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RESUMEN. - Se presentan los cariotipos metafasicos de tres especies pertenecientes al grupo
de especies Drosophila mesophragmatica, dos especies ecuatorianas nuevas para la ciencia:
Drosophila chorlavi Céspedes & Rafael, 2012; Drosophila rucux Céspedes & Rafael, 2012
y la tercera D. mesophragmatica Duda, 1927 que corresponde a una poblacion de los Andes
Ecuatorianos. El nimero 2n = 10 es compartido por las tres especies; en los cariotipos son cla-
ramente identificables los autosomas 4 y 5 asi como el cromosoma sexual Y; en tanto que los
autosomas 2 y 3 al igual que el cromosoma sexual X son practicamente indistinguibles entre
ellos. Las tres especies difieren ligeramente en el contenido de heterocromatina y marcadamen-
te en la morfologia del autosoma 5.

PALABRAS CLAVE: Cromosomas mitdticos, dipteros andinos, heterocromatina, nuevas
especies.

ABSTRACT. - We present the metaphase karyotypes of three species belonging to the spe-
cies group Drosophila mesophragmatica, two Ecuadorian species new to science: Drosophila
chorlavi Céspedes & Rafael, 2012, Drosophila rucux Rafael & Céspedes, 2012 and the third D.
mesophragmatica Duda, 1927 corresponds to a population of the Ecuadorian Andes. The num-
ber 2n = 10 is shared by the three species; in the karyotypes are clearly identifiable autosomes 4
and 5 and the Y sex chromosome, while the autosomes 2 and 3 as well as the sex chromosome
X are virtually indistinguishable from them. The three species differ slightly in heterochromatin
content and markedly in autosomal morphology 5.

KEYWORDS: Andean Diptera, heterochromatin, mitotic chromosomes, new species.

INTRODUCCION spots). Estos dos niveles de andlisis citologico

La cariologia beta segin White, 1978, corres-
ponde a un segundo nivel de andlisis cromo-
somico por el cual se consigue determinar no
solo el nimero de cromosomas de una espe-
cie sino definir su tamafio, la posicion de los
centromeros e identificar a los cromosomas
sexuales; en tanto que la cariologia zefa co-
rresponde a una descripcion mas detallada
de las bandas y otras marcas en los cromoso-
mas politénicos (puffs, ectopic pairing, weak

proporcionan datos complementarios para di-
lucidar el grado de parentesco entre dos o mas
especies relacionadas; mas aun, en los casos
en que los cromosomas politénicos resultan
homosecuenciales en dos especies, la simple
comparacion de los bloques heterocromaticos
en los cromosomas mitoticos, permite asumir
qué especie es derivada de cudl otra, conside-
randose que la tendencia a ganar material es el
caracter apomorfico (Ward y Heed, 1970).
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El grupo de especies de D. mesophrag-
matica fue establecido por Brncic & Ko-
ref-Santibafiez, 1957 para reunir a las especies
andinas: D. mesophragmatica Duda, 1927;
D. gaucha Jaeger y Salzano, 1953; D. pava-
ni Brncic, 1957; D. altiplanica Brncic & Ko-
ref- Santibanez, 1957; D. orkui Brncic & Ko-
ref-Santibafiez, 1957 y D. viracochi Brncic &
Koref-Santibafiez, 1957.

Posteriormente, Brncic et al., 1971, pro-
ponen las relaciones citotaxonomicas entre
seis especies del grupo D. mesophragmatica,
y establecen tres unidades filéticas al interior
del grupo; en su trabajo consideran de impor-
tancia dos tipos de cambios cromosomicos:
las alteraciones en la cantidad de heterocro-
matina observada en las placas metafasicas
y las inversiones paracéntricas detectadas en
los cromosomas politénicos. Los autores asu-
men que ambos tipos de cambio ocurren al
azar y se constituyen como eventos Uinicos en
la historia evolutiva de los diferentes grupos
dentro del género Drosophila, por lo que las
especies que compartan estructuras cromoso-
micas Unicas pueden ser agrupadas en unida-
des filéticas discretas; consecuentemente pro-
ponen que dentro del grupo mesophragmatica
hay tres de estas unidades: una conformada
por D. mesophragmatica, D. brncici Hunter
& Hunter, 1964 y D. gasici Brncic, 1957; otra
por D. pavani'y D. gaucha y una tercera solo
con D. viracochi. Plantean que la filogenia
cromosOmica propuesta requiere partir desde
una secuencia de bandas en los cromosomas
politénicos semejante a la de D. mesophrag-
maticay portadora del cromosoma puntiforme
en el cariotipo metafasico, tal estado seria el
de una Hipotética primitiva para el grupo; su-
gieren que esta condicion “podria encontrarse
en alguna poblacion local o especie aun no
descubierta...en alguna region del sistema
montanoso de los Andes, propensa a mantener
poblaciones aisladas y/o endémicas”.

Vela y Rafael, 2004, describen tres nue-
vas especies del grupo D. mesophragmatica,
recolectadas en el Bosque Protector del Pa-

sochoa: D. ruminahui Vela & Rafael, 2004;
D. amaguana Vela & Rafael, 2004; D. shyri
Vela & Rafael, 2004; en su trabajo, las auto-
ras argumentan que la direccion de las cerdas
escutelares basales es un caracter taxonomi-
co importante, por lo cual reconocen los dos
subgrupos ya propuestos por Nacrur, 1958 y
proponen renombrarlos como subgrupo D. vi-
racochi a las especies con cerdas escutelares
anteriores convergentes y subgrupo D. meso-
phragmatica a las especies con cerdas escute-
lares anteriores divergentes.

Mota et al., 2008, presentan una filoge-
nia molecular del grupo D. mesophragmatica
como un ejemplo de evolucion andina; dan la
referencia de que otros autores ya han hecho
inferencias de las relaciones dentro del grupo,
basados en analisis morfoldgicos, citologicos,
y de isoenzimas, que a nivel molecular se ha
confirmado la monofilia del grupo pero que las
relaciones internas no son claras, por ello ar-
gumentan que el uso de marcadores nucleares
y mitocondriales podria arrojar datos esclare-
cedores; comparan seis de las trece especies
del grupo mesophragmatica; y reportan sus
resultados apoyando la subagrupacion hecha
por Brncic et al., 1971; reconocen tres subgru-
pos y entonces proponen renominarlos como
subgrupos D. mesophragmatica, D. gaucha y
D. viracochi, aclaran que tal subagrupacion no
esta en discordancia con la de Vela y Rafael,
2004, pero que prefieren la de tres subgrupos
pues esa topologia refleja mejor sus resultados
de ramificacion.

Recientemente, el grupo de especies D.
mesophragmatica se ha ampliado a 17 miem-
bros con el descubrimiento de otras especies
ecuatorianas: D. cashapamba Céspedes &
Rafael, 2012; D. chorlavi Céspedes & Rafael,
2012; D. rucux Céspedes & Rafael, 2012; y
D. yanayuyu Céspedes & Rafael, 2012. En
esta publicacion se posiciona a D. chorlavi
como un miembro del grupo mesophragma-
tica mientras que a D. rucux se la categoriza
como un “miembro aberrante” del grupo me-
sophragmatica. De forma que, las especies
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nuevas de este grupo de moscas andinas se
constituyen en un objeto interesante para ana-
lizarlas citolégicamente y complementar las
propuestas mencionadas anteriormente res-
pecto a las relaciones entre especies y entre
subgrupos.

En este trabajo se reporta los resultados
del andlisis de los cromosomas metafésicos
de Drosophila chorlavi Céspedes & Rafael,
2012; D. rucux Céspedes & Rafael, 2012, es-
pecies nuevas descubiertas en el Ecuador y
que han sido propuestas como miembros del
grupo mesophragmatica por Céspedes y Ra-
fael, 2012; y se las compara con los cromo-
somas metafasicos de D. mesophragmatica
Duda, 1927, especie de amplia distribucion,
desde el sur de Pert y Bolivia hasta Colombia
(Koref-Santibafiez, 1963).

Considerando que la comparacion de
bloques heterocromaticos en cromosomas
mitdticos es un caracter del endofenotipo
con valor citotaxondémico, creemos que la
informacién que proporcione la cariologia

MATERIALES Y METODOS

Las muestras examinadas corresponden a
55 larvas de Drosophila mesophragmatica, 47
de D. rucux 'y 31 de D. chorlavi, provenientes
de las colecciones que se muestran en la tabla 1.

Para obtener cromosomas bien extendi-
dos y diferenciados en porciones eucroma-
ticas y heterocromaticas se utilizo la técnica
de suspension celular y la tincion con Giemsa
descrita en Mafla, 2008.

Se disectaron larvas de tercer estadio para
extraer los ganglios cerebrales; se colectaron
de 10 a 18 ganglios cerebrales en un portaob-
jeto excavado con solucién de Ringer-Droso-
phila; se transfirieron a otro portaobjeto ex-
cavado conteniendo una solucién de Ringer:
colchicina 0,01M en proporcion 2:1 por 30
minutos; se retird esta solucion y se reemplazo
por KC1 0.075M durante 20 minutos. Después
del tratamiento hipotonico se fijo el tejido en
metanol: &cido acético (3:1) durante un mini-
mo de 30 minutos, después de lo cual se reti-
16 el fijador y se dispers6 el tejido en acido

Tabla 1. Datos de coleccion de las especies analizadas

Especie Colector Localidad Determinado Codigo del
por holotipo
Chimborazo:
Riobamba,
D. mesophragmatica ~ R. Leén 01°41°007S, V. Rafael
78°38’00”W, 2 754m
D. chorlavi M. L. Ibarra: Chorlavi,
Figuero 0°21°30”S, V. Rafael QCAZI
78°10°42”W, 2 200 m 2316
Quito: Cruz Loma,
D. rucux D. 0°1’19”S, D. Céspedes QCAZI
Céspedes 78°31°25.1”W, 3 325 2305

m

beta de las tres especies ecuatorianas men-
cionadas, aportarian pistas para esclarecer
las relaciones tanto entre especies como en-
tre subgrupos.

acético 60 %, se afadio dos gotas de fijador
y la suspension se goted en portaobjetos que
se conservados en etanol y en refrigeracion;
las placas con la suspension se dejaron secar
en una plancheta a 65° C (el shock térmico
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permite una mejor dispersion de los cromo-
somas). Luego fueron tefiidas con Giemsa di-
luido en agua desionizada en proporcion 1:20
durante 30 minutos.

Para el registro fotografico de las placas
se uso un microscopio Zeiss con camara digi-
tal Olympus DP72; se seleccionaron los mejo-
res nucleos para fotografiarlos con el objetivo
de inmersion APO 40X y el factor 2 del Op-
tovar obteniéndose una amplificacion total de
80X. La medicién de los cromosomas se hizo
con el Software DP2BSW sobre las imagenes
capturadas y archivadas.

En lugar de realizar cariotipos convencio-
nales se optd por medir los cromosomas y los
datos se organizaron en orden descendente.
Para la identificacion de la forma cromoso-
mica se sigue las recomendaciones de Levan
et al., 1964; nominando a los cromosomas m,
sm, st o T de acuerdo a la posicion del centrd-
mero en la region medial, submedial,

RESULTADOS

D. mesophragmatica tiene cinco pares
cromosémicos: 2n = 10 (Figura 1a, b); las es-
pecies nuevas: D. chorlavi y D. rucux, coin-
ciden con el cariotipo basico del grupo D.
mesophragmatica ya que en los contajes cro-
mosomicos de las placas mitdticas se obtuvo
un numero modal de 10, (87/93 en D. chorla-
vi, 40/49 en D. rucux) por lo tanto se establece
que estas dos especies ecuatorianas tienen 2n
=10 (Figura. 1. c, d, e, 1).

El tamafio de los cromosomas en D. me-
sophragmatica fluctia entre 3.92 y 0.65 pm;
en D. chorlavi entre 4.74 y 0.50 um y en D.
rucux entre 3.43 y 0.81 um.

En este complemento de cinco pares se
identifican claramente los autosomas 4, 5 y el
cromosoma sexual Y. El autosoma 4 es el par
mas grande, de longitud relativa (LR) 15.60
en D. mesophragmatica, 16.98 en D. chorlavi

subterminal o en el punto terminal,
respectivamente. Esta nomenclatura
tiene la siguiente equivalencia con la
nomenclatura cldsica de cromosomas
de Drosophila: la forma metacéntrica
equivale a “V”; los submetacéntricos
y subtelocéntricos a “J o barras” y los
telocéntricos a “puntiformes”. a

Los idiogramas se construyeron
normalizando los valores de 20 cario-
tipos (1433, 6 29) de D. chorlavi;
20 (12 83, 8 Q) de D. rucux y 20
(15 83,5 Q) de D. mesophragmati-
ca. En la descripcion se utiliza la Lon-

: ol
~t .“" '4
/. 10 pm
10 pm b

758 #

gitud Relativa (LR) definida como el r

valor porcentual que cada cromosoma |c¢
tiene en la dotacion haploide; por tanto
corresponde a la relacion entre la lon-
gitud de cada cromosoma frente a la
suma de longitudes del complemento
total.

Figura 1. Placas metafasicas de neuro-
blastos de Drosophila mesophragmatica a-b;

D. chorlavi c-d; D. rucux e-f. La flecha sélida | g
indica el cromosoma Y, la flecha clara al mi-

N
10 pm 1 S 10w
-
% ®» ©
% . -
‘ Y o
EY <
10 pm f. S0 pm

crocromosoma.
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y 15.81 en D. rucux; tiene el centromero en la
region medial por lo que se le puede identificar
como metacéntrico en las tres especies. El mas
pequefio del complemento es el autosoma 5,
claramente heterocromatico; en D. chorlavi es
puntiforme o telocéntrico de LR 2.85; en tanto
que en D. mesophragmatica y D rucux es sub-
metacéntrico de LR 6.36 y 6.66, respectiva-
mente. El cromosoma Y también se distingue
con claridad por su magnitud y heteropicnosis,
en orden descendente ocupa el segundo lugar
en longitud; en D. chorlavi es subtelocéntrico
y con un satélite conspicuo en el brazo largo,
LR 13.15; al contrario que el de D. rucux, cuyo
aspecto es semejante al de D. mesophragma-
tica, submetacéntrico y sin satélite visible, LR

41 v x 2 3 5

st sm sm Sm sm

sm-t sm sm sm sm

c

11.16 en la primera especie y 12.21 en la se-
gunda especie Figura 2 d.

El cromosoma X asi como los pares auto-
somicos 2 y 3 son indistinguibles entre ellos,
tanto en tamafio como en morfologia; los tres
aparecen como submetacéntricos, los brazos
cortos son totalmente heterocromaticos y de
LR: 10.31, 8.96, 8.06 en D. mesophragmatica,
11.07,9.77, 8.84 en D. chorlaviy 10.12, 9.09,
8.24 en D. rucux. En placas excepcionales se
pudo reconocer el par heteromorfico, y definir
que el cromosoma X ocupa el tercer lugar en
orden descendente de longitud (Figura 2 a, b,
¢, d). Por lo tanto el par XY es heteromorfico:
sm-st el ¥ de mayor longitud.

4 Y X 2 3 5

m st sm sm sm T

- b
LONGITUD RELATIVA (LR)
4 Y X 2 3 5
a) 1560 1221 1031 896 8.06 6.36
b) 1698 13.15 11.07 9.77 8.84 2.85
c¢) 1581 11.16 10.12 9.09 824 6.66
d

Figura 2. Idiogramas de las tres especies: a) Drosophila mesophragmatica; b) D. chorlavi; ¢) d. rucux'y d)
Valores de Longitud Relativa (LR) usados en los idiogramas.
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La distribucion de heterocromatina es
semejante en las tres especies: el autosoma
4 mas grande tiene un contenido de 2 % de
heterocromatina en la region pericentroméri-
ca, los brazos cortos del cromosoma sexual X,
asi como los de los autosomas 2 y 3, fluctuan
entre 2.41 y 3.96 %, en tanto que la totalidad
del cromosoma sexual Y asi como del pequenio
autosoma 5 son completamente heterocroma-
ticos. En los idiogramas de las tres especies
(Figura 2) se aprecia claramente las porcio-
nes eucromaticas y heterocromaticas; en total,
cada una de las tres especies tienen alrededor
de un tercio del genoma haploide estructurado
en heterocromatina (Tabla 2, Figura 2).

En suma, los cariotipos mitoticos de D.
rucux 'y D. mesophragmatica son muy pareci-
dos entre si y diferentes al de D. chorlavi (Fi-
gura 2 a, b, ¢).

DISCUSION

La apariencia de las placas metafasicas
en las tres especies es semejante a lo reporta-
do por Brncic y Koref-Santibafiez, 1957 como
caracteristico del grupo D. mesophragmatica,
es decir comprende 1 par en V, 3 pares de ba-
rras y 1 par puntiforme. La forma de pequena
barra del par 5, igualmente ha sido reportada
en algunos miembros del grupo como D. me-
sophragmatica, D. altiplanica y D. orkui por

Tabla 2. Distribucion de la heterocromatina en valores porcentuales

Cromosoma Heterocromatina Drosophila

mesophragmatica chorlavi rucux

4 pericentromeérica 2.00 2.00 2.00

X brazo corto 2.98 3.96 2.78

2 brazo corto 2.79 3.31 2.83

3 brazo corto 2.62 3.09 241

5 todo 6.36 2.83 6.66

Y todo 12.21 13.15 11.16

Total: 28.96 28.24 27.84

Las diferencias mas notables entre las
nuevas especies ecuatorianas: D. chorlavi y
D. rucux son dos: 1) el tamafio y morfologia
del autosoma 35, en la primera es telocéntrico
y pequeio de LR 2.85 % mientras que en la
segunda es submetacéntrico y mas grande de
LR 6.66 %. 2) La morfologia del cromosoma
Y, en la primera es subtelocéntrico y con una
constriccion secundaria bien definida en el
brazo largo; en tanto que en D. rucux es sub-
metacéntrico (el indice centromérico de 25.5
corresponde a la cifra limite usada para definir
la morfologia como submetacéntrico o subte-
locéntrico) y no se visualiza ninguna constric-
cion secundaria.

Brncic et al., 1971, de modo que al compartir
el caracter 2n = 10 las especies ecuatorianas
D. chorlavi 'y D. rucux estan relacionadas con
los otros miembros del grupo, por lo tanto
acertadamente incluidas en el grupo D. meso-
phragmatica (Céspedes y Rafael, 2012).
Respecto a la morfologia y tamafio del cro-
mosoma 3 diferente en D. chorlavi'y D. rucux,
se ve la misma relacion registrada por Brncic
et al., 1971 entre las especies del subgrupo D.
mesophragmatica y las del subgrupo D. pava-
ni; diferencia que les llevo a proponer la reu-
nién de las especies que tienen el cromosoma 5
“alargado” y que son: D. mesophragmatica, D.
gasici, D. brncici en una unidad filética; sepa-
radas de otra unidad portadora del 5 puntiforme
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y que corresponde a las especies: D. gaucha, D.
pavani 'y D. viracochi. En esta linea deductiva:
D. chorlavi podria ubicarse como un miembro
mas tanto del subgrupo gaucha como del sub-
grupo viracochi (segun Mota, 2008) y D. rucux
dentro del subgrupo mesophragmatica.

Como se ha sefialado antes, la cariologia
beta ha de ser complementada con la cariolo-
gia zeta para obtener evidencias que establez-
can los nexos de parentesco, en el caso de las
nuevas especies falta este complemento aun
cuando se cuenta con datos preliminares: el ca-
riotipo de D. chorlavi fue reportado (Romero,
2010) como estructuralmente similar a los de
las especies del grupo D. mesophragmatica,
es decir que posee 5 filamentos largos: X, II,
III, TV-R, IV-L, con telomeros bien definidos y
extremos basales que coalescen en un cromo-
centro heteropicnotico que incluye al pequenio
V; asi mismo registrd lazos de inversion en los
cromosomas X, II, IV-R, IV-L, y ademas un
segmento duplicado, que comprende las sec-
ciones 60 a la 75 del cromosoma IV R; sin em-
bargo tales reestructuras cromosomicas no se
han observado en las preparaciones de Salas,
2011 quien construyé el mapa de los cromo-
somas politénicos de D. chorlavi en la que se
muestra una secuencia de bandas similar a la
de D. pavani; con lo dicho, se podria asumir
que esta especie puede ser ubicada en el sub-
grupo D. gaucha. No obstante a Céspedes y
Rafael, 2012 les llama la atencion el aspecto
“atigrado” de D. chorlavi “que la acerca a las
especies del grupo repleta”, asi como la con-
vergencia de las cerdas escutelares, cardcter
considerado plesiomorfico; en consecuencia
pareceria apropiada la integracion que Céspe-
des y Rafael hacen de D. chorlavi dentro del
subgrupo viracochi. Es claro que la subagru-
pacion ha de continuar siendo preliminar has-
ta contar con la informacion que proporcionen
los estudios comparativos de cromosomas po-
liténicos de D. viracochi'y de D. shyri.

Con respecto a la posicion de D. rucux,
con el sustento de que la convergencia cito-
logica es extremadamente improbable en dos

linajes, parece apropiado considerarla en el
subgrupo mesophragmatica, junto a las espe-
cies que poseen el cromosoma 5 alargado.

La subagrupacion realizada por Brncic
et al., 1971 asi como la de Mota et al., 2008
coinciden y refuerzan la idea de usar la com-
paracion de cantidad de heterocromatina en
la distincion de linajes. La importancia de la
cantidad de heterocromatina parece ser su re-
lacion con el ADN satélite, asi como con los
elementos transponibles y el papel que juega
en la especiacion; asi lo establece la hipote-
sis de Korochkiri, 1983 quien supone que las
diferencias en DNA satélite dependen de la
afinidad del genoma con los “genes saltari-
nes” y que estos genes pueden determinar la
redistribucion de heterocromatina provocando
cambios en los procesos moleculares y mor-
fogenéticos durante el desarrollo, por lo tan-
to: la afinidad del genoma por genes saltari-
nes especificos puede cambiar por una simple
mutacion la cual corresponderia a una “gran
mutacion”, que podria determinar el origen de
una nueva especie por un salto y no por la acu-
mulacion de pequefios cambios, como lo pro-
puso Goldschmidt (citado por Gould, 1980).
Esta hipotesis se complementa con el trabajo
de Pimpinelli ef al., 1993 y muchos otros en
la misma linea, que muestran a los elementos
transponibles como componentes estructura-
les de la heterocromatina.

CONCLUSIONES

* Las especies ecuatorianas D. chorlavi y
D. rucux comparten el nimero cromoso-
mico 2n = 10 con las especies que confor-
man el grupo de especies D. mesophrag-
matica.

* D. chorlaviy D. rucux difieren entre ellas
en el tamafio y morfologia del cromo-
soma 5; esta caracteristica se considera
como indicio para posicionar a D. chor-
lavi en uno de los subgrupos que tienen
el autosoma 5 puntiforme (D. gaucha o
D. viracochi) y a D. rucux en el subgrupo
D. mesophragmatica.
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