inusualmente larga en 

comparación a la de D. yakuba. Empleando D. melanogaster, D. simulans y D. 

mauritiana como especies outgroup, el relative rate test detectó un exceso significativo 

en la tasa de sustitución global en el linaje de D. erecta (tabla IV.5). De hecho, la región 

codificadora del gen CG6296 presenta los niveles más bajos de constricción funcional 

en la comparación entre D. yakuba y D. erecta (Ka/Ks = 0.441).  

Por otro lado, en las especies que conforman el subgrupo melanogaster la 

proteína CG6296 presenta una variación intrerespecífica considerable en el número de 

motivos PEEST perfectos o en aquellos que difieren en uno de los residuos. Esto indica 

que el gen CG6296 también está evolucionando de forma rápida por 

duplicaciones/deleciones internas que contribuyen a importantes alteraciones en su 

longitud dentro de este grupo. De hecho, la característica más destacable del análisis de 

la divergencia de la proteína CG6296 es la relativa conservación de aproximadamente 

los primeros 430 aminoácidos en contraposición con una evolución muy rápida por 
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adiciones y deleciones en el resto de la proteína. La estructura de esta proteína presenta 

un dominio lipasa identificado entre los residuos 71 y 341 así como diversos dominios 

de baja complejidad a partir del residuo 365. El valor de la estima promedio de la 

relación Ka/Ks en el dominio lipasa de 0.258 contrasta con el observado para el resto de 

la proteína de 0.395, sugiriendo que es precisamente en las regiones con baja 

complejidad donde las constricciones funcionales son menores permitiendo detectar una 

elevada divergencia tanto a nivel aminoacídico como del tamaño de la proteína. 
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1- El gen Fst presenta un bajo nivel de polimorfismo nucleotídico y un exceso 

significativo de variantes únicas en D. melanogaster. Este resultado indicaría que en o 

cerca del gen Fst se ha producido un fenómeno de arrastre selectivo o hitchhiking.  

 

2- El nivel de variación nucleotídica de la región Fst en D. subobscura no está 

reducido a pesar de que este gen está localizado muy cerca de uno de los puntos de 

rotura de la inversión O7. Este resultado indicaría que esta inversión no es de origen 

reciente. 

 

3- La región codificadora del gen Fst presenta polimorfismo por adiciones y 

deleciones de longitud considerable tanto en D. melanogaster como en D. subobscura, 

aunque únicamente en la primera especie dichas adiciones/deleciones afectan a las 

repeticiones internas presentes en la mitad terminal de la región codificadora.  

 

4- El patrón de polimorfismo en la región 5’ del gen Dca no se ajusta a las 

predicciones del neutralismo ni en D. melanogaster ni en D. subobscura. Este resultado 

indicaría la acción de selección en las secuencias reguladoras de la expresión de dicho 

gen en ambas especies. 

 

5- Las poblaciones de Montemayor y Sant Sadurní d’Anoia de D. melanogaster 

no están genéticamente diferenciadas ni en la región Fst ni en la región Dca (tampoco 

en la región CG6296). Este resultado indicaría que las diferencias climáticas entre estas 

poblaciones no son lo suficientemente drásticas para provocar un efecto en la 

variabilidad nucleotídica de dichos genes. 

 

6- El linaje de D. erecta presenta un exceso significativo de sustituciones no 

sinónimas en el gen Fst que indicaría un acúmulo de cambios adaptativos o una 

relajación de la selección purificadora en este linaje con respecto al linaje de D. yakuba. 

 

7- La proteína FST presenta una región con diversos residuos de prolina 

consecutivos que se mantiene en todas las especies del subgrupo melanogaster pero que 

está ausente en las especies del grupo obscura. 
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8- El gen Dca ha sufrido un proceso de duplicación independiente en los linajes 

de D. ananassae, D. willistoni y D. pseudoobscura siendo mucho más reciente el 

producido en este último linaje. Asimismo, se ha detectado una relajación de la 

selección purificadora en contra de las mutaciones no sinónimas en el linaje de  D. 

ananassae, en el que uno de los tres genes parálogos ha sufrido un proceso de 

pseudogenización. 

 

9- El sesgo en el uso de codones sinónimos del gen Dca difiere 

considerablemente en las especies del subgrupo melanogaster en comparación a las del 

grupo obscura y D. ananassae, siendo más elevado en estas últimas especies. Este 

resultado indicaría una relajación de la selección débil en contra de las mutaciones de 

codón preferente a no preferente en las especies del subgrupo melanogaster. 

 

10- El gen Dca es parálogo del gen RC y ha surgido por una duplicación génica 

previa a la radiación de las especies del subgénero Sophophora pero posterior a la 

separación de los subgéneros Sophophora y Drosophila. Tras su origen, el gen Dca ha 

sufrido un proceso de evolución rápida posiblemente ligado a la adquisición de una 

nueva función. 

 

11- El gen Dca muestra una diferencia significativa de la relación � = dn/ds en 

los linajes de las especies de Drosophila tropicales y templadas. Este resultado está de 

acuerdo con la implicación de este gen en la tolerancia al frío.  

 

12- El gen RC de D. melanogaster presenta un exceso significativo de 

mutaciones derivadas segregando a elevada frecuencia que podría indicar un fenómeno 

de arrastre selectivo o hitchhiking en o cerca del gen RC en esta especie. 

 

13- El gen RC presenta un exceso significativo de mutaciones no sinónimas 

fijadas entre D. subobscura y D. madeirensis y entre D. subobscura y D. guanche 

respecto al polimorfismo en D. subobscura. Este resultado indicaría un acúmulo de 

cambios adaptativos durante la divergencia de las especies del cluster subobscura que 

también se reflejaría en los relative rate test realizados utilizando D. pseudoobscura 

como especie de referencia y en la estima de máxima versomilitud de � > 1 en el linaje 

de D. subobscura.  
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14- La región terminal con repeticiones internas de las proteínas FST y CG6296 

presenta una evolución muy rápida por adiciones/deleciones que provoca importantes 

variaciones de la longitud de dichas proteínas en las especies analizadas.
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