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I1. DROSOPHILA COM A ORGANISME MODEL  

Les espècies del gènere Drosophila han prevalgut com a espècies model clau en els 

grans avenços que han caracteritzat a la genètica al llarg dels darrers 100 anys - des dels 

primers estudis amb al·lels mutants (Bridges i Morgan 1910), als posteriors mapes d’ordenació 

dels gens al llarg dels cromosomes (Sturtevant 1917), els estudis de regulació gènica (Bender 

et al. 1983), la seqüenciació del primer genoma complet (Adams et al. 2000) i el 

desenvolupament de la proteòmica (Giot et al. 2003) i de la genòmica comparada (Richards et 

al. 2005; Clark et al. 2007). De fet, les espècies de Drosophila posseeixen en general una sèrie 

de característiques, tals com un temps de generació curt, un elevat nombre de descendents 

per parella i una fàcil manipulació en el laboratori, que les fan ideals per a la realització 

d’aquests estudis. S’han escrit monografies i volums sencers descrivint aquestes espècies 

(Lindsey i Zimm 1992; Krimbas, 1993; Powell, 1997; Sullivan et al. 2000; Ashburner et al. 2005, 

entre d’altres). El nombre de publicacions científiques on es cita el gènere Drosophila ha 

crescut exponencialment i s’estima que hi ha més de 1000 grups de recerca arreu del món que 

continuen utilitzant les espècies del gènere Drosophila com a organisme model (Clark et al. 

2003). 
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I2. EVOLUCIÓ MOLECULAR 

I2.1 Variabilitat genètica 

Es podria definir l’evolució, en un sentit ampli, com el conjunt de canvis que es donen 

en les característiques dels organismes en períodes llargs de temps. La presència de variabilitat 

genètica és un requisit perquè els organismes puguin evolucionar, ja que únicament les 

modificacions de les característiques amb una base genètica són les que es transmeten d’una 

generació a la següent. De fet, els organismes en les poblacions naturals presenten diferències 

genètiques tant a nivell intraespecífic (polimorfisme) com interespecífic (divergència). Un dels 

objectius principals de la genètica de poblacions ha estat i segueix sent l’estudi de la 

variabilitat genètica, per intentar entendre tant el seu significat evolutiu com les forces que la 

influencien i la modelen. Els mecanismes principals que generen variabilitat genètica a nivell 

de les seqüències de nucleòtids de DNA són: la mutació (errors en el procés de replicació o de 

reparació del DNA i d’altres processos que donarien lloc a substitucions nucleotídiques, 

delecions i insercions) i la recombinació (generació de noves combinacions de variants 

preexistents). Entre les forces evolutives que modelen aquesta variabilitat genètica trobem la 

selecció natural que dóna lloc a canvis adaptatius i la deriva genètica que és un procés 

estocàstic que genera canvis aleatoris no adaptatius, tenint un major efecte quant menor és la 

grandària efectiva poblacional. Cal remarcar que els canvis demogràfics (migració, colonització, 

creixement poblacional, extinció, estructuració poblacional, etc.) també actuen en el 

manteniment o la pèrdua de la variabilitat genètica i, per tant, s’han de tenir en compte alhora 

d’inferir els mecanismes que modelen la variabilitat genètica de les poblacions. 

I2.2 Detecció de la variabilitat i significat evolutiu 

Prèviament al desenvolupament de les tècniques moleculars, les estimes de variabilitat 

genètica només es podien obtenir a partir de les diferències morfològiques, cromosòmiques o 

en l’eficàcia biològica dels individus de les poblacions. Els estudis de Theodosius Dobzhansky 
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amb D. pseudoobscura, on descriu que el 10% dels cromosomes són letals en homozigosi, són 

pioners en els estudis de la variació genètica (Dobzhansky 1933). Al 1937, amb la publicació del 

llibre “Genetics and the Origin of Species”, Dobzhansky dóna un gran impuls a la genètica de 

poblacions experimental basant-se en la teoria sintètica de l’evolució que unifica la selecció 

natural proposada per Darwin amb la genètica mendeliana. La invenció als anys 60 de la 

tècnica d’electroforesi de proteïnes permet el desenvolupament de l’estudi de la variació 

proteica i es poden obtenir per primera vegada bones estimes de la variabilitat genètica de les 

poblacions (Lewontin et al. 1966; Harris 1966). Kimura al 1968, publica les bases de la teoria de 

l’evolució molecular coneguda com “neutralisme”, la qual proposa que una gran proporció de 

la variació molecular existent dintre de les poblacions és neutra en front de la selecció natural i 

que la major part de les substitucions nucleotídiques que es produeixen durant l’evolució són 

degudes a la deriva genètica i no a la selecció. La seqüenciació directa de DNA, juntament amb 

el desenvolupament de noves tècniques tals com els mapes de restricció a través de la 

utilització d’enzims de restricció i la visualització en gels d’agarosa o de poliacrilamida (Langley 

et al. 1982; Kreitman i Aguadé 1986), donen un impuls important a l’estudi de la variabilitat 

nucleotídica de les poblacions. Als anys vuitanta, Kreitman publica un treball pioner en l’estudi 

de la variabilitat genètica directament a nivell de seqüències de DNA, concretament al locus 

Adh de D. melanogaster (Kreitman 1983). En l’actualitat, la genètica de poblacions teòrica 

juntament amb els grans avenços experimentals de les tècniques moleculars proporcionen el 

marc de referència ideal per el desenvolupament de mètodes robusts per l’anàlisi i la 

interpretació del polimorfisme de DNA en les poblacions i les espècies. Aquests mètodes es 

basen tant en estadístics descriptius, l’objectiu dels quals és quantificar els nivells i patrons de 

polimorfisme, com en els tests de neutralisme els quals utilitzen la teoria neutralista com a 

hipòtesi nul·la per detectar desviacions d’aquest model produïdes per l’acció de la selecció 
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natural o per canvis demogràfics (Hudson et al. 1987; Tajima 1989; McDonald i Kreitman 1991; 

Fay i Wu 2000). 

I2.3 Història evolutiva de les poblacions: factors selectius i demogràfics 

Es podria definir la història evolutiva de les poblacions, en un sentit general, com tots 

aquells factors que han influenciat i modelat la variabilitat genètica de les poblacions fins 

l’actualitat. Inferir la història evolutiva de les poblacions a través de la variabilitat de les 

seqüències de DNA és un dels objectius principals de la genètica de poblacions molecular, 

englobant tant estudis que pretenen detectar la petjada deixada per la selecció natural com 

estudis que pretenen desentrellar els principals factors demogràfics que han patit les 

poblacions al llarg de la seva història. Dues teories han estat clau en el desenvolupament de 

models teòrics per a la realització d’inferències evolutives. Aquestes són la teoria neutralista 

de l’evolució molecular (Kimura 1980) abans esmentada i el desenvolupament posterior de la 

teoria de la coalescència (Kingman 1982; Hudson 1991).  

El model neutre estàndard de l’evolució molecular considera que la major part de les 

mutacions que contribueixen a la divergència i al polimorfisme nucleotídic són neutres o 

pràcticament neutres i que la fracció de mutacions beneficioses que hi contribueixen és tan 

petita que es pot menysprear (Kimura 1968, 1983). Aquest model també accepta l’existència 

de mutacions deletèries i, per tant, que el tipus de selecció que preval d’acord al neutralisme 

és la selecció purificadora, tot i que aquesta no comporti canvis evolutius. No obstant això, la 

selecció natural pot actuar de diverses formes no només contribuint a la pèrdua de variabilitat 

eliminant mutacions deletèries (selecció purificadora). Per una banda, la selecció natural pot 

actuar augmentant la freqüència d’una mutació beneficiosa en la població fins que arriba a 

fixar-la, sent el cas de la selecció direccional positiva. L’acció de la selecció positiva es veu 

associada al fenomen d’escombrada selectiva, el qual consisteix en que les mutacions neutres 

adjacents a la mutació beneficiosa també augmenten de freqüència en la població acabant-se 
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per fixar (Maynard i Haigh 1974). Després d’aquesta escombrada selectiva, sorgeixen noves 

mutacions que donaran lloc a un patró de variació nucleotídica marcat per un excés de 

polimorfismes amb variants a baixa freqüència. La regió afectada per l’escombrada selectiva 

dependrà de la magnitud de la selecció i de la freqüència de recombinació en aquella regió. 

Per una altra banda, la selecció natural també por actuar mantenint més d’una variant en la 

població (selecció equilibradora) fet que es reflecteix en uns patrons de variació amb un excés 

de variants a freqüències intermèdies. A nivell experimental, una de les estratègies que es 

segueix per intentar detectar la petjada de la selecció natural és la d’utilitzar gens candidats, és 

a dir, gens que per les seves funcions són rellevants per l’adaptació dels organismes (per 

exemple, Aguadé et al. 1992; Aguadé 1999; Guirao-Rico et al. 2009). Aquesta estratègia va ser 

modificada posteriorment en els estudis multilocus en els que s’analitza la variació 

nucleotídica a múltiples regions genòmiques independentment de la seva funció. En aquests 

estudis primer es detecta la petjada d’un possible esdeveniment selectiu en la variabilitat 

nucleotídica d’una regió i després s’intenta identificar quin és el gen candidat responsable 

(Glinka et al. 2003; Orengo i Aguadé 2004, 2010; Ometto et al. 2005; Pavlidis et al. 2012). En 

l’actualitat, els avenços associats als projectes genòmics han fet possible l’anàlisi de la 

variabilitat nucleotídica a nivell de tot el genoma (Begun et al. 2007; Turner et al. 2008; 

Kulathinal et al. 2009; Kolaczkowski et al. 2010; Langley et al. 2012). Aquests estudis de 

rastreig genòmic continuen amb la línea iniciada amb els estudis multilocus.  

Sota el model neutre de l’evolució molecular, i considerant que les poblacions són 

panmíctiques i es troben en equilibri, els paràmetres poblacionals de recombinació (R=4 Ner) i 

de mutació (�=4 Ne�) (sent Ne la grandària efectiva de l’espècie, r la taxa de recombinació per 

parell de bases per generació i � la taxa de mutació per nucleòtid per generació) poden ser 

estimats a través de les dades del polimorfisme de les seqüències de DNA (Hudson 1991; 

Eanes et al. 1996; Andolffato et al. 2001). No obstant, s’ha de tenir en compte que les 
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poblacions naturals no són sistemes estàtics sinó que es veuen influenciades pel medi natural 

que les envolta, de manera que al llarg del temps poden patir fluctuacions en la seva grandària 

efectiva (expansions, reduccions poblacionals, fenòmens migratoris, etc.) (Li et al. 2006; 

Thornton et al. 2006). Els períodes glacials i interglacials ocorreguts durant el Pleistocè i 

l’Holocè són un clar exemple de que variacions climàtiques poden produir canvis en la 

grandària de les poblacions (Hewitt 2000, 2004; Schmitt 2007). Aquests canvis demogràfics 

afectaran a la variabilitat genètica de les poblacions determinant que aquestes no estiguin en 

equilibri. La teoria de la coalescència (Kingman 1982) proporciona mètodes que permeten no 

tan sols estimar paràmetres poblacionals tals com els de mutació, recombinació i migració, 

sinò també detectar canvis en la grandària efectiva en funció de la genealogia dels gens. 

D’aquesta manera, el neutralisme juntament amb la teoria de la coalescència ha permès, 

gràcies a mètodes de màxima versemblança i mètodes bayesians, el desenvolupament 

d’estadístics que detecten desviacions de la neutralitat, la realització de simulacions a través 

de mètodes computacionals, la inferència de models evolutius i l’estimació de paràmetres 

poblacionals. S’ha d’afegir, que els mètodes basats en aproximacions bayesianes són dels més 

poderosos i flexibles alhora d’estimar paràmetres demogràfics (Tavaré et al. 1997; Pritchard et 

al. 1999; Beaumont et al. 2002). La particularitat dels mètodes d’ABC (Approximate Bayesian 

Computation) és que permeten obtenir la probabilitat posterior dels models i la distribució 

posterior dels paràmetres que componen aquests models sense la necessitat d’avaluar 

analíticament les funcions de probabilitat, que esdevenen pràcticament impossibles de 

calcular quan els models demogràfics són complexes.  

En referència als estadístics que tenen com a objectiu detectar desviacions del model 

neutre estàndard, d’ara en endavant referit com a SNM o condicions de neutralitat, es poden 

classificar àmpliament en tres grups (Achaz 2009): els basats en l’espectre de freqüències de 

les mutacions (Tajima 1989; Fu i Li 1993; Fay i Wu 2000), els que ho fan en la distribució dels 
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haplotips (Fu 1997; Depaulis i Veuille 1998) i els que intenten capturar deformacions 

específiques dels arbres genealògics (tree shape tests) (Ramos-Onsins i Rozas 2002). Diferents 

estadístics són sensibles a diferents violacions del model neutre estàndard. Per exemple, 

l’estadístic D de Tajima (Tajima 1989) és sensible per detectar polimorfismes amb variants a 

baixa freqüència mentre que l’estadístic H normalitzat (Hnorm) de Fay i Wu (Fay i Wu 2000; 

Zeng et al. 2006) ho és per les variants derivades a elevada freqüència. Per això, alhora de 

realitzar inferències evolutives, és important recollir a partir de les dades un conjunt 

d’estadístics suficientment ampli perquè pugui explicar la variabilitat nucleotídica de l’espècie 

o les espècies en estudi. D’aquesta manera, la topologia dels arbres genealògics pot ser 

indicativa dels factors que han conformat la història evolutiva de les espècies (Taula I1). 

Taula I1. Diferents escenaris demogràfics en funció de la topologia dels arbres genealògics obtinguts per simulacions de 

coalescència. Modificat de Ramirez-Soriano et al. (2008). 

 
 

Hi ha certes situacions, però, en què els factors demogràfics i els selectius poden donar 

una topologia de l’arbre genealògic similar. Per exemple, un procés d’escombrada selectiva o 

d’expansió poblacional estarà representat en la genealogia per un arbre estrella amb branques 

externes llargues en relació a les internes donant lloc a un excés de mutacions recents. Al 

Escenari Característiques

Neutralitat Els arbres tenen topologies neutrals regulars.

Expansió Els arbres tenen una topologia amb branques externes
llargues en relació a les internes donant lloc a l’acumulació
d’un nombre de mutacions a baixa freqüència més elevat
de l’esperat. Els estadístics basats en l’espectre de
freqüències acostumen a ser negatius.

Contracció Els arbres tenen branques internes llargues en relació a les
externes donant lloc a un nombre de mutacions a
freqüències intermèdies més elevat de l’esperat. Els
estadístics basats en l’espectre de freqüències acostumen a
ser positius.

Topologia de l’arbre
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contrari, un procés de subdivisió poblacional o selecció equilibradora provocarà que les 

branques externes de la genealogia siguin curtes en relació a les internes donant lloc a un 

excés de mutacions antigues. La realització d’estudis multilocus és un bon plantejament per 

diferenciar els possibles efectes selectius dels demogràfics ja que s’espera que els canvis 

demogràfics afectin de manera similar a totes les regions del genoma, mentre que els canvis 

selectius estiguin localitzats en regions concretes (Orengo i Aguadé 2004; Schmid et al. 2005; 

Hadrill et al. 2005; Li i Stephan 2006).  

Una bona metodologia per a l’estudi dels canvis demogràfics que han conformat la 

història evolutiva de les espècies és la d’escollir regions del genoma que en principi no hagin 

estat sotmeses a pressions selectives, sent el DNA no codificador un bon candidat per a aquest 

tipus d’estudis. Les regions no codificadores del genoma engloben totes aquelles seqüències 

de DNA que no codifiquen per proteïnes, és a dir formen part d’aquesta categoria els introns, 

UTRs i les regions intergèniques. A finals dels anys 60 es descobreix que la major part del 

genoma no codifica per proteïnes (Britten et al. 1968), considerant-se aquest DNA no 

codificador com a DNA porqueria (Ohno 1972) i veient-se el seu estudi com una pèrdua de 

temps i diners (Lewin 1986; Robertson 1986). Clàssicament, el DNA no codificador s’havia 

considerat mancat de funció biològica i per tant, al no tenir limitacions funcionals, la seva 

evolució es considerava neutra, és a dir, que no estava afectada per processos de selecció 

natural. Recentment, però, han sorgit un nombre important d’estudis multilocus i de genòmica 

comparada que examinen els nivells i patrons de variació del DNA no codificador en varies 

espècies de Drosophila i en altres organismes (Khon et al. 2004; Andolffato 2005; Gaffney et al. 

2006; Hadrill et al. 2008; Sella et al. 2009; Parsch et al. 2010). Aquests estudis, en contra de la 

visió clàssica, suggereixen que el DNA no codificador pot estar sotmès a limitacions funcionals 

i, per tant, que aquest DNA pot estar afectat per pressions selectives. De fet, si les regions no 

codificadores tenen un paper important en la regulació dels gens i si les mutacions que 
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sorgeixen de novo produeixen un efecte perjudicial per la funció d’aquests gens, aquestes 

regions tendiran a evolucionar més lentament en estar sotmeses a selecció purificadora 

(Andolffato 2005). S’ha d’afegir que el projecte ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements) 

(ENCODE Project Consortium 2004, Dunham et al. 2012) el qual desenvolupa un catàleg de tots 

els elements que es poden trobar en el genoma humà ha canviat de forma definitiva la visió 

que es tenia sobre les regions no codificadores del genoma i sobre la seva possible influència 

en processos de regulació. No obstant, aquest canvi de visió ha estat la base d’un ampli debat 

(Graur et al. 2013). Al projecte ENCODE s’han d’afegir, entre d’altres, els projectes 

modENCODE en relació als organismes D. melanogaster (modENCODE Consortium 2010) i 

Caenorhabditis elegans (C. elegans Sequencing Consortium 2012) els quals recullen dades 

relacionades amb l’estructura gènica del genoma, l’expressió dels gens i la regulació de la 

cromatina entre d’altres al llarg de totes les etapes del desenvolupament.  

Tot i així, les regions no codificadores continuen sent bones candidates per a la 

realització d’estudis demogràfics. Si s’estudia la variabilitat nucleotídica a nivell de múltiples 

loci i aquesta variabilitat és similar en totes les regions d’estudi, molt possiblement indicarà 

que els nivells i patrons de polimorfisme observats no són deguts a fenòmens de selecció 

natural. A més a més, en el cas que aquesta variabilitat es desviï significativament del model 

neutre estàndard, es podrà considerar, que la història demogràfica de l’espècie estarà 

influenciant la diversitat genètica de la població en estudi. 
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I3. DROSOPHILA SUBOBSCURA 

I3.1 Taxonomia de l’espècie 

Drosophila subobscura va ser descrita el 1936 per J. Collin i està àmpliament 

distribuïda per la regió paleàrtica. Aquesta espècie es podria considerar l’equivalent europeu 

de D. pseudoobscura en els estudis de genètica evolutiva donada la seva gran abundància en 

molts països d’Europa i el seu ric polimorfisme cromosòmic. D. subobscura és una espècie de 

dípter que pertany a la família Drosophilidae, al gènere Drosophila, al subgènere Sophophora, 

al grup obscura i al subgrup obscura del vell món. A. H. Sturtevant va ser el primer en definir la 

taxonomia de la família Drosophilidae l’any 1921, una família composta per més de 3200 

espècies, 2000 de les quals pertanyen al gènere Drosophila. El gènere Drosophila es divideix en 

tres subgèneres: Sophophora, Drosophila i Idiomyia. Dintre del subgènere Sophophora, el grup 

obscura està format per més de 35 espècies. Clàssicament Sturtevant (1942) divideix el grup 

obscura en dos subgrups l’affinis i l’obscura, tot i que recentment s’hagi canviat la 

nomenclatura del grup obscura, dividint-se en dos subgrups: subgrup obscura del vell món i 

subgrup pseudoobscura del nou món (Figura I1). 

 

Figura I1. Arbre filogenètic basat en la divergència nucleotídica de la regió rp49 en diferents espècies del grup obscura. Modificat 

de Ramos-Onsins et al. (1998). 
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I3.2 Distribució geogràfica 

D. subobscura es distribueix per tota Europa excepte Islàndia i la part central i 

septentrional d’Escandinàvia. També es troba a les illes Canàries, Açores i Madeira, i s’ha 

observat al nord d’Àfrica fins al Sàhara i al pròxim orient fins a Iran. La seva distribució per 

l’antiga Unió Soviètica no està ben establerta. Recentment ha colonitzat el continent Americà. 

Hi ha registres de la seva presència a Xile a l’any 1978 (Brncic et al. 1981) i, posteriorment al 

1982 es detectà a la costa Oest Nord-americana (Beckenbach i Prevosti 1986). 

I3.3 Biologia de l’espècie 

D. subobscura és un insecte holometàbol amb un cicle biològic caracteritzat pels 

estadis d’embrió, 3 estadis larvals, pupa i adult. Tot i que no es coneix clarament la seva 

ecologia, es considera una espècie polífaga i generalista, sent la seva font principal 

d’alimentació els llevats i els bacteris que fermenten matèria orgànica vegetal. A la natura es 

troba a la vora dels marges dels boscos de Quercus, Abies, Pinus, Castanea, Ulmus, etc. El límit 

nord de la seva àrea de distribució a Europa coincideix amb el de Quercus robur. És capaç de 

viure en altituds que varien des del nivell del mar fins a més de 2000 metres (Krimbas 1993). La 

densitat poblacional és superior en les àrees centrals de la distribució i varia en funció de les 

estacions, depenent de les condicions climàtiques, especialment de la temperatura. En 

condicions òptimes de laboratori i a 18º C el seu cicle biològic és aproximadament de 20 dies 

(Orengo i Prevosti 1994). 

I3.4 Els cromosomes de D. subobscura 

El cariotip de D. subobscura consta de 6 parells de cromosomes que es divideixen en 5 

parells d’acrocèntrics anomenats A, J, U, E i O i un parell de puntiformes (Mainx et al. 1953). Els 

cromosomes J, U, E i O són els autosomes i l’A és el cromosoma sexual (Figura I2). 
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Figura I2. Fotografia dels 6 cromosomes (5 acrocèntrics i el puntiforme) en una preparació de cromosomes politènics d’un individu 

de D. subobscura. Cedida per M. Papaceit. 

 Muller (1940) i Sturtervant i Novitski (1941) proposen que el cariotip bàsic ancestral 

del gènere Drosophila ha d’estar format per cinc cromosomes acrocèntrics llargs i un 

cromosoma puntiforme. A més a més, basant-se en estudis comparatius observen que les 

diferents espècies del gènere Drosophila tendeixen a tenir mutants fenotípics similars en els 

mateixos grups de lligament. Això els va permetre establir un sistema de nomenclatura comú 

per tot el gènere en el qual els diferents cromosomes o braços cromosòmics es classifiquen en 

sis elements que van anomenar elements de Muller A-F (Taula I2). Anàlisis comparatives 

posteriors de l’organització dels cromosomes, a nivell de sintènia i d’ordre dels gens, 

corroboren que el contingut gènic dintre dels elements de Muller està altament conservat en 

les diferents espècies del gènere Drosophila (Segarra et al. 1992, 1995, 1996; Ranz et al. 1997, 

2001, 2003; Papaceit et al. 2006; Schaeffer et al. 2008; Powell et al. 2010). A més a més, 

aquests estudis demostren que els intercanvis genètics entre els diferents elements produïts 

per inversions pericèntriques, translocacions o transposicions són molt rars (no obstant, veure 

Conceição i Aguadé 2010) i que les inversions paracèntriques són un dels mecanismes 

principals pel qual l’ordre dels gens pot ser alterat dintre dels diferents elements de Muller.  

dot
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Taula I2. Homologies entre els elements de Muller i els cromosomes o braços cromosòmics de D. subobscura, D. melanogaster i D. 

pseudoobscura. 

Element de Muller D. subobscura D. melanogaster D. pseudoobscura 

A A X XL 
B U 2L 4 
C E 2R 3 
D J 3L XR 
E O 3R 2 
F D 4 5 

 

I3.5 Polimorfisme cromosòmic 

Sturtevant (1917) és el primer que descriu l’existència de les inversions 

cromosòmiques en observar la supressió de la recombinació en heterozigots en l’espècie D. 

melanogaster. En l’estudi de les inversions han jugat un paper clau el descobriment dels 

cromosomes politènics (Painter 1933) i les posteriors anàlisis de la variació cromosòmica en 

poblacions naturals de D. pseudoobscura i D. persimilis realitzades per Dobzhansky (Sturtevant 

i Dobzhansky 1936a, 1936b; Dobzhansky 1937). Una inversió es defineix com un tipus 

d’alteració estructural dels cromosomes en la qual un segment cromosòmic canvia 

d’orientació a la mateixa posició dintre del propi cromosoma. Les inversions cromosòmiques 

poder ser pericèntriques o paracèntriques en funció de si el segment invertit engloba o no el 

centròmer. Tres quartes parts de les espècies del gènere Drosophila són polimòrfiques per 

inversions paracèntriques detectables a nivell citològic (Krimbas 1992). En el subgènere 

Sophophora, les taxes de fixació de les inversions paracèntriques no són iguals per tots els 

elements de Muller. La major taxa de fixació es troba a l’element de Muller A (el cromosoma 

X), mentre que s’observen taxes intermèdies pels elements D i E i la més baixa és per l’element 

B (Papaceit et al. 2006).  

El polimorfisme cromosòmic en l’espècie D. subobscura ha estat àmpliament analitzat, 

sent els estudis realitzats per Stumm-Zollinger (1953), Mainx et al. (1953) i Kunze-Mühl i Müller 

(1958) els pioners en aquest camp. D. subobscura es caracteritza per presentar un elevat 
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polimorfisme per inversions cromosòmiques en poblacions naturals. S’han caracteritzat més 

de 60 inversions diferents que formen més de 85 ordenacions (Krimbas i Powell 1992; Powell 

1997). No es coneixen els mecanismes responsables de l’establiment del polimorfisme 

cromosòmic per inversions en la naturalesa, tot i que s’hagin suggerit tres models selectius 

diferents i no excloents entre ells: coadaptació (Dobzhansky 1950), selecció de complexes 

gènics adaptats (Wasserman 1968) i adaptació local (Kirkpatrick i Barton, 2006) (per revisió, 

Santos 2009). El caràcter adaptatiu del polimorfisme per inversions cromosòmiques a D. 

subobscura està ben establert, sent un clar exemple l’associació entre el polimorfisme 

cromosòmic i la longitud de l’ala (Orengo i Prevosti 1999; Huey et al. 2000) o també les clines 

latitudinals presents en l’àrea de distribució de l’espècie (Prevosti et al. 1985, 1988; Krimbas i 

Powell 1992; Mestres et al. 2001). De fet, hi ha estudis que demostren que la presència de 

clines latitudinals podria estar fortament relacionada amb factors ambientals i ecològics, 

especialment els climàtics (Prevosti et al. 1988, 1990; Krimbas i Powell 1992), observant-se 

també variacions en la freqüència de diferents ordenacions en funció de les temperatures de 

les diferents estacions anuals (Fontdevila et al. 1983; Frutos i Prevosti, 1984; Orengo i Prevosti 

1996; Santos et al. 2005). La colonització d’Amèrica per D. subobscura ha estat un experiment 

natural únic que ha permès corroborar el caràcter adaptatiu de les inversions cromosòmiques, 

ja que les clines latitudinals presents a Europa per determinades ordenacions s’han reproduït 

en el mateix sentit a Amèrica (Prevosti et al. 1985, 1988; Ayala et al. 1989). A més a més, hi ha 

algunes evidències que indiquen que el polimorfisme cromosòmic per inversions a D. 

subobscura s’està adaptant al canvi climàtic actual, en concret a l’increment de les 

temperatures, ja que s’ha observat un augment de les ordenacions típiques de regions càlides 

(Balanyà et al. 2006; Rodríguez-Trelles et al. 2007). Les evidències de selecció pel polimorfisme 

de les inversions s’han detectat no només a D. subobscura i a d’altres espècies de Drosophila 
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(Powell 1997) sinó també a altres dípters (Ayala et al. 2011; Rottschaefer et al. 2011) i a 

organismes com el ratolí (Lyon 2003) i els humans (Stefansson et al. 2005, Steiberg et al. 2012). 

Hi ha diferents estudis que mostren que les inversions són monofilètiques (Rozas i 

Aguadé 1990, Andolfatto et al. 1999). De fet, si es considera que els punts de trencament dels 

cromosomes es produeixen a l’atzar, la probabilitat de que dues inversions diferents abarquin 

exactament el mateix fragment de cromosoma és molt baixa i, tot i que fos així, encara seria 

més baixa la probabilitat de que les dues inversions s’arribessin a establir en la població. S’han 

descrit varis models per explicar l’origen de les inversions. En el model que podríem definir 

com a clàssic (Krimbas i Powell 1992), la formació de noves inversions és deguda a dues 

ruptures aleatòries i simultànies en un mateix cromosoma i una posterior reparació errònia del 

fragment. Ranz et al. (2007) hipotetitzen que en realitat les inversions es poden originar per 

ruptures desiguals de les dues cadenes de DNA generant-se extrems protuberants de cadena 

senzilla. Les reparacions errònies posteriors estan per tant associades a la duplicació amb 

orientació invertida de regions genòmiques localitzades a la vora dels punts de trencament 

(Guillén i Ruiz 2012; Papaceit et al. 2013). Per últim s’ha descrit com a mecanisme generador 

de noves inversions la recombinació ectòpica que es produiria entre seqüències homòlogues 

invertides localitzades en diferents posicions del cromosoma (Lim i Simons 1994), havent 

evidències sobre la implicació dels elements transponibles en aquest mecanisme (Cáceres et 

al. 1999, 2001; Casals et al. 2005; Marzo et al. 2008). 

I3.6 Variabilitat nucleotídica associada al polimorfisme cromosòmic 

Si una nova inversió confereix un avantatge selectiu als individus portadors, l’acció de 

la selecció positiva podria portar ràpidament a que la nova ordenació arribi a una freqüència 

d’equilibri. Com a conseqüència d’aquest increment tan ràpid de freqüència, totes les regions 

incloses dintre de la inversió podrien tenir un nivell de variació nucleotídica pràcticament nul 

just després del seu establemint. És a dir, l’establiment d’una nova inversió es podria 
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contemplar com un procés d’escombrada selectiva parcial (Maynard-Smith i Haigh 1974) amb 

una important pèrdua de variació en els cromosomes invertits al llarg de la regió afectada per 

la inversió. 

Posteriorment, la variabilitat nucleotídica de les inversions s’anirà recuperant 

lentament per la introducció de noves variants per mutació. La mutació serà l’únic mecanisme 

generador de variabilitat si el bloqueig de l’intercanvi genètic a la regió invertida és total en els 

heterozigots. Com més antiga sigui la inversió, la probabilitat de que hagin sorgit noves 

mutacions serà més gran, fet que farà que, en absència de recombinació, es vagin 

incrementant les diferències entre les ordenacions cromosòmiques i així la seva diferenciació 

genètica (Navarro et al. 2000). Per tant, no només és la generació de noves mutacions el que 

jugarà un paper destacat en la variabilitat nucleotídica de les inversions, sinó que també és 

molt important el paper del bloqueig de la recombinació.  

La forta reducció de la recombinació en la regió invertida en individus heterocariotípics 

pot ser deguda a diferents causes. Si en un heterozigot es produeix un entrecreuament senzill 

en la regió invertida es generen gàmetes recombinants amb cromosomes desequilibrats que 

no són funcionals. Per altra banda, la recombinació està reduïda en els heterocariotips per la 

dificultat d’aparellament o sinapsi entre els cromosomes homòlegs principalment en regions 

pròximes als punts de trencament de les inversions (per una revisió, Roberts 1976). Aquesta 

inhibició de la recombinació en les regions afectades per inversions cromosòmiques, fa que a 

nivell poblacional es puguin diferenciar els cromosomes en dues classes: els portadors de les 

ordenacions estàndard i els portadors de les ordenacions amb la inversió. Les inversions 

cromosòmiques, per tant, protegeixen llargues regions del genoma del flux gènic degut a una 

forta reducció de la recombinació en les regions invertides, fet que podria facilitar el procés 

d’especiació (Noor et al. 2001; Navarro et al. 2003; Rieseberg et al. 2001, Stevison et al. 2011, 

Faria et al. 2010). 
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Malgrat el fort bloqueig de la recombinació, l’aïllament genètic entre els dos tipus de 

cromosomes en la regió invertida no és total ja que hi ha mecanismes, com els dobles 

entrecreuaments que afectin a les mateixes cromàtides i la conversió gènica, que permeten un 

cert nivell de flux gènic entre cromosomes homòlegs dintre d’una inversió (Rozas i Aguadé 

1994; Schaeffer et al. 2005; Machado et al. 2007; McGaugh et al. 2012; Cheng et al. 2012). 

Estudis teòrics prediuen com aquest intercanvi genètic no té per què ser homogeni al llarg de 

tota la inversió. Així, el flux gènic produït per conversió gènica estarà distribuït uniformement 

al llarg de tota la regió invertida menys en les regions molt properes al punt de trencament on 

podria ser inexistent, mentre que la freqüència dels dobles entrecreuaments serà més elevada 

en les regions centrals de la inversió. Sota aquest escenari, s’espera que la diferenciació 

genètica entre ordenacions cromosòmiques sigui superior en les regions properes als punts de 

trencament (Navarro et al. 1997; Laayouni et al. 2003). S’ha de tenir en compte també que 

l’intercanvi genètic variarà en funció de la grandària de la inversió, ja que es prediu que els 

dobles entrecreuaments només es produeixen en inversions més grans de 20 cM (Navarro et 

al. 2000). 

L’elevat polimorfisme cromosòmic que presenta D. subobscura per inversions 

paracèntriques la fa ser una espècie ideal per l’estudi de com les inversions afecten la variació 

en les poblacions naturals. Els primers estudis empírics realitzats en D. subobscura que 

relacionen els nivells de polimorfisme per inversions i la variabilitat nucleotídica són a nivell de 

gens individuals, com per exemple el del gen rp49 que es troba a la vora del punt de 

trencament de la inversió O3 (Rozas i Aguadé 1991, 1994, 1999) i on per primera vegada es 

quantifica la conversió gènica entre ordenacions gràcies a l’algoritme desenvolupat per 

Bertrán et al. (1997). Altres exemples corresponen al gen Acph1 (Navarro-Sabaté et al. 2003, 

2003), yellow (Munté et al. 2000) i RpII215 (Llopart i Aguadé 2000). Posteriorment, es realitzen 

estudis multilocus en diferents elements de Muller els quals pretenen abastar tota la regió 
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afectada per la inversió en poblacions naturals amb ordenacions cromosòmiques diferents 

(Munté et al. 2005; Nóbrega et al. 2008). Els estudis de les inversions cromosòmiques a D. 

subobscura han permès corroborar que l’origen de les inversions és monofilètic i que en 

aquesta espècie el contingut gènic de les ordenacions està fortament diferenciat, tot i que 

s’observin fenòmens de flux gènic deguts a dobles entrecreuaments o conversió gènica. En 

general, s’observen nivells de variabilitat nucleotídica menors en l’ordenació derivada, 

detectant-se en alguns casos una major diferenciació genètica a la vora del punt de 

trencament (Nóbrega et al. 2008). Tot i així, i en contra del que prediuen els estudis teòrics, 

Munté et al. (2005) han mostrat, que els nivells de diversitat nucleotídica i de diferenciació 

genètica presenten una distribució bastant homogènia al llarg de la inversió O3 en comparar 

cromosomes Ost i O3+4. Així doncs, les inversions cromosòmiques produeixen reestructuracions 

del genoma, afectant a les taxes d’especiació, a l’adaptació i a l’evolució dels cromosomes en 

poblacions naturals, fet que les ha convertit en un dels objectius principals en els estudis de 

genètica de poblacions i genètica evolutiva durant molts anys.  

I3.7 El sistema cromosòmic Jst/J1 a D. subobscura 

L’element D de Muller es correspon amb el cromosoma J de D. subobscura. Aquest 

element és autosòmic i acrocèntric en les espècies D. subobscura, D. guanche i D. madeirensis, 

mentre que en el cas de D. pseudoobscura, D. persimilis i D. miranda correspon al braç dret 

(XR) del cromosoma sexual que és metacèntric, i en el cas de D. melanogaster, l’element D de 

Muller està fusionat amb l’element E sent, respectivament, els braços 3L i 3R del cromosoma 

metacèntric 3 (Buzzati i Traverso, 1955; Taula I2). El cromosoma J de D. subobscura és el que 

presenta un menor polimorfisme cromosòmic a aquesta espècie, si exceptuem el cromosoma 

puntiforme. Les ordenacions majoritàries de la regió Paleàrtica i pràcticament les úniques 

presents tant al Nord d’Àfrica com a Europa són les ordenacions Jst i J1. Les altres dues 

ordenacions del cromosoma J descrites a l’espècie són: J3+4 i J1+5. L’ordenació J3+4 només es 
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troba a freqüències apreciables en àrees de l’est del Mediterrani, Àsia menor i el sud dels 

Balcans i l’ordenació J1+5 és exclusiva d’Israel (Krimbas 1992). 

La inversió cromosòmica J1 es troba delimitada per les seccions 22B/C-25A2/A3 

(Krimbas i Powell 1992) i és una inversió relativament petita. Les espècies D. guanche i D. 

madeirensis estretament relacionades amb D. subobscura presenten pel cromosoma J 

l’ordenació estàndard (Jst) o una ordenació derivada de la Jst, fet que fa pensar que l’ordenació 

Jst de D. subobscura és l’ordenació ancestral. La freqüència de l’ordenació cromosòmica J1 

presenta una clina de Sud Oest cap a Nord Est, trobant-se les freqüències més elevades en 

àrees del Nord Est d’Àfrica. Per contra, l’ordenació Jst presenta una clina de Nord cap a Sud i 

predomina en àrees del Nord d’Europa (Krimbas 1992). 

I3.8 Influència de factors demogràfics en la variabilitat nucleotídica de D. subobscura 

Mentre s’han realitzat alguns estudis l’objectiu del quals és desentrellar quins factors 

demogràfics han conformat la variabilitat nucleotídica de D. subobscura després del procés de 

colonització iniciat al final dels anys setanta al continent Americà (Rozas i Aguadé 1991; 

Pascual et al. 2007), poc es sap del paper que ha jugat la demografia en la història evolutiva de 

l’espècie en la regió Paleàrtica. La disponibilitat de dades sobre el polimorfisme per 

ordenacions cromosòmiques en diferents poblacions naturals de D. subobscura ha fet possible 

una anàlisi a nivell de components principals per intentar validar la hipòtesi de que la 

distribució geogràfica de les ordenacions cromosòmiques pot haver estat influenciada per 

factors històrics (Krimbas i Loukas 1980). Així és com Menozzi i Krimbas (1992) realitzen una 

anàlisi de components principals (variables sintètiques que engloben informació de les 

freqüències de totes les ordenacions cromosòmiques), estimant els tres components principals 

primers, i situant els seus valors en mapes geogràfics. El primer component principal explica un 

18% del total de la informació, el segon un 12% i el tercer un 8%. Mentre el primer component 

proporciona informació sobre la relació entre el polimorfisme cromosòmic i els factors 
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climàtics, el segon i tercer component aporten informació sobre possibles factors històrics. Així 

és com el segon component presenta valors màxims a Àsia Menor, el Caucas i els Balcans, 

observant també un valor màxim inferior a Espanya. Aquest patró va fer hipotetitzar que 

després de la última glaciació hi va haver un procés de recolonització d’Europa a partir de 

diferents refugis glacials, sent la major font de recolonització els refugis localitzats en els 

Balcans, Àsia Menor i el Caucas i com a segona font majoritària la península Ibèrica. Així 

mateix, els Alps podrien haver actuat com a barrera natural no permetent una colonització 

extensa de les poblacions del nord d’Europa a partir del refugi Italià. A més a més, els registres 

fòssils d’espècies de Quercus, un dels boscos on viu D. subobscura, reflecteixen patrons 

similars de l’avançament de l’espècie, fet que permet hipotetitzar que la història demogràfica 

de D. subobscura no està tant lligada a les migracions humanes com seria el cas de D. 

melanogaster (Li i Stephan 2006; Thornton i Andolfatto 2006). Tot i així, Menozzi i Krimbas 

(1992) també postulen que una elevada freqüència d’una determinada ordenació en una regió 

concreta no té per què predir que aquesta ordenació sigui l’ancestral en aquella regió, ja que 

els diferents períodes glacials ocorreguts en la regió Paleàrtica durant el període del 

Quaternari associats amb possibles reduccions poblacionals, poden haver fet que per 

fenòmens de deriva aquestes ordenacions hagin arribat a freqüències elevades.  

 Malgrat s’hagi hipotetitzat sobre els possibles esdeveniments que han perfilat la 

variabilitat cromosòmica actual de D. subobscura en la regió Paleàrtica, no s’han analitzat 

models demogràfics concrets que puguin explicar la història evolutiva de l’espècie. No es 

disposa, per tant, d’un model demogràfic que sigui el més probable ni dels paràmetres 

demogràfics associats a aquest model. Castro et al. (2010) analitzen la variació d’un fragment 

de 942 parells de bases d’un gen mitocondrial en una mostra de 48 individus de D. subobscura 

i arriben a la conclusió que l’explicació més plausible dels nivells i patrons de polimorfisme 

observats en la regió Paleàrtica és la d’una possible expansió poblacional ocorreguda després 
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de l’últim període glacial i precedida per un fenomen de reducció poblacional. Tot i així, en 

aquest estudi només s’utilitza un gen mitocondrial i per tant no poden diferenciar si els nivells i 

patrons de polimorfisme observats són deguts a factors demogràfics o selectius. 

Alhora de realitzar inferències sobre la història demogràfica de l’espècie D. subobscura 

s’ha d’anar amb cura amb la utilització de regions afectades per inversions cromosòmiques ja 

que aquestes podrien presentar nivells i patrons de variació nucleotídica determinats per les 

pròpies inversions i no per la història demogràfica de l’espècie. Per tant, les regions 

genòmiques afectades per inversions no serien bones candidates alhora d’estudiar la 

demografia de l’espècie, fet que dificulta aquests estudis ja que D. subobscura és una de les 

espècies que presenta un major polimorfisme per inversions cromosòmiques. L’anàlisi de 

regions genòmiques del cromosoma J serà un bon punt de partida per a la realització 

d’inferències evolutives, ja que aquest és el menys polimòrfic de tot el seu complement 

cromosòmic. Per tant, l’estudi de múltiples regions genòmiques no codificadores i no incloses 

dintre de la inversió J1 (present a la població d’estudi), farà possible en primer lloc diferenciar 

els efectes demogràfics dels selectius. S’espera que els efectes selectius estiguin localitzats en 

regions concretes i els demogràfics afectin la variabilitat a totes les regions d’estudi. En segon 

lloc, estudis de polimorfisme a nivell multilocus permetran comparar models senzills i la tria 

del més probable per explicar la història demogràfica recent de D. subobscura en la regió 

Paleàrtica. Un cop obtingut aquest model demogràfic, es podrà utilitzar per obtenir 

prediccions sobre els nivells i patrons de variació en absència de selecció. Així mateix, 

permetrà detectar regions, la variabilitat de les quals presenti una desviació respecte a aquest 

model i per tant que no es pugui explicar en absència de selecció positiva. Es pot destacar que 

els estudis multilocus de les regions no codificadores del cromosoma J per intentar 

desentrellar la història evolutiva de l’espècie, permetran disposar d’una informació valuosa 
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alhora d’estudiar la variabilitat nucleotídica d’aquesta espècie i detectar la possible empremta 

deixada per la selecció natural. 
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 La història evolutiva dels organismes queda impresa d’alguna manera en el seu 

genoma a nivell de la seqüència nucleotídica, per tant, l’estudi dels nivells i patrons de 

polimorfisme nucleotídic en una espècie com D. subobscura constitueix una bona estratègia 

per inferir la importància relativa dels diferents factors evolutius que modelen aquesta 

variació. A més a més, l’elevat polimorfisme per inversions cromosòmiques que presenta D. 

subobscura, fa que sigui una espècie idònia per estudiar l’efecte d’aquests canvis estructurals 

del genoma a nivell de la variació nucleotídica. L’anàlisi de la variabilitat genètica en múltiples 

regions no codificadores localitzades al llarg del cromosoma J en una població natural de D. 

subobscura de Barcelona, ha permès abordar un doble objectiu global. Per una banda, inferir la 

història demogràfica recent de l’espècie en la regió Paleàrtica ja que el cromosoma J és el que 

presenta un menor polimorfisme per inversions cromosòmiques. Per altra banda, estudiar 

l’efecte de pràcticament l’única inversió que segrega en el cromosoma J a la població 

analitzada (J1) sobre la variabilitat nucleotídica. Per assolir aquests objectius, s’han establert els 

següents objectius específics: 

1. Identificar diferents regions no codificadores a partir de fags recombinants aïllats 

aleatòriament d’una genoteca de l’espècie D. subobscura i que havien estat localitzats 

per hibridació in situ en el cromosoma J d’aquesta espècie (Papaceit et al. 2006).  

2. Obtenir diferents línies altament consanguínies i homocariotípiques en relació al 

cromosoma J (element D de Muller) de D. subobscura per poder seqüenciar les regions 

identificades en individus homozigòtics. 

3. Analitzar els nivells i patrons de variació nucleotídica en múltiples regions no 

codificadores i no afectades per inversions cromosòmiques distribuïdes al llarg del 

cromosoma J en una població natural de D. subobscura de Barcelona. 

4. Estudiar a nivell multilocus el segment cromosòmic afectat per la inversió 

cromosòmica J1 en diferents línies homocariotípiques que es diferencien per la 
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presència o absència d’aquesta inversió en una població natural de D. subobscura de 

Barcelona. 

5. Detectar la possible petjada deixada per la selecció natural en la variabilitat 

nucleotídica de les diferents regions en estudi.  

6. Inferir els possibles canvis demogràfics en la història evolutiva recent de D. 

subobscura. 

7. Analitzar l’efecte d’una inversió de grandària mitjana-petita, com la inversió J1, sobre la 

variabilitat nucleotídica. 

8. Estimar l’edat de la inversió J1. 
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M1. OBTENCIÓ DE DADES 

M1.1 Mostra poblacional 

La població natural de D. subobscura en estudi es va capturar a l’Observatori Fabra de 

Barcelona al 2007. A partir de les femelles del camp es van establir 83 línies isomaternes amb 

la finalitat d’obtenir línies altament consanguínies. A tal propòsit es van realitzar almenys 13 

encreuaments consecutius germà-germana de cada una de les línies isomaternes. Després dels 

13 encreuaments, es va comprovar primer que les línies fossin homocariotípiques pel 

cromosoma J mitjançant l’anàlisi dels cromosomes politènics de les glàndules salivals de com a 

mínim 8 larves de tercer estadi descendents d’un encreuament germà-germana. La 

metodologia emprada per la visualització al microscopi dels cromosomes politènics va ser la 

tinció estàndard amb orceïna acètico-làctica. Subseqüentment es va determinar l’ordenació 

cromosòmica del cromosoma J encreuant mascles de la descendència de l’encreuament 

anterior amb femelles verges de la soca marcadora chcu amb l’ordenació estàndard pel 

cromosoma J. Es van obtenir 27 línies altament consanguínies que es diferencien per la 

presència o absència de la inversió J1: 9 d’elles presenten l’ordenació Jst i 18 l’ordenació J1. A 

més, es va utilitzar com a outgroup una línea altament consanguínea de l’espècie D. guanche 

obtinguda prèviament al laboratori mitjançant la mateixa metodologia. Les diferents línies es 

mantenen en medi estàndard de farina de blat de moro-agar i a 18ºC. 

M1.2 Caracterització dels inserits dels fags recombinants 

En inciar el treball es disposava de diversos fags recombinants aïllats aleatòriament 

d’una genoteca de l’espècie D. subobscura i que havien estat localitzats per hibridació in situ 

en el cromosoma J d’aquesta espècie (Papaceit et al. 2006). Alguns d’aquests fags 

recombinants es localitzen dintre de la inversió J1. A partir del DNA purificat dels fags 

recombinants es va realitzar una digestió amb l’enzim de restricció EcoRI, una posterior 

purificació del DNA digerit mitjançant columnes Milipore “Microcon-PCR” i un gel 
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d’electroforesi de comprovació al 0,8% de concentració d’agarosa. Els diferents fragments que 

es van generar, es van clonar per shotgun cloning que consisteix en la lligació aleatòria dels 

fragments de DNA de l’inserit del fag en un plasmidi i la posterior transformació de cèl·lules 

competents. Les reaccions de digestió, lligació i transformació es van realitzar seguint 

protocols estàndards (Maniatis et al. 1983). El plasmidi que es va utilitzar com a vector és el 

pBluescriptIISK (Stratagene) que té un gen de resistència a ampicil·lina i un lloc de clonació 

múltiple (polylinker) en l’interior del gen LacZ. La soca d’E. coli que es va utilitzar per la 

transformació és l’XL1-Blue (Stratagene) resistent a la tetraciclina. El medi que es va utilitzar 

per sembrar les cèl·lules transformades és LB+ampicil·lina+tetraciclina+X-gal+IPTG. Els 

antibiòtics només permeten el creixement de colònies XL1-Blue transformades. A més el 

sistema IPTG+X-gal permet diferenciar les colònies transformades que han incorporat el 

plasmidi amb l’inserit (colònies blanques) de les que han incorporat el plasmidi sense inserit 

(colònies blaves). Per a cada fag recombinant inicial es va amplificar l’inserit del plasmidi de 12 

colònies blanques mitjançant la tècnica de PCR amb els encebadors universals T3 i T7 presents 

en els extrems del lloc de clonació múltiple i seguint les condicions següents:  

Desnaturalització  94ºC  3 min 

Annealing  96ºC  10 seg 

Extensió  46ºC  10 seg        30 cicles 

Finalització  65ºC  10 min 

4ºC  ∞ 

Posteriorment, es va realitzar un gel d’electroforesi de comprovació a l’1% d’agarosa. Per a 

cada fag inicial es van seleccionar el major nombre possible d’inserits amb longituds diferents. 

En considerar tots els fags, aquestes longituds variaven de 500 pb a 8 kb. Una vegada feta la 

selecció, es va purificar el DNA plasmídic mitjançant columnes Miniprep de la casa comercial 

QIAGEN per obtenir quantitat suficient de DNA plasmídic en estoc i es va fer una prova de 
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confirmació digerint el producte purificat amb l’enzim de restricció EcoRI. Per una altra banda, 

el DNA dels inserits amplificats seleccionats es va purificar mitjançant una precipitació d’acetat 

amònic i EtOH absolut. Posteriorment es van seqüenciar els extrems dels inserits purificats 

amb els encebadors universals T3 i T7, utilitzant el kit de seqüenciació comercial BigDye 

Terminator 3.1 (Applied Biosystems) amb les següents condicions:  

Desnaturalització  94ºC  3 min 

Annealing  96ºC  10 seg 

Extensió  50ºC  5 seg        30 cicles 

Finalització  60ºC  4 min 

4ºC  ∞ 

Els productes de seqüenciació van ser analitzats amb el seqüenciador automàtic ABI PRISM 

3700 (Applied Biosystems) disponible en el Servei de Genòmica dels Serveis Cientifico-Tècnics 

de la Universitat de Barcelona (SCT-UB). Una vegada es van obtenir les seqüències 

nucleotídiques, es van anotar els inserits dels fags recombinants a D. subobscura a través de la 

cerca BLAST en els genomes complets de D. melanogaster i D. pseudoobscura disponibles a 

www.flybase.com. Es van seleccionar les regions genòmiques amb homologia entre les 

espècies (corresponents a l’element D de Muller) d’una longitud que variava entre 500 i 3500 

parells de bases i localitzades en regions no codificadores al llarg de tot el cromosoma J. Per 

aquells fags recombinants seleccionats els inserits dels quals no es localitzaven en regions no 

codificadores, es van dissenyar encebadors d’amplificació a partir del genoma de D. 

pseudoobscura en zones properes a les regions genòmiques identificades. A més a més, es va 

incrementar el nombre de regions en estudi, seguint dues metodologies. Per una banda, es 

van seleccionar 3 regions localitzades al cromosoma J d’acord a Laayouni et al. (2007) per les 

que es van dissenyar encebadors sobre la seqüència genòmica de D. pseudoobscura disponible 

a www.flybase.com. Totes les sondes van ser posteriorment comprovades i localitzades 
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citològicament a través de la tècnica d’hibridació in situ, d’acord al protocol descrit a Segarra i 

Aguadé (1992). Per una altra banda i donat que es volia incrementar el nombre de regions dins 

de la inversió J1 es va utilitzar el genoma de D. pseudoobscura com a guia i les regions ja 

identificades com anclatge. Es van seleccionar noves regions allunyades de les d’anclatge i es 

va comprovar la seva localització mitjançant hibridació in situ. En aquest cas, els encebadors 

per amplificar aquestes regions es van dissenyar sobre els contigs preliminars de la seqüència 

del genoma de D. subobscura (esborrany 0) obtinguda per la BSI (Barcelona Subobscura 

Initiative) i que s’havien fet accessibles poc temps abans.  

Seguint les diferents aproximacions es van obtenir un total de 24 regions genòmiques, 

sis de les quals es troben dintre de la inversió J1 i les restants en regions no codificadores 

repartides al llarg del cromosoma J. Mitjançant la tècnica de primer walking es va seqüenciar la 

totalitat de les regions seleccionades, dissenyant encebadors d’una longitud de 18 nucleòtids 

amb una distància entre ells d’aproximadament 600 parells de bases. Tots els encebadors, tant 

els d’amplificació com els de seqüenciació es van dissenyar mitjançant el programa OLIGO 6.0 

(Rychlik 2007).  

M1.3 Purificació del DNA genòmic i seqüenciació 

Es va extreure per a cada una de les línies homocariotípiques obtingudes a partir de la 

població natural de D. subobscura de Barcelona i per una línea de D. guanche, el DNA genòmic 

d’un sol individu mitjançant el kit Puregen®Core Kit B (QIAGEN). Es van dissenyar amb el 

programa OLIGO 6 (Rychlik 2007) encebadors d’amplificació de 20 nucleòtids de les 24 regions 

genòmiques en estudi. Seguidament, es va procedir a l'amplificació mitjançant la tècnica de 

PCR, la posterior purificació a través de plaques Multiscreen de Millipore® i la seqüenciació de 

doble filament en les diferents línies de D. subobscura i una línea de D. guanche. En les Taules 

MS4.1.a-MS4.1d del material suplementari del final de l’apartat dels Materials i Mètodes hi ha 

disponibles les seqüències nucleotídiques dels encebadors dissenyats per les diferents regions 
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en estudi en les espècies D. subobscura i D. guanche. Les condicions d'amplificació per PCR de 

les diferents regions en estudi es mostren en les Taules MS4.2.a- MS4.2.c. 

M1.4 Assemblatge i alineament de seqüències 

 Les seqüències parcials de les diferents regions genòmiques en estudi es van assemblar 

independentment per a cada individu homocariotípic de l’espècie D. subobscura i per l’individu 

de l’espècie D. guanche mitjançant el programa SeqMan (del paquet informàtic DNAStar, 

Lasergene). Els alineaments múltiples, en els que s’inclou l’outgroup, es van realitzar amb el 

programa MegAlign (DNAStar, Lasergene) i/o el programa MAFFT (Katoh i Standley 2013) 

disponible online a http://mafft.cbrc.jp/alignment/software. Aquests alineaments van ser 

visualitzats i editats mitjançant el programa MacClade versió 4.05 (Maddison i Maddison 

2000). En obtenir la seqüència consens, totes les posicions polimòrfiques es van comprovar 

manualment (SeqMan). 
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M2. ANÀLISI DE LES DADES 

M2.1 Estimes dels nivells i patrons de variació nucleotídica 

Per les anàlisis dels nivells i patrons de variació nucleotídica de les 24 regions 

genòmiques en estudi tant a nivell individual com multilocus es va utilitzar el programa DnaSP 

v5 (Librado i Rozas 2009) i el programa MANVA (Ramos-Onsins, disponible en 

http://bioinformatics.cragenomica.es/numgenomics//people/sebas/software/software.html). 

Les posicions afectades per insercions i delecions es van excloure de les anàlisis.  

Nivells de variació nucleotídica 

Els nivells de variació nucleotídica es van analitzar mitjançant els següents estimadors. 

Diversitat nucleotídica (�) (Nei 1987, equació 10.5) 

Nombre promig de diferències nucleotídiques entre parells de seqüències per posició ��

                                                      k 
�����

������������������������ �����������������������L 
 
sent k el nombre promig de diferències nucleotídiques entre les seqüències (Tajima 1983, 

equació A3) i L el nombre de posicions analitzades. El paràmetre k és sensible al nombre de 

posicions polimòrfiques, a la freqüència que presenten les variants nucleotídiques i a la 

longitud de la regió analitzada, però no depèn de la grandària de la mostra. En canvi, el 

paràmetre ���no és sensible ni a la grandària de la mostra ni a la longitud de la regió analitzada. 

L’estimador de Watterson (�) (Watterson 1975) 

S’obté a partir del nombre de posicions polimòrfiques que segreguen (S) en una 

mostra de n seqüències nucleotídiques. Aquest estimador (θ o estimador de Watterson per 

seqüència) correspon a k quan les mutacions són selectivament neutres, la població és 

panmíctica i es troba en equilibri mutació-deriva, sent θ = 4Neμ (Ne grandària efectiva de la 

població i μ la taxa de mutació neutra per generació). 
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                     S 
θ (per seqüència) = 

                   n-1           Σ1/i 
                          i = 1 
 
Si es considera el nombre de posicions analitzades (L), s’obté una estima de l’heterozigositat 

per nucleòtid [θ o estimador de Watterson per posició (Watterson 1975 equació 1.4a)]. 

                  S/L 
θ (per posició) = 

                 n-1          Σ1/i 
                        i = 1 
 

Diversitat haplotípica (Hw) (Nei 1987, equació 8.4) 

Considera el nombre i la freqüència dels diferents haplotips presents en una mostra de 

n seqüències de DNA. De fet, correspon a la probabilitat de que en agafar a l’atzar dues 

seqüències de la mostra, aquestes siguin diferents. 

     n 
 Hw  =                 (1- Σ Xi

2) 
    n-1 
 
on n és el nombre de seqüències i Xi és la freqüència de la seqüència (haplotip) i.  

Patrons de variació nucleotídica 

Els patrons de variació nucleotídica es van analitzar mitjançant els següents 

estimadors. 

Estadístic D de Tajima (Tajima 1989) 

L’estadístic D de Tajima està basat en la comparació de dos estimadors del nivell de 

variabilitat: θ(per seqüència) estimat a partir del nombre de llocs segregants o polimòrfics (S) i del 

nombre de seqüències (Watterson 1975), i el nombre promig de diferències nucleotídiques en 

comparar les seqüències dos a dos (k, Tajima 1983; Nei 1987) 

                   k – S/an 
   D =  
             √Var (k – S/an) 

 
on 

                   n-1   an =Σ1/i 
         i = 1 
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Donat que l’estimador k té en compte la freqüència a la qual segreguen les variants 

nucleotídiques mentre que θ(per seqüència) no, l’estadístic D de Tajima pot detectar desviacions de 

l’espectre de freqüències observat respecte del que s’esperaria sota el model neutre 

estàndard. L’estadístic D de Tajima seria igual a zero si es complís el model neutre estàndard ja 

que els estimadors que compara són equivalents sota aquest model. Així mateix, valors 

positius de l’estadístic D de Tajima indicarien un excés de polimorfismes amb variants a 

freqüències intermèdies, com a conseqüència de l’existència d’estructuració poblacional o de 

l’acció de selecció equilibradora. Valors negatius de l’estadístic D de Tajima denotarien un 

excés de polimorfismes amb variants a baixa freqüència com a conseqüència d’una expansió 

poblacional o després de l’acció de selecció direccional. 

Tests de Fu i Li (1993) 

Els tests de Fu i Li (1993) es fonamenten en la distribució de les mutacions esperades 

en les branques internes i externes d’una genealogia neutra considerant equilibri mutació-

deriva. En una genealogia, les mutacions antigues tendiran a acumular-se en les branques 

internes, mentre que les mutacions més recents tendiran a acumular-se en les branques 

externes. Fu i Li proposen dos tests estadístics (D i F) els quals es poden aplicar amb outgroup 

(estadístics D i F) o sense (estadístics D* i F*). Els tests que no tenen en compte l’outgroup 

estan basats en el nombre de mutacions úniques en la mostra (singletons), mentre que els 

tests amb outgroup estan basats en el nombre de mutacions en les branques externes de la 

genealogia. L’estadístic D es basa en el nombre total de mutacions i el nombre de mutacions 

en les branques externes de la genealogia (nombre de singletons), mentre que l’estadístic F 

està basat en el nombre promig de diferències entre seqüències i el nombre de mutacions en 

les branques externes de la genealogia (nombre de singletons). 

Estadístic D de Fu i Li amb outgroup 
 
             ŋ – an ŋe 

D =  
         √uD ŋ – vD ŋ2 
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on ŋ és el nombre total de mutacions, ŋe és el nombre de mutacions en les branques externes i 

an, uD i vD són funcions de la grandària mostral. 

Estadístic D* de Fu i Li sense outgroup 

                                         (n/n-1) ŋ – an ŋs 
D* =  

                √ u*D ŋ – v*D ŋ2 

 
on ŋ és el nombre total de mutacions, ŋs  és el nombre de mutacions úniques en la mostra i an, 

u*D i v*D són funcions de la grandària mostral. 

Estadístic F de Fu i Li amb outgroup 
 
               k – ŋe 

F =  
         √uF ŋ – vF ŋ2 

 
on k és el promig de diferències nucleotídiques entre seqüències, ŋe el nombre de mutacions 

úniques en la mostra i uF i vF són funcions de la grandària mostral. 

Estadístic F* de Fu i Li sense outgroup 

                                          k - (n/n-1) ŋs 
F* =                  

√u*F ŋ – v*F ŋ2 

 
on k és el nombre promig de diferències nucleotídiques entre seqüències,  ŋs  és el nombre de 

mutacions úniques en la mostra i u*F i v*F són funcions de la grandària mostral. 

Estadístic H normalitzat de Fay i Wu ( Fay i Wu 2000; Zeng et al. 2006) 

Estadístic basat en la comparació de dues estimes del nivell de variabilitat: θπ = k 

(Tajima 1983) i θL (el nombre promig de canvis acumulats des de l’ancestre comú més recent 

en una mostra de n seqüències (Zeng et al. 2006)). 

             θπ -  θL 
                 Hnorm =  
           √( θπ -  θL) 
 
L’estadístic infereix les variants ancestrals a través de la seqüència de l’outgroup, permetent 

diferenciar les variants ancestrals de les derivades. Aquest estadístic és molt útil ja que permet 

detectar desviacions de l’espectre de freqüències desdoblat observat respecte l’espectre 



  Materials i Mètodes: M2 
 
 
 

40 
 

esperat sota condicions de neutralitat. Igual que l’estadístic D de Tajima, s’espera que sota 

aquestes condicions, l’H normalitzada de Fay i Wu (Hnorm) tingui valors propers a zero. 

Estadístic R2 de Ramos-Onsins i Rozas (2002) 

 Estadístic basat en el nombre de polimorfismes amb variants a freqüència única i el 

promig de diferències nucleotídiques 

   n 
(Σ (Ui – k/2)2/n)1/2 
  i = 1 

   R2 = 
    S 

 
on n és la grandària de la mostra, S el nombre de llocs segregants, k el promig de diferències 

nucleotídiques entre dues seqüències i Ui el nombre de polimorfismes amb variants a 

freqüència única en la seqüència i. La idea de l’estadístic és que el nombre esperat de 

polimorfismes amb variants a freqüència única en una branca de la genealogia després d’un 

esdeveniment recent d’expansió poblacional severa és k/2; conseqüentment, s’esperarien 

valors baixos d’aquest estadístic sota aquest escenari demogràfic. 

Estadístic Fs de Fu (Fu 1997) 

Estadístic basat en la probabilitat de tenir un nombre determinat d’al·lels en una 

mostra de n seqüències, donat un valor de θ. S’espera que tendeixi a tenir valors propers a 

zero en condicions de neutralitat. 

Divergència nucleotídica (K) (Nei 1987) 

La divergència nucleotídica entre l’espècie D. subobscura i D. guanche utilitzada com a 

outgroup es va estimar com el nombre promig de diferències nucleotídiques per posició en 

totes les comparacions interespecífiques possibles. 

             k 
   K =  
             L 
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sent k el nombre promig de diferències nucleotídiques en les comparacions interespecífiques i 

L el nombre de posicions. La divergència nucleotídica estimada es corregeix per Jukes i Cantor 

(1969) donada la problemàtica de les possibles mutacions a la mateixa posició. 

Desequilibri de lligament entre posicions 

El grau de desequilibri de lligament global de les diferents regions en estudi es va 

analitzar mitjançant els estadístic ZA (Rozas et al. 2001), ZnS (Kelly 1997) i B de Wall (Wall 1999). 

Estadístic ZnS (Kelly 1997, equació 3) 

Estadístic que mesura globalment l’associació entre els llocs polimòrfics, sent el promig 

de l’estadístic r2 (Hill i Robertson 1968) a través de totes les possibles comparacions dos a dos. 

                        2                s-1       s 
  ZnS =   Σ     Σ   r2

i,j 
S(S-1)   i = 1     j=i+1 

    
on S és el nombre de llocs polimòrfics i ri,j  és l’estimador r (Hill i Robsertson 1968), sent aquest 

estadístic 

                                                       D2              
    r2  =   

p(1-p)q(1-q)    

 
Considerant A i B com a dos loci amb els tipus d’al.lels A0, A1, B0 i B1, respectivament i sent p i q 

les freqüències al.lèliques d’A0 i B0 respectivament. D = f00 –pq, sent f00 la freqüència del tipus 

gamètic A0B0. 

Estadístic ZA (Rozas et al. 2001) 

L’estadístic ZA  és equivalent a l’estadístic ZnS, però només tenint en compte les 

posicions polimòrfiques informatives adjacents. Una posició polimòrfica és informativa quan 

almenys hi ha dues variants cadascuna present almenys en dues seqüències. 

                          1              s-1       
   ZA =   Σ r2

i,I+1 
(S-1)   i = 1      

    
on S és el nombre de llocs polimòrfics i r2 és l’estadístic r2 (Hill i Robertson 1968). 
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Estadístic B de Wall (1999) 

L’estadític B de Wall utilitza la informació present en un parell de llocs segregants 

adjacents. Es considera que un parell de llocs segregants adjacents és congruent si el conjunt 

de les dades que configuren els dos llocs contenen només dos haplotips. 

    B = B’/(S-1) 

on S és el nombre de llocs segregants de la mostra i B’ és el nombre de parells de llocs 

segregants adjacents que són congruents. L’estadístic B de Wall pot variar de 0 a 1, sent un 

estadístic informatiu sobre el desequilibri de lligament. A més recombinació, s’esperarien 

valors d’aquest estadístic més propers a zero ja que la probabilitat de que els llocs segregants 

adjacents compartissin la mateixa genealogia disminuiria. Per contra, s’esperarien valors 

elevats d’aquest estadístic sota un escenari demogràfic de subdivisió poblacional.  

Test de Hudson-Kreitman-Aguadé (HKA) 

El test HKA compara la variabilitat nucleotídica observada dintre d’espècie 

(polimorfisme) amb la variabilitat entre espècies (divergència) ja que sota condicions de 

neutralitat s’espera que la relació entre polimorfisme i divergència sigui similar a diferents 

regions genòmiques. El test HKA mesura la bondat d’ajust dels valors observats respecte els 

esperats d’acord a una distribució X2. El test HKA multilocus es va realitzar amb el programa 

HKA distribuït per Jody Hey i disponible a http://genfaculty.rutgers.edu/hey.  

M2.2 Anàlisi de la variació nucleotídica a les regions afectades per la inversió J1 

 Sis de les 24 regions en estudi estan distribuïdes al llarg de la inversió J1: p127, p221, 

p174, p39, p137 i p222. Les anàlisis d’aquestes regions es van realitzar independentment per 

les 18 línies J1 i per les 9 línies Jst. 

Distància al punt de trencament 

La distància de cada regió al punt de trencament (Taula M2.1) es va estimar 

considerant una distribució homogènia del DNA al llarg de tota la inversió J1 i utilitzant com a 



  Materials i Mètodes: M2 
 
 
 

43 
 

referència les dades publicades de l’espècie D. pseudoobscura i D. melanogaster (Adams et al. 

2000; Schaeffer et al. 2008). Per calcular la longitud de la inversió J1 expressada en cM, es va 

realitzar una extrapolació dels cM d’aquesta inversió a partir de les dades disponibles a 

Cáceres et al. (1999b). 

Taula M2.1. Estimes de la distància de cada regió en estudi al punt de trencament més proper de la inversió J1.  

 

    

cM (centiMorgan) Mb (Megabases) 
en funció de        

D. melanogaster 

Mb (Megabases)      
en funció de           

D. pseudoobscura 

  
Element D de Muller 192 cM               

(Cáceres et al. 1999b) 
22,6 Mb              

(Adams et al. 2000) 
30,5 Mb                 

(Schaeffer et al. 2008) 

Longitud de la 
inversió J1 30 3,5 4,8 

Di
st

àn
ci

a 
al

 p
un

t d
e 

tr
en

ca
m

en
t 

p222 0,8 0,1 0,1 
p127 5,5 0,6 0,8 
p137 7,9 0,9 1,3 
p221 9,5 1,1 1,6 
p39 10,3 1,2 1,7 

p174 11,8 1,4 1,9 
p148 5,5 0,7 0,9 

p32096 8,7 1,1 1,4 
 
Les regions p148 i p32096, ombrejades en gris, són les regions fora de la inversió però més properes als punts de trencament en 

estudi. 

Diferenciació genètica entre les ordenacions J1 i Jst 

La diferenciació genètica entre les dues ordenacions analitzades J1 i Jst es va estimar 

mitjançant diferents estadístics. 

Nombre promig de diferències nucleotídiques per posició entre ordenacions (DXY) (Nei 1987, 

equació 10.20) 

El nombre promig de diferències nucleotídiques entre les dues ordenacions 

cromosòmiques es va estimar com a: 

 Dxy  = Σ xi yi dij 
           ij 
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on xi i yj són les freqüències dels haplotips i i j de les ordenacions X i Y, respectivament, i dij és la 

proporció de diferències nucleotídiques entre l’haplotip i d’X i l’haplotip j d’Y. 

Nombre net de substitucions nucleotídiques per posició entre ordenacions (Da) (Nei 1987, 

equació 10.21) 

El nombre net de substitucions nucleotídiques entre les dues ordenacions es va 

estimar com a  

      (�x +  �y) 
   Da =  Dxy -    
               2 
 
on �x i �y és la diversitat nucleotídica en l’ordenació X i Y, respectivament. 

Test de permutacions (Hudson et al. 1992b) 

Per contrastar si la diferenciació genètica entre les dues ordenacions era significativa 

es va realitzar el test de permutacions. Aquest test es basa en l’estadístic Kst* que també 

mesura la diferenciació genètica entre ordenacions i la seva significació estadística es 

determina mitjançant simulacions de Monte Carlo.  

FST (Hudson et al. 1992a, equació 3) 

El flux gènic entre les ordenacions cromosòmiques es va calcular mitjançant l’estadístic 

FST. 

      Hw 
 FST   = 1 - 
      Hb 
 
sent Hw la mitjana del nombre de diferències nucleotídiques entre seqüències de la mateixa 

ordenació i Hb la mitjana del nombre de diferències nucleotídiques entre seqüències 

d’ordenacions diferents. 

Conversió gènica 

Seguint l’algoritme proposat per Bertrán et al. (1997, equacions A1 i A4), es va estimar 

el nombre i la longitud dels tractes de conversió gènica entre ordenacions cromosòmiques. 

Malgrat que aquest algoritme va ser dissenyat per identificar tractes de conversió gènica, de 

fet detecta esdeveniments d’intercanvi genètic entre ordenacions. 
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Genealogia i xarxa de la mostra de seqüències 

Es va utilitzar el programa MEGA5 (Tamura et al. 2011) amb el mètode de neighbor-

joining (Saitou i Nei 1987) per obtenir la genealogia dels al·lels del concatenat de les 

seqüències de les sis regions que es troben dintre de la inversió J1. Es van utilitzar 21 línies 

homocariotípiques, 14 de les quals tenen l’ordenació cromosòmica J1 i 7 l’ordenació Jst. No es 

van utilitzar les 27 línies homocariotípiques obtingudes ja que en algunes de les línies amb 

ordenació J1 i Jst no va ser possible amplificar algunes de les regions i per tant aquestes línies 

no van ser considerades en el concatenat. Amb les regions en les quals no es van detectar 

tractes d’intercanvi genètic entre ordenacions es va contruir una xarxa d’haplotips mitjançant 

el programa Network 4.6.1.1 (http://www.fluxus-engineering.com/sharenet_rn.htm) seguint la 

metodologia median-joining network proposada per Bandelt et al. (1999). 

Desequilibri de lligament amb la inversió 

El grau d’associació entre les variants nucleotídiques de les posicions polimòrfiques 

informatives i l’ordenació del cromosoma J (Jst, J1) es va estimar mitjançant la mitjana del 

paràmetre r2 (Hill and Robertson 1968). A més a més, el grau de desequilibri global de les 

diferents regions en estudi es va analitzar mitjançant l’estadístic ZnS (Kelly 1997). 
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M3. INFERÈNCIES EVOLUTIVES 

M3.1 Estimació del temps de divergència entre diversos llinatges 

Es va estimar el temps de divergència entre el subgrup subobscura i el subgrup 

pseudoobscura i també el de divergència entre D. subobscura i D. guanche (subgrup subobscura) 

mitjançant una anàlisi d’inferència bayesiana. Posteriorment, es va utilitzar l’estima més probable 

del temps de divergència entre D. subobscura i D. guanche, per calcular la taxa de mutació de 

cada una de les 16 regions en estudi necessària per les anàlisis posteriors. 

Es va utilitzar únicament una de les 27 línies seqüenciades de la població natural de D. 

subobscura i la línea de D. guanche utilitzada com a outgroup en les anàlisis de divergència. Es va 

realitzar una cerca BLAST de les seqüències homòlogues de les 16 regions en estudi en les 

espècies D. melanogaster, D. pseudoobscura i D. persimilis a través de www.flybase.com. 

Posteriorment, es va utilitzar el programa MAFFT versió 7 (Katoh i Standley 2013) amb els 

paràmetres per defecte per construir els alineaments múltiples de les seqüències homòlogues. 

Aquests alineaments, que van ser visualitzats amb el programa BioEdit (Hall 1999), van ser 

tractats amb el programa Gblocks versió 0.91 (Castresana 2000) amb els paràmetres restrictius 

per defecte per descartar possibles posicions mal alineades, obtenint un total de 17 kb alineades. 

A continuació es va avaluar independentment per a cada regió el model de substitució que millor 

s’ajusta a les dades, mitjançant el criteri d’informació Bayesiana (BIC) implementat en el 

programa MEGA v.5.1. (Tamura et al. 2011). Finalment es van estimar els diferents temps de 

divergència mitjançant inferència bayesiana a través del programa BEAST v.1.6.2 (Drummond i 

Rambaut 2007). Es van realitzar 16 particions independents, una per a cada regió en estudi, en 

relació al model de substitució. Es va utilitzar un rellotge molecular relaxat no correlacionat. Es 

van calibrar els nodes mitjançant datacions recopilades d’estudis previs, utilitzant distribucions a 

priori uniformes, amb valors de 30 a 35 milions d’anys pel temps de divergència entre el grup 

obscura i el grup melanogaster (Throckmorton, 1975; Obbard et al. 2012) i un temps de 
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divergència entre D. pseudoobscura i D. persimilis de 0,18 a 0,22 milions d’anys (Kulathinal et al. 

2009). Es va córrer una cadena de Markov de 100 milions de generacions, mostrejant paràmetres 

cada 1000 generacions. Es va examinar la convergència utilitzant el programa Tracer i es va 

comprovar que tots els paràmetres d’interès tinguessin un valor de grandària efectiva de mostreig 

(effective sampling size, ESS) major de 200. Es va realitzar una rèplica de l’anàlisi i es va combinar 

amb l’anterior mitjançant el programa Logcombiner. Es va eliminar el 10% inicial de les mostres 

com burn-in i es va obtenir l’arbre resum de màxima credibilitat dels clades (maximum clade 

credibility tree) utilitzant la mediana de les altures dels nodes, mitjançant el programa 

TreeAnnotator. L’arbre va ser editat amb el programa Figtree v.1.4. 

M3.2 Mutacions recurrents i l’espectre de freqüències desdoblat  

Prèviament a les simulacions de coalescència, es va realitzar un estudi de l’espectre de 

freqüències desdoblat observat, obtingut per parsimònia mitjançant les dades de polimorfisme, 

concretament dels llocs segregants i utilitzant les seqüències de D. guanche per polaritzar les 

mutacions. Es va calcular per a cada regió l’espectre de freqüències desdoblat observat mitjançant 

el script SFS.pl disponible a la pàgina http://www.rilab.org/ i posteriorment es va fer un espectre 

conjunt per totes les regions a excepció de la regió p32096 que no es considera en l’anàlisi ja que 

la grandària mostral d’aquesta és només de 13 individus. Al tenir regions amb una grandària 

mostral de 18 a 21 individus, es va aplicar un plantejament probabilístic basat en una distribució 

hipergeomètrica per no eliminar aquelles línies en aquelles regions amb més de 18 individus, 

mitjançant un script cedit per Pablo Librado. Inferir l’espectre de freqüències per parsimònia pot 

donar errors si no es té en compte la possibilitat de les mutacions recurrents. Per això, 

posteriorment, es va realitzar una anàlisi d’aquest espectre de freqüències desdoblat observat, 

aplicant una correcció estadística per corregir la possible identificació errònia de les variants 

ancestrals. La correcció estadística que es va realitzar, mitjançant un script cedit per Sebastián 

Ramos-Onsins, és similar a la proposada a Hernandez et al. (2007). Amb l’espectre de freqüències 
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desdoblat corregit es va calcular el tant per cent de guany o pèrdua de mutacions, respecte 

l’espectre de freqüències desdoblat observat i d’aquesta manera es va poder avaluar quina era la 

proporció de mutacions presents a la població a elevada freqüència que havien estat identificades 

erròniament. Així, es va poder avaluar si el no considerar la possibilitat de possibles mutacions 

recurrents podia afectar els valors d’aquells estadístics simulats basats en la distribució de les 

freqüències de les mutacions, concretament de l’estadístic H normalitzat de Fay i Wu (Fay i Wu 

2000; Zeng et al. 2006) i per tant afectar les inferències demogràfiques quan en les anàlisis d’ABC 

s’utilitza aquest estadístic. Una identificació errònia de les variants ancestrals en l’estadístic H 

normalitzat de Fay i Wu que utilitza una espècie outgroup per polaritzar les mutacions, podria 

classificar incorrectament les mutacions a baixa freqüència com a mutacions a elevada freqüència 

(Baudry i Depaulis 2003) i donar valors esbiaixats d’aquest estadístic si alhora de realitzar 

simulacions de coalescència no es tenen en compte les mutacions recurrents. 

M3.3 Inferències demogràfiques (Approximate Bayesian Computation) 

Es va inferir la història evolutiva de l’espècie D. subobscura en la regió paleàrtica 

mitjançant una anàlisi d’Approximate Bayesian Computation (ABC; Tavaré et al. 1997; Pritchard et 

al. 1999; Beaumont et al. 2002). La metodologia emprada segueix la seqüència mostrada en la 

figura M3.1 i està en part basada en la metodologia proposada a Csilléry et al. (2012). 
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Figura M3.1. Diagrama de la metodologia emprada en les anàlisis d’ABC, dividida en 10 punts. 

Introducció al procés d’ABC  

Les anàlisis d’Approximate Bayesian Computation (ABC) tenen les seves arrels en 

l’estadística bayesiana. L’objectiu de l’ABC és el d’inferir la distribució posterior d’un paràmetre 

(�) condicionat a unes certes dades empíriques (D). Aquesta distribució posterior (p(��D)) pot ser 

obtinguda com el producte de la distribució a priori (�(�)) que representa el coneixement previ 

del paràmetre i la probabilitat d’observar uns valors particulars de les dades empíriques donats 

uns valors dels paràmetres, és a dir la versemblança (p(D��)).  

El desenvolupament de la teoria neutralista de l’evolució molecular (Kimura 1968; 1980) i 

de la teoria de la coalescència (Kingman 1982; Hudson 1990) han revolucionat les bases dels 

càlculs de probabilitat en els models genealògics en dos punts clau: l’ús d’un conjunt d’estadístics 

per resumir les dades empíriques (S(x)) i l’ús de simulacions de Monte Carlo, evitant la necessitat 

de calcular la funció de probabilitat. L’algoritme bàsic de l’ABC (Tavaré et al. 1997; Pritchard et al. 

8. Control de qualitat

Avaluar si els diferents models 
es poden distingir entre ells.

1. Dades observades

Extreure la informació de les 
seqüències nucleotídiques.

Recollir aquesta informació en un 
conjunt d’estadístics:
Estadístics observats.

3. Simulacions de coalescència

Resumir  les simulacions en un 
conjunt d'estadístics: 
Estadístics simulats.

5. Anàlisi  preliminar d’ABC

Retenir les simulacions de 
coalescència en les que els 
estadístics  simulats  s'assemblin 
més als estadístics observats.

6. Distribucions 
predictives posteriors 

Realitzar 10.000 noves simulacions 
de coalescència amb els paràmetres 
de les simulacions retingudes en 
l’anàlisi d’ABC anterior:
Estadístics simulats a posteriori.

4. Tria d’estadístics

Avaluar la relació dels estadístcs
amb els diferents paràmetres 
(correlacions de Pearson).

7. Tria de Models 

Estimar les probabilitats posteriors  
dels diferents models i seleccionar el 
model més probable.

2. Disseny de Models

Recopilar informació de la bibliografia 
pel disseny de distribucions a priori 
que definiran els paràmetres dels 
diferents models.

9. Inferència dels paràmetres 
del model més probable

Estimar la distribució posterior dels 
paràmetres d’interès. 
(Mètode de rebuig amb posterior 
correcció per regressió lineal).

10. Controls de qualitat

Avaluar si el  model més probable 
és capaç de reproduir les dades 
observades.
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1999; Beaumont et al. 2002; Marjoram et al. 2003) és: p(�� S(x)) = � (�)*p(S(x)��). La metodologia 

de l’ABC es podria, per tant, dividir en aquests 4 punts. 

1. Mostrejar el paràmetre � de la seva distribució a priori  �i  � � (�) 

2.  Simular dades (D) donats uns certs paràmetres (�)  Di  � p(D��)   

3.  Resumir les dades (Di) en un conjunt d’estadístics   S(x)  

4. Acceptar aquelles simulacions on els estadístics  �S(x)-S(y)�  < 	 

simulats s’assemblin més als observats S(y),  

en funció d’una distància euclidiana (	) 

Dades observades 

 Es recull la informació de la variabilitat nucleotídica de les seqüències de DNA, en la 

mitjana i la variància d’un conjunt d’estadístics resum que s’anomenen estadístics observats. 

 Disseny de models 

 Per tal de dissenyar els models a contrastar, es va recopilar informació de la bibliografia 

tant pel què fa a hipòtesis prèvies de la història evolutiva de D. subobscura (Rozas et al. 1991; 

Menozzi i Krimbas 1992; Pascual et al. 2007) com de factors ambientals que podrien haver afectat 

la seva demografia (Van Andel i Tzedakis 1996; Hewitt 2000, 2004). Es van plantejar quatre 

models tenint en compte que aquests sempre seran una simplificació de la història evolutiva real 

de l’espècie. Els models evolutius estan caracteritzats per una sèrie de paràmetres definits per les 

distribucions a priori que són les que engloben la informació prèvia disponible. El primer model 

(M1) és un model neutre estàndard que s’utilitza com a hipòtesi nul·la, en el qual l’espècie no ha 

patit canvis demogràfics al llarg de la seva història. Els altres tres models (M2, M3, M4) descriuen 

una sèrie de canvis demogràfics en determinats períodes de temps. Aquests models es van 

dissenyar sota la premissa que els canvis climàtics produïts durant l’Holocè i una part del Pleistocè 

(Hewitt 2004) podrien haver modelat la variabilitat nucleotídica observada actualment a l’espècie. 

El model M2 planteja una expansió poblacional, escenari evolutiu que ja havia estat proposat com 
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el més plausible en estudis que analitzen la variabilitat nucleotídica en una única regió nuclear en 

relació al polimorfisme per inversions cromosòmiques (Rozas i Aguadé 1990; Sánchez-Gracia et al. 

2011). El model M3 és un model de coll d’ampolla en el qual primer es produeix una reducció 

poblacional i posteriorment una expansió. De fet, Castro et al. (2010) proposen aquest model com 

el més plausible en relació al polimorfisme nucleotídic observat en l’estudi d’un fragment de 942 

parells de bases d’un gen mitocondrial. L’últim model proposat (M4) és un model de barreja de 

dues subpoblacions en el qual primer es produeix un coll d’ampolla associat a un fenomen de 

subdivisió poblacional i posteriorment es produeix la barreja de les dues subpoblacions i la seva 

expansió. Aquest model, que anomenarem abreujadament model de barreja, es va dissenyar 

considerant la possible existència de múltiples refugis glacials a Europa durant el Pleistocè i 

l’Holocè (Van Andel et al. 1996; Hewitt 2000). En el cas de D. subobscura, Menozzi i Krimbas 

(1992), a través de l’anàlisi de diferents ordenacions cromosòmiques, descriuen com l’existència 

de refugis glacials a Europa hauria pogut perfilar la història evolutiva de l’espècie. En la figura 

M3.2 hi ha una representació dels diferents models en estudi.  
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 Les diferents distribucions a priori que defineixen els paràmetres de cada model 

demogràfic, estan dissenyades en funció de la grandària efectiva actual de l’espècie (Ne). A partir 

de dades recopilades de la bibliografia, es va dissenyar una distribució a priori uniforme de la 

grandària efectiva de 1x106 (Pascual et al. 2007) a 1x107 individus (Comeron 1997). En la Taula 

M3.1 hi ha un resum dels diferents paràmetres que conformen els models evolutius en estudi i de 

les distribucions a priori que defineixen aquests paràmetres. 

Taula M3.1. Resum dels diferents paràmetres que conformen els models en l’estudi d’ABC. 

Símbol Definició Paràmetre Distribució a priori Model 

��� Paràmetre de mutació 4Ne� U 0,01 – 0,1 
M1, M2, M3, 

M4 

R Paràmetre de 
recombinació 4Ner* U 0,001 – 0,4 

M1, M2, M3, 
M4 

N1a Grandària ancestral N1a/Ne U 0,001 – 0,1 M2 

N1b 
Grandària ancestral 
prèvia al coll 
d'ampolla 

N1b/Ne U 0,1 – 2,0 M3, M4 

N2a  Reducció durant el 
coll d'ampolla N2a/Ne U 0,001 – 0,1 M3 

N3b Reducció durant la 
subdivisió poblacional N3b/Ne U 0,001 – 0,1 M4 

N2b Subpoblació  N2b/N3b U 0,01 – 0,5 M4 

T1a 
Temps d'inici de 
l'expansió (1.500 - 
190.000 anys) 

T1a/4Ne � exp(-) 0,0001 – 0,2 M2 

T1b 

Temps d'inici de la 
recuperació del coll 
d’ampolla (1.500 - 
130.000 anys) 

T1b/4Ne � exp(-) 0,0001 – 0,16 M3, M4 

Dur 
Duració del coll 
d'ampolla (20.000 - 
60.000 anys) 

Dur/4Ne � exp(-) 0,002 – 0,07 M3, M4 

T2 Temps d'inici del coll 
d'ampolla T1b + Dur � exp(-) 0,002 – 0,2 M3, M4 

 
U: distribució a priori uniforme. exp(-): distribució a priori exponencial negativa. Els models plantejats són: M1, Model neutre 

estàndard. M2, Model d’expansió. M3, Model de coll d’ampolla. M4, Model de barreja. Tots els paràmetres estan dissenyats en funció 

de la grandària efectiva actual de l’espècie i considerant cinc generacions per any. 4Ner*: el paràmetre de recombinació en el cas de 

Drosophila, on no hi ha recombinació als mascles ve definit per l’expressió R =2Ner, essent r la recombinació a les femelles. La duració 

dels esdeveniments en aquells models que contemplen un coll d’ampolla (M3 i M4) reflecteix de forma aproximada la possible duració 

dels diferents períodes glacials i interglacials ocorreguts durant els últims 190.000 anys.  
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 Els paràmetres poblacionals comuns a tots els models són: el paràmetre poblacional de 

mutació (�), sent ��=4Ne� on � és la taxa de mutació per posició i per generació, i el paràmetre 

poblacional de recombinació (R), sent �en general R=4Ner on r correspon a la taxa de recombinació 

per posició i per generació (Taula M3.1). La taxa de mutació per posició i per generació de cada 

regió (�
�es va estimar a partir de la divergència nucleotídica K (Nei, 1987) entre D. subobscura i D. 

guanche i del temps de divergència entre les dues espècies inferit prèviament en aquest treball 

considerant, en el cas d’espècies del grup obscura de Drosophila, cinc generacions per any. El 

paràmetre poblacional de recombinació (R) per nucleòtid, va ser dissenyat mitjançant una 

distribució a priori uniforme amb un rang de valors ampli de manera que tingués en compte la 

possible variabilitat observada en les taxes de recombinació en espècies del grup obscura (Ortiz-

Barrientos et al. 2006) i en les dades disponibles de l’espècie D. subobscura (Pegueroles et al. 

2010). El paràmetre de recombinació es va incorporar a les simulacions de coalescència, però 

posteriorment no es va estimar la seva distribució posterior en el model més probable, ja que es 

va considerar com un paràmetre nuisance, és a dir un paràmetre que s’incorpora perquè els 

models siguin més reals però que no és d’interès de l’estudi (Lopes et al. 2010). 

 Els paràmetres demogràfics propis de cada model estan caracteritzats per fluctuacions en 

les grandàries poblacionals en determinats períodes de temps. Els canvis poblacionals (Nx) 

dissenyats són instantanis i venen definits per distribucions a priori uniformes, corresponent a la 

ràtio entre la grandària poblacional quan es produeix el canvi i la grandària efectiva actual.  

 Els diferents paràmetres dels temps de coalescència en els quals es produeixen els canvis 

poblacionals (Tx) s’expressen en unitats de 4Ne generacions considerant cinc generacions per any. 

La metodologia que es va dur a terme per dissenyar les distribucions a priori pels paràmetres de 

temps (Tx) segueix la següent seqüència. Primer es van dissenyar distribucions uniformes pels 

diferents temps en anys i es van passar a temps en generacions considerant cinc generacions per 

any (Tg). Posteriorment, es van condicionar aquestes distribucions uniformes a la variació en la 
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grandària efectiva de l’espècie que també segueix una distribució a priori uniforme, aplicant la 

fórmula Tx=Tg/4Ne (sent Tx el paràmetre de temps de coalescència expressat en 4Ne generacions, 

Tg el temps expressat en generacions i Ne la grandària efectiva de l’espècie). Aquesta metodologia 

condueix a que aquestes distribucions a priori s’aproximin a distribucions exponencials negatives. 

Els temps abracen un període que en anys va des de 1.500 a 190.000, període del qual es tenen 

bons registres paleoambientals tant Europeus (Van Andel i Tzedakis 1996) com Nord Africans 

(Castañeda et al. 2009). Per definir els temps es va seguir l’escala bàsica de les corbes de 

SPECMAN (Imbrie et al. 1984) (Figura M3.3), una estratigrafia global dels isòtops d’oxigen 

calibrats amb els canvis periòdics de la geometria orbital de la Terra, que possibilita unes 

aproximacions raonables de les oscil·lacions climàtiques globals definides per períodes càlids 

(interglacials) i freds (glacials). Aquests canvis climàtics ocorreguts durant una part del Pleistocè i 

l’Holocè es correspondrien en l’escala temporal als períodes humits i àrids ocorreguts al Nord 

d’Àfrica (Castañeda et al. 2009). Així doncs, ara fa aproximadament 190.000 anys, en el Pleistocè 

mitjà, Europa es troba immersa en un període glacial conegut com a glaciació de Riss, 

corresponent a l’estadi isotòpic 6 (OIS6). La glaciació de Riss finalitza ara fa aproximadament 

130.000 anys (inici del Pleistocè superior), començant el període interglacial Eemià, que coincideix 

amb la base de l’estadi isotòpic 5 (OIS5). Els estadis isotòpics 4, 3 i 2 (OIS4, OIS3 i OIS2) 

corresponen al període glacial Würmià, que correspon a la última glaciació del Pleistocè que 

s’inicia ara fa aproximadament 74.000 anys i finalitza al voltant d’ara fa 10.000 anys. Durant 

aquesta darrera glaciació, en l’estadi OIS4 es produeix el primer major avançament de gel (ara fa 

aproximadament 65.000 anys) i també una fase càlida (OIS3 ara fa aproximadament 39.000-

36.000 anys) que precedeix al màxim glacial d’aquest últim període glacial ara fa aproximadament 

20.000 anys (OIS2). Fa aproximadament 10.000 anys, finalitza aquesta última glaciació iniciant el 

període conegut com a Holocè (OIS1), que constitueix el darrer període interglacial i s’estén fins 

l'actualitat (Van Andel et al. 1996). 
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Figura M3.3. Cronostratigrafia global dels isòtops d’oxigen (SPECMAN) dels últims 200.000 anys a Europa (modificat d’Imbrie et al. 

1984). A l’eix de les Y s’indica els anys que es mostren en mil·lennis (Kyr); a les abscisses s’indica l’Oxigen bentònic normalitzat (	18O). 

Els nombres simbolitzen els límits en els  diferents períodes dels isòtops d’oxigen, mostrant en ombrejat els períodes càlids (Martison 

et al. 1987). 

 Simulacions de Monte Carlo 

 Per cada model evolutiu es van simular un milió de conjunts de dades condicionades als 

paràmetres que el defineixen (Di�p(D��)). Es van resumir aquestes dades simulades en la mitjana i 

la variància d’un conjunt d’estadístics: els estadístics simulats (S(x)). Les simulacions de 

coalescència es van realitzar amb el programa mlcoalsim2 (Ramos-Onsins et al. 2007) que permet 

realitzar simulacions de coalescència multilocus, en les quals la grandària mostral i el nombre de 

nucleòtids pot variar d’una regió a una altra d’acord amb la seva variació a les dades observades. 

mlcoalsim2 és una modificació del programa ms (Hudson 2002) que realitza simulacions de Monte 

Carlo les quals tenen els seus fonaments en la teoria de la coalescència (Kingman 1982; Hudson 

1990). Les simulacions de coalescència es van realitzar considerant la possibilitat de mutacions a 

la mateixa posició (multiple hits), calculada a través de la relació entre la taxa de transicions i 
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transversions. Es va utilitzar D. guanche com a espècie outgroup en les simulacions, incloent-hi el 

temps de divergència amb D. subobscura que es va estimar a partir de les anàlisis filogenètiques 

prèvies realitzades en aquest treball amb el programa BEAST v.1.6.2 (Drummond i Rambaut 

2007).  

Tria d’estadístics  

Per avaluar la informació que podien aportar els estadístics simulats sobre els diferents 

paràmetres que conformen els models, es va calcular la correlació entre cadascun del milió 

d’estadístics simulats d’un model i els valors dels paràmetres que el defineixen de cadascuna de 

les simulacions, mitjançant el coeficient de correlació de Pearson que mesura la relació lineal 

entre dues variables aleatòries quantitatives. Com més elevada sigui la correlació observada entre 

l’estadístic i el paràmetre, major serà la informació aportada per aquest estadístic (Clotault et al. 

2011). Una vegada es van haver finalitzat aquestes anàlisis, es va escollir el conjunt d’estadístics 

més adequat pel conjunt dels models plantejats. Aquests estadístics van ser utilitzats en les 

diferents anàlisis d’ABC. 

Distribucions predictives posteriors  

Abans de comparar els models entre ells, és important verificar que aquests models siguin 

capaços de proporcionar una bona aproximació de les dades observades, doncs si no fos així, les 

estimes de les probabilitats posteriors dels diferents models podrien estar esbiaixades (Gelman et 

al. 2003). La metodologia emprada va ser la següent. Primerament, i amb el conjunt d’estadístics 

escollit per la tria de models, es va realitzar per cada model una anàlisi d’ABC seguint el mètode 

de rebuig (Pritchard et al. 1999) amb posterior correcció basada en regressió lineal local 

(Beaumont et al. 2002). Per cadascun dels models en estudi es van estimar les distribucions 

posteriors dels diferents paràmetres que els defineixen, retenint del milió de simulacions totals 

les 10.000 simulacions en les quals el seu conjunt d’estadístics simulats fos més similar al conjunt 

d’estadístics observats. Posteriorment, per cada model plantejat es van realitzar 10.000 
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simulacions predictives posteriors utilitzant com a distribucions a priori el conjunt de paràmetres 

associats a les simulacions retingudes en l’anàlisi anterior. Es va resumir la informació continguda 

en les simulacions predictives posteriors en el mateix conjunt d’estadístics utilitzat en les anàlisis 

anteriors: estadístics simulats a posteriori. Finalment, es va avaluar si els estadístics simulats a 

posteriori eren capaços de reproduir les dades observades. Es va calcular la significació estadística 

mitjançant la comparació dels estadístics observats i els estadístics simulats a posteriori, utilitzant 

un 5% del tipus d’error I pels dos talls de la distribució, mitjançant l’script output_selector 

disponible a la pàgina web http://bioinformatics.cragenomica.es/numgenomics/people/sebas/ 

software/software.html. 

Tria de models 

Un dels punts clau dels mètodes basats en inferències bayesianes, és que aquests també 

poden ser aplicats a la tria de models, sent una metodologia en principi més senzilla que la 

utilitzada per la inferència dels paràmetres. El mecanisme directe de la tria de models va ser 

introduït per Weiss i Von Haessler (1998) i Pritchard et al. (1999). La idea bàsica de la tria de 

models seria la següent: agrupar totes les simulacions generades pels diferents models, retenir 

només aquelles simulacions on els estadístics simulats s’assemblin més als observats en funció 

d’una distància euclidiana (�S(x)-S(y)�<	) i aproximar la probabilitat posterior de cada model en 

funció de la fracció de simulacions retingudes de cadascun d’ells. Així doncs, donats una sèrie de 

models �1, �2, …… �� amb les seves probabilitats a priori �i �(�i) = 1, es pot calcular la probabilitat 

posterior p(�i � S(x)) de cadascun dels models i també la ràtio de probabilitats o el factor Bayesià 

entre dos models i i j com: 

p(�i � S(x))             p(�i)          p(S(x) � �i)   
 p(�j � S(x))         p(�j)          p(S(x) � �j)    
 

sent la part dreta de l’equació la ràtio entre les probabilitats marginals (per revisió, veure 

Beaumont 2010). Beaumont (2008) proposa el mètode logístic de regressió multinomial per 

estimar les probabilitats posteriors de forma directa. Una vegada es van haver obtingut les 
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probabilitats posteriors de cada model, es va avaluar el suport relatiu d’un model respecte a un 

altre mitjançant factors bayesians, és a dir calculant la ràtio de probabilitats entre dos models.  

El mètode logístic de regressió multinomial (Beaumont et al. 2008) es va aplicar 

mitjançant la funció postpr disponible en la biblioteca abc del paquet informàtic d’R (R 

Development Core Team 2011). El nombre de simulacions que es va utilitzar en la tria de models 

va ser d’un milió i el llindar de tolerància escollit va ser de 0,01, és a dir, del milió total de 

simulacions es van retenir les 10.000 simulacions en les quals el seu conjunt d’estadístics simulats 

fos més similar al conjunt d’estadístics observats. 

Control de qualitat en la tria de models 

Es va realitzar un control de qualitat per avaluar si els diferents models es podien distingir 

entre sí, a través d’una anàlisi de validació creuada (Hastie et al. 2009). S’escull una simulació a 

l’atzar d’un dels models proposats, anomenada simulació de validació i el conjunt d’estadístics 

associats a aquesta simulació són utilitzats com a conjunt d’estadístics pseudo-observats. Aquest 

conjunt d’estadístics pseudo-observats es compara amb el total dels estadístics simulats dels 

altres models i també amb la resta d’estadístics del model que en aquell moment genera el 

conjunt d’estadístics pseudo-observats. Aquest procés es repeteix 1000 vegades per cadascun dels 

models en estudi. S’esperaria que si la tria de models hagués estat correcta, aquesta anàlisi 

assignaria una major probabilitat al model que en aquell moment estigués generant els estadístics 

pseudo-observats. Aquesta anàlisi proporciona una matriu de confusió (Hastie et al. 2009) on a 

cada fila de la matriu es veu representat el nombre de simulacions assignades al model correcte i 

el nombre de simulacions assignades incorrectament. Les anàlisis de validacions creuades es van 

realitzar mitjançant la funció cv4postpr disponible en la biblioteca abc del paquet informàtic d’R 

(R Development Core Team 2011).  
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Inferència dels paràmetres del model més probable  

Per estimar les distribucions posteriors dels diferents paràmetres [p(��S(x))=�(�) p(S(x)��)], 

es va seguir el mètode de rebuig (Tavaré et al. 1997) amb correcció basada en regressió lineal 

local (Beaumont et al. 2002), transformant els paràmetres a escala logarítmica i amb correcció per 

heteroscedasticitat. El nombre de simulacions que es va utilitzar va ser d’un milió i el llindar de 

tolerància escollit (�S(x)-S(y)�<	) va ser de 0,001. Es va utilitzar la funció abc, disponible en la 

biblioteca abc d’R (R Development Core Team 2011), mitjançant el mètode loclinear.  

Control de qualitat en la inferència dels paràmetres: espectre de freqüències desdoblat 

simulat a posteriori 

Per avaluar si el model més probable era capaç de reproduir les dades observades, es va 

comparar l’espectre de freqüències desdoblat observat amb un espectre de freqüències simulat a 

posteriori. Per dissenyar l’espectre de freqüències simulat a posteriori, es van realitzar 10.000 

noves simulacions a posteriori amb el programa mlcoalsim 2 (Ramos-Onsins et al. 2007) utilitzant 

com a distribucions a priori el conjunt de paràmetres associats a les simulacions retingudes de 

l’anàlisi anterior, considerant que totes les regions en estudi tenien una grandària mostral de 18 

individus (veure apartat M3.2). 

M3.4 Estima de l’edat de la inversió J1 mitjançant una anàlisi d’ABC 

Per tal d’estimar l’edat de la inversió J1, es proposa un model senzill que té en compte 

l’origen únic d’una inversió i la rapidesa amb que la nova ordenació assoleix la freqüència 

d’equilibri, així com l’efecte reductor de la recombinació que tenen les inversions 

cromosòmiques. Es va fer una anàlisi d’Aproximate Bayesian Computation (ABC), utilitzant el 

concatenat de les regions p222 i p127 (per un total de 2,2 kb, excloent les posicions amb gaps), 

sent aquestes regions les més properes als punts de trencament i les úniques que no presenten 

tractes d’intercanvi genètic entre ordenacions (veure els Resultats R4). Les simulacions de 

coalescència es van realitzar amb el programa msABC (Pavlidis et al. 2010), considerant absència 
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de recombinació ja que en les regions considerades aquesta es veu fortament reduïda en els 

individus heterocariotípics. Es va realitzar un milió de simulacions pel model demogràfic proposat 

en aquest treball (figura M3.4). Els estadístics emprats en l’anàlisi van ser la diversitat nucleotídica 

per locus (�, Tajima 1983), l’estadístic D de Tajima (1989), l’estadístic ZnS (Kelly 1997) i l’estadístic 

FST (Hudson et al. 1992). Aquesta anàlisi es va realitzar mitjançant la biblioteca abc d’R (R 

Development Core Team 2011), aplicant l’algoritme de rebuig amb posterior correcció per 

regressió lineal (Beaumont et al. 2002) amb un llindar de tolerància de 0,001.  

 

Figura M3.4. Representació esquemàtica del model dissenyat per estimar l’edat de la inversió J1. N6, grandària efectiva actual de la 

subpoblació amb l’ordenació J1; N7, grandària efectiva actual de la subpoblació amb l’ordenació Jst. Nx, ràtio entre la grandària efectiva 

quan es produeix el canvi i la grandària efectiva actual de l’ordenació Jst. Tx, temps expressat  en 4Ne generacions en el qual es produeix 

el canvi poblacional (els subíndexs x representen els diferents temps en els quals es produeixen els canvis poblacionals). Els diferents 

paràmetres estan calculats en funció de la grandària efectiva actual de l’ordenació Jst (N7) i considerant cinc generacions per any. 

 Es va dissenyar un model demogràfic en el que en un temps T3 s’origina la inversió J1 en un 

únic cromosoma, incrementant l’ordenació J1 ràpidament de freqüència comportant-se, per tant,  

com un procés d’escombrada selectiva parcial (Maynard-Smith i Haigh 1974) i dividint a la 

població en dues subpoblacions (J1 i Jst) com a resultat de la manca d’intercanvi genètic entre elles 

en les regions properes als punts de trencament. La distribució a priori que defineix el paràmetre 

T3 avarca un rang de 600.000 a 200.000 anys. El llindar superior de la distribució a priori d’aquest 

paràmetre es va dissenyar en funció de l’estima del temps de divergència entre D. subobscura i D. 
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madeirensis inferida per Ramos-Onsins et al. (1998) de 600.000 anys. Les espècies D. guanche i D. 

madeirensis estretament relacionades amb D. subobscura presenten pel segment invertit 

l’ordenació estàndard (Jst), la qual cosa fa pressuposar que la formació de la inversió J1 hauria de 

ser posterior a la divergència entre D. subobscura i D. madeirensis. El límit inferior d’aquesta 

distribució es va calcular seguint la metodologia proposada a Rozas et al. (1999).  

Considerant que la inversió J1 proporciona una avantatge selectiva als individus portadors, 

la subpoblació J1 (N2) incrementa ràpidament de freqüència de forma exponencial, fins a la seva 

freqüència d’equilibri (Hartl i Clark 2007). L’expansió de l’ordenació o subpoblació J1 comporta la 

reducció exponencial complementària de l’ordenació Jst. Basant-nos en les dades publicades a 

Krimbas (1993) en relació a les freqüències observades de les dues ordenacions (J1 i Jst) en l’àrea 

de mostreig, es va dissenyar una distribució a priori uniforme en què la freqüència de l’ordenació 

o subpoblació Jst varia de 0,3 a 0,4 sent complementària a la de l’ordenació o subpoblació J1. Com 

a últim esdeveniment, s’incorpora una expansió poblacional inferida de les anàlisis d’ABC 

realitzades prèviament en aquest treball a partir de les 16 regions del cromosoma J no afectades 

per inversions (veure Resultats R5). Com a distribucions a priori pels paràmetres T1, N6 i N7, es va 

utilitzar una aproximació del rang inferit dels paràmetres que descriuen el model d’expansió 

estimat com el més probable (M2). 

En la Taula M3.2 hi ha un resum dels diferents paràmetres del model dissenyat que 

considera l’origen i manteniment d’una inversió i de les distribucions a priori que defineixen 

aquests paràmetres. Una vegada estimada la distribució posterior del paràmetre d’interès T3, es 

va realitzar com a control de qualitat d’aquesta estima una anàlisi de validacions predictives 

posteriors seguint la mateixa metodologia utilitzada en les inferències del model demogràfic més 

probable per l’espècie D. subobscura.  
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Taula M3.2. Resum dels diferents paràmetres del model que considera l’origen i manteniment d’una inversió. 

 

Símbol Definició Paràmetre Distribució a priori 

��� Paràmetre de mutació � =4N7 � * nsites 
p222:  24,0 – 37,2 

p127:  31,7 – 49,1 

Ne Grandària efectiva actual Ne U 8,0x106 – 9,6x106 

freq Freqüència actual de les 
ordenacions  

freq Jst Jst: U 0,31 – 0,4 
freq J1 J1: U (1- freq Jst) 

N7 Grandària efectiva actual 
de l'ordenació Jst  

Ne* freq Jst 2,4x106 – 3,8x106 

N6 Grandària efectiva actual 
de l'ordenació J1 (Ne* freq J1 )/ N7 1,5 – 2,2 

N1 Grandària ancestral   (Ne* 0.08) /N7  0,2 – 0,26 

N5 Manteniment de 
l'ordenació Jst 

(N1* freq Jst)/ N7 0,08 

N4 Manteniment de 
l'ordenació J1 (N1* freq J1)/ N7  0,12 – 0,18 

�2 
Formació i expansió de 
l'inversió J1  

N2 = N7 * exp -�T2 
48,9 – 23,1 

N2= 1/N7 

�3 
Reducció de l'ordenació Jst 

proporcional a l'expansió J1 (N1* freq Jst) = N7 * exp  �T2 -38,6 – -8,4 

T3 
Temps de formació de la  
inversió J1                     
(200.000 - 600.000 anys) 

T3/4N7 0,06535 – 0,300 

Dur 
Duració de l'expansió de 
l'ordenació J1 (5-200 
generacions) 

Dur/4N7 7,9x10-6 – 6,2 x10-6 

T2 

Temps d'arribada a la 
freqüència d'equilibri de 
les ordenacions (199.800 - 
599.995 anys) 

T3 - Dur 0,06 – 0,30 

T1 Temps d'inici de l'expansió 
(100.000 - 120.000 anys) T1/4N7 0,039 – 0,060 

 
U: distribució uniforme. En ombrejat es mostren les distribucions a priori que s'han utilitzat per dissenyar el model però que no 

s'inclouen com a paràmetre en les simulacions. Els temps s'expressen en unitats de 4N7 generacions, sent N7 la grandària efectiva de la 

subpoblació Jst i considerant cinc generacions per any. La taxa de mutació per posició i per generació (�) es considera de 2,51x10-9 

(veure resultats, Taula R5.2). El paràmetre de mutació està dissenyat tenint en compte la longitud de la regió en estudi (nsites). Ne, 

grandària efectiva de D. subobscura estimada en aquest treball (veure Resultats, Taula R5.8). 
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M3.5 Detecció d’una regió candidata de ser diana de la selecció 

 La disponibilitat del model demogràfic més probable, va permetre obtenir prediccions 

sobre els nivells i patrons de variabilitat en absència de selecció i, per tant, va ser possible 

detectar una regió la variabilitat de la qual no pot ser explicada únicament mitjançant la història 

demogràfica de la espècie. La significació estadística es va obtenir a partir de la distribució 

obtinguda mitjançant simulacions de coalescència (10.000 rèpliques), utilitzant com a 

distribucions a priori les simulacions retingudes en el model més probable. Les simulacions de 

coalescència es van realitzar amb el programa mlcoalsim2 (Ramos-Onsins et al. 2007), considerant 

la possibilitat de mutacions recurrents (multiple hits) i utilitzant D. guanche com a espècie 

outgroup. 
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MS4. MATERIAL SUPLEMENTARI  

MS4.1 Encebadors d’amplificació i seqüenciació 

Taula MS4.1.a. Encebadors d’amplificació i de seqüenciació en l’espècie D. subobscura i D. guanche corresponents a les 24 regions 

en estudi.  

 

Amplificació

Regió genòmica espècie Forward/Reverse Forward Reverse

p18 D. subobscura p18AI  5' GACACACGAGGAAACACATC 3' p18AI 5' GACACACGAGGAAACACATC 3' p18AII 5' TGGGTACGGTAACTGGACAC 3' 
p18AII 5' TGGGTACGGTAACTGGACAC 3' p18s1 5' GCGAAACAGAGGGACTT 3' p18s4a 5' CACTGGCTTTAGCGATCC 3' 

p18s2 5' GTCTATTGGGGGCTTGAG  3' p18s4b 5' TGGAAGGGCAGACAATAG 3' 
p18s3a 5' CCCCGAAAAGTGGAATAC 3' p18s5 5' TCATCACCAGGAGCATTC 3' 
p18s3b 5' CCCCTTTGTTGCCCATAA 3' p18s6a 5'  TCCACAGTTTCCGCAGAT  3' 

p18s6b 5' GCCCCTAAGCACTGTCTA 3' 

D. guanche p18AI  5' GACACACGAGGAAACACATC 3' p18AI  5' GACACACGAGGAAACACATC 3' p18AII 5' TGGGTACGGTAACTGGACAC 3'
p18AII 5' TGGGTACGGTAACTGGACAC 3' p18s1 5' GCGAAACAGAGGGACTT 3' p18s4a 5' CACTGGCTTTAGCGATCC 3' 

p18s2 5' GTCTATTGGGGGCTTGAG  3' p18g1 5' CCGCTATTACTCGTACTG 3' 
p18s3a 5' CCCCGAAAAGTGGAATAC 3' p18g2 5' CGTTTTATTGCTCCTGAC 3' 

p39 D. subobscura p39AI  5' GGTTCTTGTGGTCACTTATG 3' p39AI 5' GGTTCTTGTGGTCACTTATG 3' p39AII 5' CGAGCAATTACAGCAAACAG 3' 
p39AII 5' CGAGCAATTACAGCAAACAG 3' p39s1 5' CACTTCCCGATGCTTTTC 3' p39s4 5' GGCAAGTTGAATCGTTAA 3' 

p39s2 5' CGTCGGATAGAGGGATAG 3' p39s5 5' GCATGTCAAGCGGTTCAC 3' 
p39s3 5' AGTTGTTCCGATGGTTGA 3' p39s6 5' CTGGTCAGGGATCGTGTC 3'

D. guanche p39AI  5' GGTTCTTGTGGTCACTTATG 3' p39AI  5' GGTTCTTGTGGTCACTTATG 3' p39AII 5' CGAGCAATTACAGCAAACAG 3'
p39AII 5' CGAGCAATTACAGCAAACAG 3' p39s1 5' CACTTCCCGATGCTTTTC 3' p39s4 5' GGCAAGTTGAATCGTTAA 3' 

p39s2 5' CGTCGGATAGAGGGATAG 3' p39s5 5' GCATGTCAAGCGGTTCAC 3' 
p39s3 5' AGTTGTTCCGATGGTTGA 3' p39s6 5' CTGGTCAGGGATCGTGTC 3'

p108 D. subobscura p108AI 5' TCTTGGGCTATTTGGGTACA 3' p108AI 5' TCTTGGGCTATTTGGGTACA 3' p108AII 5' AATCGCTGGAGAACAAATGG 3'
p108AII 5' AATCGCTGGAGAACAAATGG 3' p108s1 5' AGGCACACGACGACAATG 3' p108s4a 5' GTACTCCCTATCCGACTC 3' 

p108s2 5' ACCTCGTTCGTTCACACT 3' p108s4b 5' AGCCCGTACTGAAACATC 3'
p108s3 5' GCTCACAATCCGCTACTG 3' p108s5a 5' ATGATACGATACGATACG 3'

p108s5b 5' ACAGATGGACATGGCTAT 3'

D. guanche p108AI 5' TCTTGGGCTATTTGGGTACA 3' p108AI 5' TCTTGGGCTATTTGGGTACA 3' p108AII 5' AATCGCTGGAGAACAAATGG 3'
p108AII 5' AATCGCTGGAGAACAAATGG 3' p108s1 5' AGGCACACGACGACAATG 3' p108s4a 5' GTACTCCCTATCCGACTC 3' 

p108s2 5' ACCTCGTTCGTTCACACT 3' p108s4b 5' AGCCCGTACTGAAACATC 3'
p108s3 5' GCTCACAATCCGCTACTG 3' p108s5a 5' ATGATACGATACGATACG 3'

p108s5b 5' ACAGATGGACATGGCTAT 3'

p127 D. subobscura p127AI 5' GGACTAATCTCACCCAACAC 3' p127AI 5' GGACTAATCTCACCCAACAC 3' p127AII 5' CATCTCCGCAGGTCAACAAC 3' 
p127AII 5' CATCTCCGCAGGTCAACAAC 3' p127s1 5' AGGTTTGGTTGGGGTTTG 3' p127s2 5' AGTGGATCTATTCGTGTG 3' 

D. guanche p127AI 5' GGACTAATCTCACCCAACAC 3' p127AI 5' GGACTAATCTCACCCAACAC 3' p127AII 5' CATCTCCGCAGGTCAACAAC 3' 
p127AII 5' CATCTCCGCAGGTCAACAAC 3' p127s1 5' AGGTTTGGTTGGGGTTTG 3' p127s2 5' AGTGGATCTATTCGTGTG 3' 

p137 D. subobscura p137AI 5' TGACTTTTTGGCTCCGACTC 3' p137AI 5' TGACTTTTTGGCTCCGACTC 3' p137AII 5' CGGTGGTTTTCGTGGGTCAT 3' 
p137AII 5' CGGTGGTTTTCGTGGGTCAT 3' p137s1 5' GGGAATCGCTGGAATAT 3' p137s5a 5' CGCCTAACTAAAGCATTG 3'

p137s2 5' CGGTGAGAGGAAGGTAAG 3' p137s5b 5' AACCCTTCCCAGCAATAG 3'
(pensar que ni ha dos altres alternatius) p137s3 5' TGGGATGGCGATTATACG 3' p137s6 5' GTTGAGGTTATGGCTGT 3'

p137s4a 5' ATTGCTGGGAAGGGTTTG 3'  p137s7 5' CACGCTTGAGAACTGATT 3' 
p137s4b 5' GAAAGACGGACTGGAGAG 3' p137s8 5' TGGGATGGCGATTATACG 3' 

D. guanche p137AI 5' TGACTTTTTGGCTCCGACTC 3' p137AI 5' TGACTTTTTGGCTCCGACTC 3' p137AII 5' CGGTGGTTTTCGTGGGTCAT 3' 
p137AII 5' CGGTGGTTTTCGTGGGTCAT 3' p137s1 5' GGGAATCGCTGGAATAT 3' p137s5a 5' CGCCTAACTAAAGCATTG 3'

p137s2 5' CGGTGAGAGGAAGGTAAG 3' p137s6 5' GTTGAGGTTATGGCTGT 3'
p137s3 5' TGGGATGGCGATTATACG 3' p137s7 5' CACGCTTGAGAACTGATT 3' 
p137s4b 5' GAAAGACGGACTGGAGAG 3' p137s8 5' TGGGATGGCGATTATACG 3' 

p148 D. subobscura p148AI 5' CCCCTTGGCTCTTTCTACTG 3' p148AI 5' CCCCTTGGCTCTTTCTACTG 3'   p148AII 5' CGTTTGTGTGCTGCTTATGC 3' 
p148AII 5' CGTTTGTGTGCTGCTTATGC 3' p148s1 5' ATGGTGTGGGTCGTATAG 3' p148s5a 5' ACACAGAGCACACATAGC 3'

p148s2a 5' ATGAAAGAGAGCGTAAAG 3 p148s5b 5' TAGATAGAGAGGGTCAAG 3'
p148s2b 5' ACTTCTCCGTTTGTTAGC 3' p148s6a 5' ATGGAGGTCGGTCTGAAG 3'
p148s2c 5' CGTAAAGTAATGGAAGTC 3' p148s6b 5' TTCTGTTAAATGCCATGA 3'
p148s3 5' CGATAACAAGACAAGACC 3'  p148s6c 5' CCTGTTGGATTTGCGTAA 3'
p148s4a 5' CCATAACTAACGCCACTC 3' p148s7a 5' AAGAGTATTGTGGGAGTC 3'
p148s4b 5' TCATAACTAACGCCACTC 3' p148s7b 5' TGTGTACGATTTATTCA 3' 
p148s4c 5' CCCTACTATTCGCATTAC 3' p148s8 5' AGCAACCCTAACCCTAAG 3'

D. guanche p148AI 5' CCCCTTGGCTCTTTCTACTG 3' p148AI 5' CCCCTTGGCTCTTTCTACTG 3'   p148AII 5' CGTTTGTGTGCTGCTTATGC 3' 
p148AII 5' CGTTTGTGTGCTGCTTATGC 3' p148s1 5' ATGGTGTGGGTCGTATAG 3' p148g1 5' ACTTACTGAATGGTTGTC 3' 

p148s2b 5' ACTTCTCCGTTTGTTAGC 3' p148s6b 5' TTCTGTTAAATGCCATGA 3'
p148s3 5' CGATAACAAGACAAGACC 3' p148s7b 5' TGTGTACGATTTATTCA 3' 
p148s4a 5' CCATAACTAACGCCACTC 3' p148s8 5' AGCAACCCTAACCCTAAG 3'
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Taula MS4.1.b. Encebadors d’amplificació i de seqüenciació en l’espècie D. subobscura i D. guanche corresponents a les 24 regions 

en estudi.  

 

 

 

 

 

Amplificació

Regió genòmica espècie Forward/Reverse Forward Reverse

p169 D. subobscura p169AI 5' ACTCATCACGGGCAGCACTC 3' p169AI 5' ACTCATCACGGGCAGCACTC 3' p169AII 5' GGAACGAGCAGGACCAACAA 3'
p169AII 5' GGAACGAGCAGGACCAACAA 3'

D. guanche p169AI 5' ACTCATCACGGGCAGCACTC 3' p169AI 5' ACTCATCACGGGCAGCACTC 3' p169AII 5' GGAACGAGCAGGACCAACAA 3'
p169AII 5' GGAACGAGCAGGACCAACAA 3'

p174 D. subobscura p174AI 5' TGTGTGGCAAGTGCGATATG 3' p174AI 5' TGTGTGGCAAGTGCGATATG 3' p174AI 5' TGTGTGGCAAGTGCGATATG 3'
p174AI 5' TGTGTGGCAAGTGCGATATG 3' p174s1 5' CGGACAACAACAGGCTAC 3' p174s4 5' CTACCGCTGCATTTATTG 3' 

p174s2a 5' GGAAGGGGCTGCGTAACA 3' p174s5 5' GCGATGGACGAGAGTAGC 3'
p174s2b 5' AAGTCAGCGGAAACATTG 3' p174s6 5' TTGTGGTTTTGCGAATGT 3' 
p174s3 5' ACCTCAGCCAAGTTAATG 3' 

D. guanche p174GI 5' CAACAGCAGCCCCAGAACAG 3' p174GI 5' CAACAGCAGCCCCAGAACAG 3' p174GII 5' GCGTGAAGCCGTTGACATTG 3' 
p174GII 5' GCGTGAAGCCGTTGACATTG 3' p174s1 5' CGGACAACAACAGGCTAC 3' p174s4 5' CTACCGCTGCATTTATTG 3' 

p174s2a 5' GGAAGGGGCTGCGTAACA 3' p174s5 5' GCGATGGACGAGAGTAGC 3'

p175 D. subobscura p175AI 5' CACCACACAGCCAGAATGAG 3' p175AI 5' CACCACACAGCCAGAATGAG 3' p175AI 5' CACCACACAGCCAGAATGAG 3' 
p175AI 5' CACCACACAGCCAGAATGAG 3' p175s1 5' GCAGCGTATAGAGCAGAC 3' p175s3 5' ATCGGGATGGCAGTTTAG 3'

p175s2a 5' ATCTGCGTTCCTTTCATG 3' p175s4 5' GACTGCGTTGTTCTGTTG 3' 
p175s2b 5' CATATTGTTCGCATCTCA 3'

D. guanche p175AI 5' CACCACACAGCCAGAATGAG 3' p175AI 5' CACCACACAGCCAGAATGAG 3' p175AI 5' CACCACACAGCCAGAATGAG 3' 
p175AI 5' CACCACACAGCCAGAATGAG 3' p175s1 5' GCAGCGTATAGAGCAGAC 3' p175g2 5' TTCAGTATGCCCGTAGTG 3' 

p175g1 5' CATATTGTTCGCATCTCA 3' p175s4 5' GACTGCGTTGTTCTGTTG 3' 
p175g3 5' ATTCGCTCTGTTGACATC 3' 

p187 D. subobscura p187AI 5' GAGCAACAACCAGATCATAG 3' p187AI 5' GAGCAACAACCAGATCATAG 3' p187AII 5' CAGGGAGAGTGTTCGTAAAT 3'  
p187AII 5' CAGGGAGAGTGTTCGTAAAT 3'  p187s1a 5' GGCTAGGCGATAAGTGAG 3' p187s4 5' TTGTGTTTCCGTGTATCG 3' 

p187s1b 5' GTAAGCCCAAAATTATAG 3' p187s5a 5' AAACGCACTACCACACAG 3'
p187s1c 5' GCGTCATCTATGCGTTCT 3' p187s5b 5' GCAGAACGCATAGATGAC 3'
p187s2 5' TTGTGTTTCCGTGTATCG 3' p187s6 5' GAATGTCAGCACTTGTCT 3'
p187s3 5' CGAGGCGGGATAAACAGA 3' 

D. guanche p187AI 5' GAGCAACAACCAGATCATAG 3' p187g1 5' AGACAAGTGCTGACATTC 3' p187s4 5' TTGTGTTTCCGTGTATCG 3' 
p187AII 5' CAGGGAGAGTGTTCGTAAAT 3'  p187g2 5' TTAGTTACACAGCCTTAG 3' p187s5a 5' AAACGCACTACCACACAG 3'

p187g3 5' TGGTAGTGCGTTTCATAG 3' p187s5b 5' GCAGAACGCATAGATGAC 3'
p187s6 5' GAATGTCAGCACTTGTCT 3'

p196 D. subobscura p196AI 5' CGCTGCTCGTCAACAAATAG 3' p196AI 5' CGCTGCTCGTCAACAAATAG 3' p196AII 5' GCATTCAAAACGCACTCAGC 3'  
p196AII 5' GCATTCAAAACGCACTCAGC 3'  p196s1a 5' GGGGATTAGTGCTGAAAC 3' p196s4a 5' TTTCGGACTTGACCTTGC 3' 

p196s1b 5' CAGTTCAACAGCCTCAAG 3' p196s4b 5' TCATCCACCTAACCAATC 3'
p196s2a 5' TCTCCACTCTTTTCTATC 3' p196s4d 5' ACAATGCTGGGGGAACTG 3'
p196s2b 5' ACAGACTCTCGCCTAACT 3' p196s5a 5' CGTTCACTTCCTCCTTTG 3'
p196s2c 5' ACAGAGACAGTCCGATTC 3 p196s5b 5' AGGTCACTCCACATTCTC 3'
p196s2d 5' CACTGATTCTTGGTTAGC 3' p196s6 GCTAACCAAGAATCAGTG 
p196s3a 5' ACTTCCTGTCAGCACTTC 3'
p196s3b 5' CGCTAACCCAAAACAAGT 3'

p203 D. subobscura p203AI 5' TAGGCTTGCGACAGGAACAT 3' p203s1a 5' AAGGGAAACGCATACTAC 3' p203AII 5' GTGTCCTGCTGCGATTTCTC 3'
p203AII 5' GTGTCCTGCTGCGATTTCTC 3' p203s1b 5' CTGCGAGAGCGAAACATG 3' p203s5a 5' TATACGGTCACCCTGTTC 3'

p203s2 5' GATGATGTTCCCGACTAG 3' p203s5b 5' CCCACAACCTAATGAGTC 3'
p203s3a 5' GCGACGATTCTGTTCTCA 3' p203s6 5' AGAGCACAGCAGCGTAGA 3'
 p203s3b 5' TTGCGTCTGCCTTTGTTG 3' p203s7a 5' CTGCCTTTGTTGGACTTG 3'
p203s4 5' ACACATAAACCACAACAC 3' p203s7b 5' CAAATGTCTGGGTAGTTC 3'

D. guanche p203AI 5' TAGGCTTGCGACAGGAACAT 3' p203s1a 5' AAGGGAAACGCATACTAC 3' p203AII 5' GTGTCCTGCTGCGATTTCTC 3'
p203AII 5' GTGTCCTGCTGCGATTTCTC 3' p203g1 5' TGATTTGAGCCCAGATAT 3' p203s5a 5' TATACGGTCACCCTGTTC 3'

p203s3a 5' GCGACGATTCTGTTCTCA 3' p203g2 5' GGAGACATTTCGGCATTC 3' 
p203s4 5' ACACATAAACCACAACAC 3' p203s7b 5' CAAATGTCTGGGTAGTTC 3'

p204 D. subobscura p204AI 5' TGCGGCAACGATGTGAAGAG 3' p204AI 5' TGCGGCAACGATGTGAAGAG 3' p204AI 5' TGCGGCAACGATGTGAAGAG 3'
p204AI 5' TGCGGCAACGATGTGAAGAG 3' p204s1a 5' TCCCACCTGCTGATTCTC 3' p204s3 5' ACACATCCTGCCTATTAG 3' 

p204s1b 5' TGCCGGATTTTACAACAC 3' p204s4 5' TTCTTAGCAGGCGATGTC 3'
p204s2a 5' ATGCTATGTGGGCTCAAC 3'
p204s2b 5' CAAACGCTGTGAACTGTG 3'

D. guanche p204AI 5' TGCGGCAACGATGTGAAGAG 3' p204AI 5' TGCGGCAACGATGTGAAGAG 3' p204AI 5' TGCGGCAACGATGTGAAGAG 3'
p204AI 5' TGCGGCAACGATGTGAAGAG 3' p204s1a 5' TCCCACCTGCTGATTCTC 3' p204s3 5' ACACATCCTGCCTATTAG 3' 

p204s2a 5' ATGCTATGTGGGCTCAAC 3' p204s4 5' TTCTTAGCAGGCGATGTC 3'
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Taula MS4.1.c. Encebadors d’amplificació i de seqüenciació en l’espècie D. subobscura i D. guanche corresponents a les 24 regions 

en estudi.  

 

 

Amplificació

Regió genòmica espècie Forward/Reverse Forward Reverse

p215 D. subobscura p215AI 5' AACAGAGTCAGAGTCCAAGT 3' p215AI 5' AACAGAGTCAGAGTCCAAGT 3' p215AII 5' GGGAAAGAGAGGCATATAGG 3' 
p215AII 5' GGGAAAGAGAGGCATATAGG 3' p215s1a 5' TGAGAATGAGGGACACAC 3' p215s4 5' CTGTGTCTGCTGTTGTTC 3' 

p215s1b 5'  TCCCGCTCAACTCCACTC 3' p215s5a 5' TTCCTTCCTCCACTTCAC 3'
p215s1c 5' GACTAGCAGGATGACAAC 3' p215s5b 5' AAGTAAACCAGACCAGAG 3'
 p215s1d 5' TCCCGCTCAACTCCACTC 3' p215s6 5' GAAGTTTAGACGCCACAG 3'
p215s2 5' TTGAACTTGTCTGCTCTC 3' p215s7a 5' CGTGTGTCCCTCATTCTC 3'
p215s3a 5' TGAGGATAATGCTACAAG 3' p215s7b 5' ATGTCTGTGCTGTTATAG 3'
p215s3b 5' CCTCTGGTCTGGTTTACT 3'
p215s3c 5' TAAGGCTCACGAAATCAC 3'

D. guanche p215AI 5' AACAGAGTCAGAGTCCAAGT 3' p215AI 5' AACAGAGTCAGAGTCCAAGT 3' p215AII 5' GGGAAAGAGAGGCATATAGG 3' 
p215AII 5' GGGAAAGAGAGGCATATAGG 3' p215s1a 5' TGAGAATGAGGGACACAC 3' p215s4 5' CTGTGTCTGCTGTTGTTC 3' 

p215s2 5' TTGAACTTGTCTGCTCTC 3' p215s5a 5' TTCCTTCCTCCACTTCAC 3'
p215s3a 5' TGAGGATAATGCTACAAG 3' p215s6 5' GAAGTTTAGACGCCACAG 3'

p215s7a 5' CGTGTGTCCCTCATTCTC 3'

p220 D. subobscura p220AI 5' GACTGGCTGGACACGGACAT 3' p220AI 5' GACTGGCTGGACACGGACAT 3' p220AII 5' ATGGATTTTCAGAGGCAACC 3'  
p220AII 5' ATGGATTTTCAGAGGCAACC 3'  p220s1 5' ACTTTCTGCCCCATAATC 3' p220s2 5' TAAGCGGCAATCGTAGAG 3' 

D. guanche p220AI 5' GACTGGCTGGACACGGACAT 3' p220AI 5' GACTGGCTGGACACGGACAT 3' p220AII 5' ATGGATTTTCAGAGGCAACC 3'  
p220AII 5' ATGGATTTTCAGAGGCAACC 3'  p220s1 5' ACTTTCTGCCCCATAATC 3' p220s2 5' TAAGCGGCAATCGTAGAG 3' 

p221 D. subobscura p221AI 5' AACAGTTCAGGGTGGTAAGG 3'  p221AI 5' AACAGTTCAGGGTGGTAAGG 3'   p221AII 5' CTCTGTCTCTCGTTGTGTCC 3'
p221AII 5' CTCTGTCTCTCGTTGTGTCC 3' p221s1 5' AGGGGAGGGGTCATAAAC 3' p221s4 5' ACACTTGGCACGCACATC 3' 

p221s2 5' AACTATGGCTCGGCACAG 3' p221s5a 5' CGCTTCCTTCCATTTACC 3' 
p221s3 5' CACGACAAAAGCGAAAAG 3' p221s5b 5' GGATGGTAGGAGCAAGAG 3'

p221s6 5' CGTAAGAGGGAGACAACT 3'

D. guanche p221AI 5' AACAGTTCAGGGTGGTAAGG 3'  p221AI 5' AACAGTTCAGGGTGGTAAGG 3'   p221AII 5' CTCTGTCTCTCGTTGTGTCC 3'
p221AII 5' CTCTGTCTCTCGTTGTGTCC 3' p221s1 5' AGGGGAGGGGTCATAAAC 3' p221s4 5' ACACTTGGCACGCACATC 3' 

p221s2 5' AACTATGGCTCGGCACAG 3' p221s5a 5' CGCTTCCTTCCATTTACC 3' 
p221s3 5' CACGACAAAAGCGAAAAG 3' p221s6 5' CGTAAGAGGGAGACAACT 3'

p222 D. subobscura p222AI 5' ATTCTCTTCCTTGGCGTCTG 3' p222AI 5' ATTCTCTTCCTTGGCGTCTG 3'  p222AII 5' AGGCGACAGAAAAGGATGAG 3' 
 p222AII 5' AGGCGACAGAAAAGGATGAG 3' p222s1 5' CTACACTACATCCGTCTG 3' p221s2 5' CTGCTGCACAAACGGTAC 3' 

D. guanche p222AI 5' ATTCTCTTCCTTGGCGTCTG 3' p222AI 5' ATTCTCTTCCTTGGCGTCTG 3'  p222AII 5' AGGCGACAGAAAAGGATGAG 3' 
 p222AII 5' AGGCGACAGAAAAGGATGAG 3' p222s1 5' CTACACTACATCCGTCTG 3' p221s2 5' CTGCTGCACAAACGGTAC 3' 

p227 D. subobscura p227AI 5' GCATATCTGTGAGTCGTCTG 3' p227AI 5' GCATATCTGTGAGTCGTCTG 3' p227AII 5' CTCAAGTATGTCGCCTCAAA 3'
p227AII 5' CTCAAGTATGTCGCCTCAAA 3'

D. guanche p227AI 5' GCATATCTGTGAGTCGTCTG 3' p227AI 5' GCATATCTGTGAGTCGTCTG 3' p227AII 5' CTCAAGTATGTCGCCTCAAA 3'
p227AII 5' CTCAAGTATGTCGCCTCAAA 3' p227g1 5' AGTTTCAGAGTGGCTAAG 3' p227g2 5' CACTGAGGCAAGGCTAAG 3' 

p237 D. subobscura p237AI 5' TCGGAGCGGAACATCAAGAC 3' p237AI 5' TCGGAGCGGAACATCAAGAC 3' p237AII 5' GGTTGACATTGGCAGTGCT 3' 
p237AII 5' GGTTGACATTGGCAGTGCT 3' p237s1 5' AGTCAGTTCTAAGGAGTC 3' p237s3 5' TTAGGCGATAGGTAGATG 3'

p237s2a 5' CGTTCGCATCACAGACTT 3' p237s4 5' ACAGACCACAAACAATAG 3' 
p237s2b 5' TGTGGGGTTTGGGAAGAG 3'

D. guanche p237AI 5' TCGGAGCGGAACATCAAGAC 3' p237AI 5' TCGGAGCGGAACATCAAGAC 3' p237AII 5' GGTTGACATTGGCAGTGCT 3' 
p237AII 5' GGTTGACATTGGCAGTGCT 3' p237g1 5' GGAATGCCAAGGGTTTTA 3' p237s3 5' TTAGGCGATAGGTAGATG 3'

p237g2 5' CAACGGACCATAGGAGAG 3' p237s4 5' ACAGACCACAAACAATAG 3' 
p237g3 5' TTGACAATGCCAGAGAAC 3' p237g4 5' ATAAAACCCTTGGCATTC 3' 

p248 D. subobscura p248AI 5' TTCACTGGTTCACTGGATAG 3' p248AI 5' TTCACTGGTTCACTGGATAG 3' p248AII 5' TGAGAGCCATAGAACTAACA 3'
p248AII 5' TGAGAGCCATAGAACTAACA 3' p248s1 5' CCTCCGATCATACGAATA 3' p248s4 5' CTTCCGTTTTGCTGTTAC 3' 

p248s2 5' CATACAGATACGGGATAC 3' p248s5 5' GTATCCCGTATCTGTATG 3' 
p248s3 5' AACGGAAGAAAAGCAGTG 3' p248s6 5' CTAAGCCCACAGAGACTC 3' 

D. guanche p248AI 5' TTCACTGGTTCACTGGATAG 3' p248AI 5' TTCACTGGTTCACTGGATAG 3' p248AII 5' TGAGAGCCATAGAACTAACA 3'
p248AII 5' TGAGAGCCATAGAACTAACA 3' p248g1 5' TATAGTTCTGCGGGTAGC 3' p248s4 5' CTTCCGTTTTGCTGTTAC 3' 

p248g2 5' AGGACACTTTGGGACACA 3' p248s5 5' GTATCCCGTATCTGTATG 3' 
p248g3 5' CGCTGTCGTTGTGTTTAC 3' p248g4 5' CAACGCCTCAATGGAACT 3' 

p271 D. subobscura p271AI 5' CACATCCGCCAGCCATTTAT 3' p271AI 5' CACATCCGCCAGCCATTTAT 3' p271s3 5' GTGGAGCAGGAAGTGGAGTT 3' 
p271AII 5' GTGGAGCAGGAAGTGGAGTT 3' p271s1 5' AGGGTCTGTGTCGTCTAC 3' p271s4a 5' GCAAGATTTCAGGGACTC 3'

p271s2a 5' CCAAAACAAAACGCATTC 3' p271s4b 5' GCAAGATTTCAGGGACTC 3'
p271s2b 5' GTTGGTCGCAGAGATGAG 2'

D. guanche p271AI 5' CACATCCGCCAGCCATTTAT 3' p271AI 5' CACATCCGCCAGCCATTTAT 3' p271s3 5' GTGGAGCAGGAAGTGGAGTT 3' 
p271AII 5' GTGGAGCAGGAAGTGGAGTT 3' p271g1 5' CAACCACATGGCAATATC 3' p271g2 5' AGACGGGAGAATGAATAC 3' 
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Taula MS4.1.d. Encebadors d’amplificació i de seqüenciació en l’espècie D. subobscura i D. guanche corresponents a les 24 regions 

en estudi.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Amplificació

Regió genòmica espècie Forward/Reverse Forward Reverse

p10849 D. subobscura p10849AI 5' CCAGGATATTCTCGTTCTTC 3' p10849AI 5' CCAGGATATTCTCGTTCTTC 3' p10849s2 5' ATAGGTGTGGGATTGTAG 3'
p10849AII 5' GGTTCAGGGCTTCTACATAG 3' p10849s1 5' CGATTACCAGAAGCAGTT 3' p10849s3 5' CGAAGAGCCATTGTTTAC 3'

D. guanche p10849AI 5' CCAGGATATTCTCGTTCTTC 3' p10849AI 5' CCAGGATATTCTCGTTCTTC 3' p10849s2 5' ATAGGTGTGGGATTGTAG 3'
p10849AII 5' GGTTCAGGGCTTCTACATAG 3' p10849s1 5' CGATTACCAGAAGCAGTT 3' p10849s3 5' CGAAGAGCCATTGTTTAC 3'

p32096 D. subobscura p32096AI 5' TGCTGCTGTTGTTCCTGTGC 3' p32096s1 5' TGCTACTGCTGCCTCATC 3'  p32096AII 5' AGGGTCTGTGTCGTCTAC 3'  
 p32096AII 5' AGGGTCTGTGTCGTCTAC 3'  p32096s2 5' CGTGGCATTGTTACCTAC 3' p32096s4 5' TAAACAGTATGGCAACAC 3' 

p32096s3 5' ACCATCACCCTAAGAGTC 3' p32096s5 5' ATTGGAAGTGCGGGTCAG 3' 
p32096s6 5' CGCCATCAAAGGTCAAAG 3' 

D. guanche p32096AI 5' TGCTGCTGTTGTTCCTGTGC 3' p32096s1 5' TGCTACTGCTGCCTCATC 3'  p32096AII 5' AGGGTCTGTGTCGTCTAC 3'  
 p32096AII 5' AGGGTCTGTGTCGTCTAC 3'  p32096s2 5' CGTGGCATTGTTACCTAC 3' p32096s4 5' TAAACAGTATGGCAACAC 3' 

p32096s3 5' ACCATCACCCTAAGAGTC 3' p32096s5 5' ATTGGAAGTGCGGGTCAG 3' 
p32096s6 5' CGCCATCAAAGGTCAAAG 3' 

p8593 D. subobscura p8593AI 5' CGCCATCAGGAACATTGTAA 3' p8593AI 5' CGCCATCAGGAACATTGTAA 3' p8593AII 5' AGGACACTGTGAGCCATTTG 3'  
p8593AII 5' AGGACACTGTGAGCCATTTG 3'  p8593s1 5' CACTATCGGTACGGCTAT 3' p8593s4 5' TCTGGTTGGGGGATCTT 3'

p8593s2 5' TAACACGCACACGCACAA 3' p8593s5 5' CAAATGGAAGGGGGAATG 3'
p8593s3 5' GCAACGCAACCGCAAGAG 3'

D. guanche p8593AI 5' CGCCATCAGGAACATTGTAA 3' p8593AI 5' CGCCATCAGGAACATTGTAA 3' p8593AII 5' AGGACACTGTGAGCCATTTG 3'  
p8593AII 5' AGGACACTGTGAGCCATTTG 3'  p8593s1 5' CACTATCGGTACGGCTAT 3' p8593s4 5' TCTGGTTGGGGGATCTT 3'

p8593s2 5' TAACACGCACACGCACAA 3' p8593s5 5' CAAATGGAAGGGGGAATG 3'
p8593s3 5' GCAACGCAACCGCAAGAG 3'
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MS4.2 Condicions de PCR 

Taula MS4.2.a. Condicions d’amplificació de les 24 regions en estudi en les espècies D. subobscura i D. guanche.  

 

 

 

Regió Genòmica PCR D. subobscura D. guanche

Desnaturalització 94ºC 3min 94ºC 3min
p18 Desnaturalització 96ºC 10 seg 96ºC 10 seg

Annealing 30 cicles 46ºC 10 seg 46ºC 10 seg
Extensió 56ºC 2min 50 seg 56ºC 2min
Extensió final 65ºC 5min 65ºC 4min
Conservació 4ºC ∞ 4ºC ∞

p39 Desnaturalització 94ºC 3min 94ºC 3min
Desnaturalització 96ºC 10 seg 96ºC 10 seg
Annealing 30 cicles 46ºC 10 seg 46ºC 10 seg
Extensió 60ºC 4 min 60ºC 4 min
Extensió final 65ºC 8min 65ºC 8min
Conservació 4ºC ∞ 4ºC ∞

p108 Desnaturalització 94ºC 3min 94ºC 3min
Desnaturalització 96ºC 10 seg 96ºC 10 seg
Annealing 30 cicles 46ºC 10 seg 46ºC 10 seg
Extensió 51ºC 3 min 50 seg 51ºC 3 min 50 seg
Extensió final 65ºC 6min 65ºC 6min
Conservació 4ºC ∞ 4ºC ∞

p127 Desnaturalització 94ºC 3min 94ºC 3min
Desnaturalització 96ºC 10 seg 96ºC 10 seg
Annealing 30 cicles 46ºC 10 seg 46ºC 10 seg
Extensió 52ºC 3 min 50 seg 52ºC 3 min 50 seg 
Extensió final 65ºC 6 min 65ºC 6 min
Conservació 4ºC ∞ 4ºC ∞

p137 Desnaturalització 94ºC 3min 94ºC 3min
Desnaturalització 96ºC 10 seg 96ºC 10 seg
Annealing 30 cicles 46ºC 10 seg 46ºC 10 seg
Extensió 49ºC 3 min 50 seg 49ºC 3 min 50 seg
Extensió final 65ºC 6min 65ºC 6min
Conservació 4ºC ∞ 4ºC ∞

p148 Desnaturalització 94ºC 3min 94ºC 3min
Desnaturalització 96ºC 10 seg 96ºC 10 seg
Annealing 30 cicles 46ºC 10 seg 46ºC 10 seg
Extensió 56ºC 2 min 50 seg 54ºC 3 min
Extensió final 65ºC 5 min 65ºC 6min
Conservació 4ºC ∞ 4ºC ∞

p169 Desnaturalització 94ºC 3min 94ºC 3min
Desnaturalització 96ºC 10 seg 96ºC 10 seg
Annealing 30 cicles 46ºC 10 seg 46ºC 10 seg
Extensió 58ºC 1 min 58ºC 1 min
Extensió final 65ºC 2 min 65ºC 2 min
Conservació 4ºC ∞ 4ºC ∞

p174 Desnaturalització 94ºC 3min 94ºC 3min
Desnaturalització 96ºC 10 seg 96ºC 10 seg
Annealing 30 cicles 46ºC 10 seg 46ºC 10 seg
Extensió 50ºC 3 min 50ºC 3 min
Extensió final 65ºC 5min 65ºC 5min
Conservació 4ºC ∞ 4ºC ∞

p175 Desnaturalització 94ºC 3min 94ºC 3min
Desnaturalització 96ºC 10 seg 96ºC 10 seg
Annealing 30 cicles 46ºC 10 seg 46ºC 10 seg
Extensió 56ºC 2min 50 seg 56ºC 2min
Extensió final 65ºC 5min 65ºC 4min
Conservació 4ºC ∞ 4ºC ∞
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Taula MS4.2.b. Condicions d’amplificació de les 24 regions en estudi en les espècies D. subobscura i D. guanche.  

 

 

PCR D. subobscura D. guanche

p187 Desnaturalització 94ºC 3min 94ºC 3min
Desnaturalització 96ºC 10 seg 96ºC 10 seg
Annealing 30 cicles 46ºC 10 seg 46ºC 10 seg
Extensió 54ºC 2min 50 seg 54ºC 3 min
Extensió final 65ºC 5min 65ºC 6min
Conservació 4ºC ∞ 4ºC ∞

p196 Desnaturalització 94ºC 3min
Desnaturalització 96ºC 10 seg
Annealing 30 cicles 46ºC 10 seg
Extensió 60ºC 2min 50 seg
Extensió final 65ºC 5 min
Conservació 4ºC ∞

p203 Desnaturalització 94ºC 3min 94ºC 3min
Desnaturalització 96ºC 10 seg 96ºC 10 seg
Annealing 30 cicles 46ºC 10 seg 46ºC 10 seg
Extensió 60ºC 4 min 50 seg 59ºC 3min 30seg
Extensió final 65ºC 7 min 65ºC 6min
Conservació 4ºC ∞ 4ºC ∞

p204 Desnaturalització 94ºC 3min 94ºC 3min
Desnaturalització 96ºC 10 seg 96ºC 10 seg
Annealing 30 cicles 46ºC 10 seg 46ºC 10 seg
Extensió 56ºC 2min 50 seg 50ºC 2min 30seg
Extensió final 65ºC 5min 65ºC 4min
Conservació 4ºC ∞ 4ºC ∞

p215 Desnaturalització 94ºC 3min 94ºC 3min
Desnaturalització 96ºC 10 seg 96ºC 10 seg
Annealing 30 cicles 46ºC 10 seg 46ºC 10 seg
Extensió 56ºC 2min 50 seg 54ºC 3 min
Extensió final 65ºC 5min 65ºC 6min
Conservació 4ºC ∞ 4ºC ∞

p220 Desnaturalització 94ºC 3min 94ºC 3min
Desnaturalització 96ºC 10 seg 96ºC 10 seg
Annealing 30 cicles 46ºC 10 seg 46ºC 10 seg
Extensió 58ºC 1 min 58ºC 1 min
Extensió final 65ºC 2 min 65ºC 2 min
Conservació 4ºC ∞ 4ºC ∞

p221 Desnaturalització 94ºC 3min 94ºC 3min
Desnaturalització 96ºC 10 seg 96ºC 10 seg
Annealing 30 cicles 46ºC 10 seg 46ºC 10 seg
Extensió 61ºC 2min 61ºC 2min
Extensió final 65ºC 4min 65ºC 4min
Conservació 4ºC ∞ 4ºC ∞

p222 Desnaturalització 94ºC 3min 94ºC 3min
Desnaturalització 96ºC 10 seg 96ºC 10 seg
Annealing 30 cicles 46ºC 10 seg 46ºC 10 seg
Extensió 50ºC 2 min 50ºC 2 min
Extensió final 65ºC 4min 65ºC 4min
Conservació 4ºC ∞ 4ºC ∞

p227 Desnaturalització 94ºC 3min 94ºC 3min
Desnaturalització 96ºC 10 seg 96ºC 10 seg
Annealing 30 cicles 46ºC 10 seg 46ºC 10 seg
Extensió 54ºC 2min 50 seg 54ºC 2min 50 seg
Extensió final 65ºC 5 min 65ºC 5 min
Conservació 4ºC ∞ 4ºC ∞
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Taula MS4.2.c. Condicions d’amplificació de les 24 regions en estudi en les espècies D. subobscura i D. guanche.  

 

PCR D. subobscura D. guanche

p237 Desnaturalització 94ºC 3min 94ºC 3min
Desnaturalització 96ºC 10 seg 96ºC 10 seg
Annealing 30 cicles 46ºC 10 seg 46ºC 10 seg
Extensió 58ºC 2 min 50 seg 56ºC 2min
Extensió final 65ºC 5min 65ºC 4min
Conservació 4ºC ∞ 4ºC ∞

p248 Desnaturalització 94ºC 3min 94ºC 3min
Desnaturalització 96ºC 10 seg 96ºC 10 seg
Annealing 30 cicles 46ºC 10 seg 46ºC 10 seg
Extensió 54ºC 2min 50 seg mi 52ºC 3min 30seg
Extensió final 65ºC 5min 65ºC 6min
Conservació 4ºC ∞ 4ºC ∞

p271 Desnaturalització 94ºC 3min 94ºC 3min
Desnaturalització 96ºC 10 seg 96ºC 10 seg
Annealing 30 cicles 46ºC 10 seg 46ºC 10 seg
Extensió 53ºC 1 min 53ºC 1 min
Extensió final 65ºC 2min 65ºC 2min
Conservació 4ºC ∞ 4ºC ∞

p10849 Desnaturalització 94ºC 3min 94ºC 3min
Desnaturalització 96ºC 10 seg 96ºC 10 seg
Annealing 30 cicles 46ºC 10 seg 46ºC 10 seg
Extensió 50ºC 2min 50ºC 2min
Extensió final 65ºC 4min 65ºC 4min
Conservació 4ºC ∞ 4ºC ∞

p32096 Desnaturalització 94ºC 3min 94ºC 3min
Desnaturalització 96ºC 10 seg 96ºC 10 seg
Annealing 30 cicles 46ºC 10 seg 46ºC 10 seg
Extensió 61ºC 4min 50 seg 61ºC 4min 50 seg
Extensió final 65ºC 9min 65ºC 9min
Conservació 4ºC ∞ 4ºC ∞

p8593 Desnaturalització 94ºC 3min 94ºC 3min
Desnaturalització 96ºC 10 seg 96ºC 10 seg
Annealing 30 cicles 46ºC 10 seg 46ºC 10 seg
Extensió 50ºC 2min 49ºC 2 min
Extensió final 65ºC 4 min 65ºC 4 min
Conservació 4ºC ∞ 4ºC ∞
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R1. OBTENCIÓ DE LÍNIES HOMOCARIOTÍPIQUES PER AL CROMOSOMA J DE D. SUBOBSCURA 

A PARTIR D’UNA POBLACIÓ NATURAL DE BARCELONA 

La mostra poblacional inicial va ser de 83 línies isomaternes a partir de les que es van 

realitzar almenys tretze encreuaments consecutius germà-germana per obtenir línies altament 

consanguínies. Aquests encreuaments es van efectuar durant un període de com a mínim dos 

anys en funció de la línia. En la Figura R1.1 s’observa la progressió temporal de la 

consanguinitat durant el període de Novembre de 2007 a Abril de 2010. 
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Figura R1.1. Progressió temporal del procés de consanguinitat. En l’eix de les X es mostra el període de temps expressat en mesos  

i anys (per ex: 11 2007 = Novembre de 2007) durant el qual s’efectuen els encreuaments germà-germana. En l’eix de les Y es 

mostra el nombre de línies isomaternes i en l’eix de les Z es mostra el nombre de generacions. 

En la Figura R1.1 es veu reflectit com el procés d’obtenció de línies altament 

consanguínies en l’espècie D. subobscura és laboriós i costós. Durant el període representat, el 

nombre d’encreuaments els quals van tenir descendència viable va ser en promig d’un 54%. 

S’observa com a mesura que s’incrementa el nombre de generacions i, per tant l’homozigosi, 

la viabilitat de les línies disminueix indicant que hi ha nombrosos efectes deleteris associats 

amb la consanguinitat en l’espècie D. subobscura. Una vegada es van obtenir aquestes línies 

altament consanguínies es va comprovar que fossin homocariotípiques per al cromosoma J i es 
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va determinar la seva ordenació per aquest cromosoma. De les 83 línies isomaternes inicials es 

van obtenir un total de 27 línies que es diferencien per la presència o absència de la inversió J1: 

9 d’elles presenten l’ordenació Jst i 18 l’ordenació J1. D’aquesta manera es van obtenir un 66% 

de línies amb l’ordenació J1 i un 33% de línies amb l’ordenació Jst. Aquestes freqüències 

observades concordarien amb les esperades en la seva àrea de mostreig d’acord a Krimbas 

(1993) i Orengo i Prevosti (1996). 

En la Figura R1.2 es mostren tres preparacions de cromosomes politènics on 

s’observen les dues possibles ordenacions de les línies en estudi i els cromosomes d’un 

individu heterocariotip per al cromosoma J. 

Jst/Jst J1/J1 Jst/J1

T

T

T
C

CC

a)                                  b)                                                                  c) 

Figura R1.2. a) Cromosomes politènics d’un individu homocariotipic Jst/Jst. b) cromosomes politènics d’un individu homocariotipic 

J1/J1. c) Cromosomes politènics d’un individu heterocariotipic JSt/J1 on s’observa la nansa formada per la inversió J1. Les 

preparacions mostrades provenen de la població natural de D.subobscura en estudi. C: centròmer, T: telòmer. 
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R2. CARACTERITZACIÓ DE LES REGIONS LOCALITZADES AL LLARG DEL CROMOSOMA J DE D. 

SUBOBSCURA  

El material inicial de partida va ser de 34 fags recombinants que havien estat aïllats 

aleatòriament d’una genoteca de l’espècie D. subobscura i localitzats per hibridació in situ en 

el cromosoma J d’aquesta espècie (Papaceit et al. 2006). Després de la subclonació de l’inserit 

d’aquests 34 fags recombinants mitjançant el procés de shotgun cloning, es va realitzar la 

seqüenciació parcial d’un total de 80 subclons. Les cerques BLAST de les seqüències parcials 

van permetre caracteritzar un total de 19 regions no codificadores, quatre de les quals es 

localitzen dintre de la inversió J1. 

Per incrementar el nombre de regions en estudi dins de la inversió J1 o en regions fora 

de la inversió però properes al punt de trencament, es van seleccionar 3 gens que havien estat 

localitzats dintre o a la vora de la inversió J1 d’acord a Laayouni et al. (2007). Es van dissenyar 

nous encebadors sobre la seqüència genòmica de D. pseudoobscura en regions no 

codificadores properes a aquests gens i col·lineals entre les espècies D. pseudoobscura i D. 

melanogaster. Totes les sondes van ser posteriorment comprovades i localitzades 

citològicament per hibridació in situ. En la Figura R2.1 es mostren els resultats de les 

hibridacions in situ realitzades per comprovar la localització citològica d’aquestes noves 

regions.  

     

Figura R2.1. Hibridacions in situ de les sondes corresponents a les tres noves regions analitzades. 
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 En la Taula R2.1 es mostren els tres gens seleccionats en l’espècie D. melanogaster i D. 

pseudoobscura per l’obtenció d’aquestes regions i en la Taula R2.2 la localització citològica de 

les tres noves regions. 

Taula R2.1. Descripció de les tres noves regions en estudi. 
 

Regió  
Gen de D. 

melanogaster descrit 
a Laayouni et al. 

(2007) 

Gen homòleg a D. 
pseudoobscura  

Distància del 
gen a la regió 

analitzada 

Gens flanquejants 
utilitzats per el disseny 

d’encebadors 

p32096 rols Dpse\GA16675 4,5 Kb Dpse\GA16842 - 
Dpse\GA19744 

p10849 Sc2 Dpse\GA10597 29 Kb Dpse\GA12637 - 
Dpse\GA11341 

p8593 qm Dpse\GA21189 2,5Kb Dpse\GA28324 - 
Dpse\GA13282 

 

Taula R2.2. Localització citològica de les tres regions. 
 

D. subobscura 
Banda citològica 

descrita a Laayouni et 
al. (2007) 

Banda citològica 
obtinguda en l'estudi  

p32096 22C 21C 
p10849 23B 33B 
p8593 25D 27A 

 

 Tot i la proximitat de les tres noves regions analitzades als gens descrits a Laayouni et 

al. (2007; Taula R2.1), no es va poder confirmar, en cap cas, que les noves regions estiguessin 

localitzades dins de la inversió J1 ni a la vora dels punts de trencament. Per aquest motiu i per 

tal d’incrementar el nombre de regions analitzades dins de la inversió J1 es va utilitzar com a 

guia el genoma de D. pseudoobscura i com ancoratge les regions prèviament caracteritzades a 

partir dels inserits dels fags recombinants dins de la inversió J1. Es van seleccionar noves 

regions allunyades de les d’ancoratge i es va comprovar la seva localització mitjançant la 

tècnica d’hibridació in situ. D’aquesta manera es van obtenir les regions p127 i p222, properes 

al punt de trencament de la inversió J1. 

En total es van poder obtenir 24 regions no codificadores, distribuïdes al llarg del 

cromosoma J de D. subobscura, 6 de les quals es troben dins de la inversió J1. En la Figura R2.2 
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es veuen representades les diferents regions en estudi al llarg d’un cromosoma J amb 

l’ordenació estàndard. En la Taula R2.3 es mostren les diferents regions en estudi, la seva 

localització citològica en el cromosoma J, el tipus de regió no codificadora i les regions 

homòlogues en els genomes de D. melanogaster i D. pseudoobscura obtingudes de 

www.flybase.com. 

p108

p248

p204p169p203

Inversió J1

p137

p221

p175

p148

p196

p215

p237

p10849

p8593

p227

p220

p271

p187

c

t

p018

p32096

p222

p127

p174

p39

 
 
Figura R2.2. Localització de les diferents regions en estudi al llarg del cromosoma J de D. subobscura. c: centròmer; t: telòmer.
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Taula R2.3. Localització citològica a D. subobscura de les regions en estudi, classificació i regions homòlogues a D. pseudoobscura i 

D.melanogaster. 

Regions
Banda 

citológica Classificacióa Regions homòlogues a D. pseudoobscura i D. melanogaster

D. pseudoobscura: XR_group6:2470274..2476389

D. melanogaster:  3L:12138149..12142666

D. pseudoobscura : XR_group8:9017539..9022931

D. melanogaster: 3L:8567913..8572755 

D. pseudoobscura : XR_group8:2337468..2338467

D. melanogaster: 3L:9444041..9448093

p221 intro D. pseudoobscura : XR_group6:1297857..1301950

D. melanogaster:  3L:20840965..20845023

p174 dIGRs D. pseudoobscura : XR_group6:10218862..10223035

D. melanogaster : 3L:11457778..11461858

D. pseudoobscura : XR_group6:10615952..10622524

D. melanogaster : 3L:11149236..11151803

D. pseudoobscura : XR_group6:10641902..10645467

D. melanogaster : 3L:11126707..11128706

p222 intro D. pseudoobscura : XR_group6:1353071..1357973

D. melanogaster : 3L:7357941..7362018

D. pseudoobscura : XR_group8:8733422..8740390

D. melanogaster : 3L:8826730..8828663

D. pseudoobscura : XR_group8:8843374..8849772

D. melanogaster : 3L:8728028..8730307

D. pseudoobscura : XR_group8:2587098...2593260

D. melanogaster : 3L:4490326..4496395

D. pseudoobscura : XR_group6:10863536..10870432

D. melanogaster : 3L:17992676..17998447

D. pseudoobscura : XR_group8:3509517..3514263

D. melanogaster : 3L:5853160..5857260

D. pseudoobscura : XR_group8:3420271..3425263

D. melanogaster : 3L:11828708..11832731

D. pseudoobscura : XR_group6:2065758..2069861

D. melanogaster : 3L:5853160..5857260

D. pseudoobscura : XR_group6:5156548..5161970

D. melanogaster : 3L:1550925..1555577

D. pseudoobscura : XR_group6:6499483..6506756

D. melanogaster : 3L:891097..896952

D. pseudoobscura : XR_group6:13128243..13133983

D. melanogaster : 3L:20369535..20369734

D. pseudoobscura : XR_group6:9890723..9895457

D. melanogaster : 3L:9782242..9782441

D. pseudoobscura : XR_group5:517979..520020

D. melanogaster : 3L:9085862..9089900

D. pseudoobscura : XR_group6:12877673..12883819

D. melanogaster : 3L:8387271..8389270

D. pseudoobscura : XR_group8:516104..517103

D. melanogaster : 3L:1774120..1775119

D. pseudoobscura : XR_group6:3396500..3400845

D. melanogaster : 3L:12614862..12619096

D. pseudoobscura : XR_group8:1281396..1285638

D. melanogaster : 3L:3304393..3308441

p175 18D intró

p32096 21C pIGRs

dIGRs

p127

23C

24D

p39

24A

24A

p148 25D

p137 24A pIGRs

pIGRs

22E pIGRs

intró

pIGRs

p271 29A pIGRs

p215 26C dIGRs

p237

p196

26A

26B

p227 27C dIGRs

p220

p108 34E dIGRs

p204

p248

p18 34D

32C

dIGRs

33B

pIGRs

p187 29D

intróp169

p10849 33B

31B

pIGRs

pIGRs

p8593 27A pIGRs

pIGRs

pIGRsp203 30C

27E pIGRs

 
 
En ombrejat es mostren les sis regions incloses dins de la inversió J1. a Les diferents regions es classifiquen en: intró, pIGRs (regions 

situades a menys de 2 kb del gen més proper) i dIGRs (regions situades a més de 4 kb del gen més poper). 



  Resultats: R3 
 
 
 

81 
 

R3. ESTUDI DELS NIVELLS I PATRONS DE VARIACIÓ A D. SUBOBSCURA EN REGIONS NO 

CODIFICADORES LOCALITZADES AL LLARG DEL CROMOSOMA J I NO AFECTADES PER 

INVERSIONS CROMOSÒMIQUES 

En aquest apartat es mostren els nivells i patrons de variació nucleotídica en una 

població natural de D. subobscura de Barcelona de les 18 regions no codificadores localitzades 

al llarg del cromosoma J i no afectades per inversions cromosòmiques. En el següent apartat 

(R4.) de resultats es mostraran els resultats per les 6 regions restants localitzades dins de la 

inversió J1. Per l’obtenció de les dades de divergència es va utilitzar D. guanche com a espècie 

outgroup. Es va seqüenciar un individu d’aquesta espècie per cadascuna de les regions en 

estudi a excepció de la regió p196 on no va ser possible obtenir una amplificació correcta. La 

longitud de les 18 regions estudiades varia de 512 a 2935 nucleòtids amb una mitjana de 1877 

nucleòtids per regió, el que correspon aproximadament a un total de 37 kb analitzades. 

Aquesta longitud és inferior quan s’inclou l’espècie outgroup degut a la presència d’insercions-

delecions (indels). El nombre de línies analitzades per la majoria de les regions va ser 

aproximadament de 20. L’absència de diferenciació genètica entre les línies Jst i J1 en aquestes 

regions va permetre l’anàlisi conjunta de totes les línies. 

R3.1 Nivells de variació nucleotídica 

Es van utilitzar varis estimadors per descriure els nivells de variació nucleotídica 

presents en aquestes 18 regions analitzades. En la Taula R3.1 es mostren els valors observats 

per cadascuna de les regions. Les taules suplementàries situades al final dels Resultats, 

mostren en detall el polimorfisme nucleotídic present en les regions estudiades. 
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Taula R3.1. Estimes dels nivells de polimorfisme 
 

Regions N L S  ���� ���� K 
p175 20 1914 47(26) 0,007 0,005 0,044 

p32096 13 1600 45(28) 0,009 0,007 0,053 
p148 20 2935 175(93) 0,017 0,012 0,045 
p237 20 2187 140(90) 0,018 0,012 0,067 
p196 20 2478 147(76) 0,017 0,013 n.a 
p215 21 2469 146(90) 0,016 0,01 0,062 

p8593 18 1643 64(40) 0,011 0,007 0,024 
p227 21 718 18(9) 0,007 0,006 0,028 
p220 20 1096 105(59) 0,027 0,019 0,089 
p271 21 1388 53(29) 0,011 0,007 0,04 
p187 20 2758 65(43) 0,007 0,004 0,035 
p203 21 2275 103(64) 0,013 0,008 0,032 
p169 20 515 17(14) 0,007 0,004 0,085 
p204 21 2267 92(63) 0,011 0,006 0,035 
p248 18 2779 185(112) 0,019 0,014 0,073 

p10849 18 512 12(8) 0,007 0,004 0,078 
p18 21 2781 194(98) 0,019 0,014 0,051 

p108 21 1475 119(79) 0,022 0,016 0,065 
Mitjana 20 1877 95,94 0,014 0,009 0,054 

Variància 3,88 6,38x105 3,51x103 3,62x10-5 2,08x10-5 4,15 x10-4 
 
N, grandària de la mostra; L, longitud de la regió analitzada eliminant els gaps; S, nombre de llocs segregants (el nombre de llocs 

segregants amb variants úniques es mostra entre parèntesis); �, estimador de Watterson (1975); �, diversitat nucleotídica (Nei 

1987) i K, divergència nucleotídica corregida d’acord a Jukes i Cantor (1969). 

Totes les regions en estudi presenten un nombre de llocs polimòrfics (S) relativament 

elevat amb una considerable proporció de variants úniques. De fet en totes les regions el 

percentatge de variants úniques sobrepassa el 50% i s’observa un valor màxim del 82% en la 

regió p169. Els valors de l’estimador � de Watterson (1975) varien de 0,007 en la regió p175 a 

0,027 en la regió p220, amb un valor promig de � = 0,014. La diversitat nucleotídica (�) 

presenta un rang de valors més ampli, oscil·lant de 0,004 en la regió p187 a 0,019 en la regió 

p220 amb un valor promig de �= 0,009. Aquest valor promig de � és similar al valor promig de 

les estimes realitzades per posicions sinònimes en múltiples regions codificadores de D. 

subobscura (Papaceit, comunicació personal).  
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Es va estudiar la possible correlació entre la diversitat nucleotídica (�) de cada regió i la 

seva distància al centròmer per tal d’avaluar si els nivells de variabilitat nucleotídica estaven 

distribuïts uniformement al llarg del cromosoma J. La distància de cada regió al centròmer es 

va estimar considerant una distribució homogènia del DNA al llarg de tot el cromosoma J i 

utilitzant com a referència de la grandària dels elements cromosòmics les dades publicades de 

l’espècie D. pseudoobscura (Schaeffer et al. 2008). En la Figura R3.1, hi ha representada la 

diversitat nucleotídica de cada regió en funció de la seva distància al centròmer. Els nivells de 

variació nucleotídica estan uniformement distribuïts al llarg del cromosoma J ja que no 

s’observa una correlació significativa entre la diversitat nucleotídica (�) de cada regió i la seva 

distància al centròmer d’acord al test no paramètric de Spearman (P = 0,74). 

 
 
Figura R3.1. Relació entre la diversitat nucleotídica de cada regió i la seva distància al centròmer expressada en Mb. La línea 

discontinua és el valor promig de �. 

R3.2 Patrons de variació nucleotídica 

Es van examinar els patrons de variació nucleotídica mitjançant diferents estadístics. 

En funció de la classificació proposada a Ramos-Onsins i Rozas (2002) aquests es van dividir en: 

estadístics de classe I basats en la distribució de freqüències de les mutacions i estadístics de 

classe II que utilitzen la informació de la distribució dels haplotips. 
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Anàlisi dels patrons de polimorfisme mitjançant els estadístics de classe I 

En la Taula R3.2 es mostren els valors estimats per diversos estadístics que analitzen el 

patró de polimorfisme i que estan basats en l’espectre de freqüències. Aquests estadístics són: 

D, estadístic D de Tajima (1989); FD, estadístic D de Fu i Li (1993) amb outgroup; FF, estadístic F 

de Fu i Li (1993) amb outgroup; R2, estadístic R2 de Ramos-Onsins i Rozas (2002) i Hnorm, 

estadístic H normalitzat de Fay i Wu (Fay i Wu 2000; Zeng et al. 2006).  

Taula R3.2. Estimes dels patrons de polimorfisme mitjançant estadístics basats en l’espectre de freqüències 
 

Regions D FD FF R2 Hnorm 
p175 -1,28 -1,81 -2,00 0,073** -0,01 

p32096 -1,07 -1,88 -2,02 0,080** 0,19 
p148 -1,18 -1,61 -1,83 0,076* -0,34 
p237 -1,49 -2,36* -2,56* 0,060** -0,20 
p196 -1,01 n.a n.a 0,083* n.a 
p215 -1,60# -2,33* -2,65* 0,060** -0,78 

p8593 -1,50 -2,20# -2,44# 0,067** 0,40 
p227 -0,29 -1,21 -1,10 0,116 0,11 
p220 -1,27 -1,09 -1,36 0,076** -1,70 
p271 -1,32 -1,94# -2,11# 0,076* 0,08 
p187 -1,82* -2,74** -3,00** 0,050** 0,41 
p203 -1,53 -2,37* -2,54* 0,060** -0,37 
p169 -1,83* -1,29 -1,70 0,061** -3,49** 
p204 -1,81# -2,86** -3,05** 0,050** 0,37 
p248 -1,23 -2,06# -2,20# 0,073** -0,22 

p10849 -1,26 -1,63 -1,83 0,089 0,31 
p18 -1,19 -1,52 -1,73 0,077** -0,43 

p108 -1,22 -2,53* -2,55* 0,070** -0,16 
mitjana -1,33 -1,97 -2,16 0,07 -0,34 

variància 0,13 0,28 0,29 2,37x10-4 0,93 
 
D, estadístic D de Tajima (1989); FD, estadístic D de Fu i Li (1993) amb outgorup (1993); FF, estadístic F de Fu i Li (1993) amb 

outgorup (1993); ); R2, estadístic R2 de Ramos-Onsins i Rozas (2002) i Hnorm, estadístic H normalitzat de Fay i Wu (Fay i Wu 2000; 

Zeng et al. 2006). n.a, estimes no obtingudes en la regió p196 degut a la manca d’informació a l’espècie outgroup. Es mostren els 

nivells de significació obtinguts mitjançant 10.000 simulacions de coalescència sota el model neutre estàndard condicionades al 

nombre de llocs segregants i sota la premissa conservativa de no recombinació. La significació dels valors P segueix la següent 

nomenclatura: # 0,05 < P < 0,10; *0,02 < P < 0,05; ** P < 0,02. 

L’estadístic D de Tajima (1989), que és sensible per detectar desviacions de l’espectre 

de freqüències en relació a les variants a freqüència baixa o intermèdia, mostra en totes les 
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regions en estudi valors negatius, amb un valor promig de D = -1,33. En 4 de les regions 

s’observen desviacions significatives (P < 0,05) o marginalment significatives (0,05 < P < 0,1) de 

l’espectre de freqüències en relació al que s’esperaria sota condicions de neutralitat. Els 

estadístics D i F de Fu i Li (1993) amb outgroup, que es fonamenten en la distribució de les 

mutacions esperades en les branques internes i externes d’una genealogia neutra suposant 

equilibri mutació-deriva, també presenten en totes les regions en estudi valors negatius amb 

un valor promig de FD i FF de -1,97 i -2,16, respectivament. En 9 de les regions en estudi 

aquests dos estadístics mostren desviacions significatives (P < 0,05) o marginalment 

significatives (0,05 < P < 0,1) de l’espectre de freqüències. Les estimes dels estadístics D de 

Tajima, i D i F de Fu i Li en les regions en estudi indiquen desviacions de l’espectre de 

freqüències degut a un excés de variants a baixa freqüència, principalment variants úniques, 

posant de manifest que en l’actualitat la variació nucleotídica a D. subobscura no es troba en 

equilibri mutació-deriva. Aquest excés de variants a baixa freqüència podria indicar que 

l’espècie ha patit un procés d’expansió poblacional. 

L’estadístic R2 (Ramos-Onsins i Rozas 2002), igual que l’estadístic Fs de Fu (1997), és un 

estadístic especialment sensible per la detecció d’expansions poblacionals però més potent 

quan es té en compte la recombinació intragènica i la grandària mostral és petita. S’observa en 

totes les regions en estudi, a excepció de la regió p227 i la regió p10849, que els valors de R2 es 

desvien significativament de l’esperat (P < 0,02) sota condicions de neutralitat. Aquests valors 

significatius de l’estadístic R2, juntament amb l’excés de variants a baixa freqüència detectat 

pels estadístics D de Tajima (1989), i D i F de Fu i Li (1993) amb outgroup, recolzarien que la 

història demogràfica de l’espècie pot haver estat marcada per una expansió poblacional 

recent. 

L’estadístic H normalitzat de Fay i Wu (Fay i Wu 2000; Zeng et al. 2006), que és sensible 

per detectar desviacions de l’espectre de freqüències cap un excés de polimorfismes amb 
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variants derivades a elevada freqüència en relació a les variants a freqüència intermèdia, 

mostra en les regions en estudi valors tant negatius com positius però propers a zero, a 

excepció de la regió p169 i p220 amb valors per aquest estadístic de -3,49 i -1,70, 

respectivament. No s’observa en cap de les regions en estudi valors d’aquests estadístics que 

es desviïn significativament del que s’esperaria sota condicions de neutralitat, a excepció de la 

regió p169 en la que es detecta una desviació significativa de l’espectre de freqüències cap a 

variants derivades a elevada freqüència. El valor promig d’aquest estadístic és Hnorm=-0,34. 

Anàlisi dels patrons de polimorfisme mitjançant els estadístics de classe II 

Es van examinar els patrons de polimorfisme mitjançant els estadístics basats en la 

distribució dels haplotips, sent aquests: H, nombre d’haplotips; Hw, diversitat haplotípica (Nei 

1987); Fs de Fu (1997); ZA de Rozas et al. (2001) i B de Wall (1999). En la Taula R3.3 es mostren 

els valors estimats per aquests estadístics. 
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Taula R3.3. Estimes dels patrons de polimorfisme mitjançant estadístics basats en la distribució dels haplotips 
 

Regions H Hw Fs ZA B 
p175 19 0,99 -10,22 0,16 0,13 

p32096 13 1 -5,32 0,21 0,14 
p148 19 0,99 -2,68 0,14 0,09 
p237 20 1 -6,1 0,14 0,1 
p196 20 1 -5,1 0,23 0,15 
p215 21 1 -6,79 0,18 0,14 

p8593 18 1 -9,09 0,14 0,11 
p227 17 0,97 -10,24 0,21 0,18 
p220 19 0,99 -4,92 0,22 0,16 
p271 19 0,99 -8,17 0,16 0,12 
p187 19 0,99 -9,31 0,16 0,11 
p203 21 1 -8,81 0,12 0,07 
p169 14 0,96 -10,11 0,07 0,06 
p204 20 1 -7,77 0,13 0,1 
p248 18 1 -3,48 0,21 0,16 

p10849 10 0,88 -4,41 0,16 0,09 
p18 20 1 -2,77 0,18 0,13 

p108 21 1 -7,17 0,17 0,11 
mitjana 18 0,99 -6,8 0,17 0,12 

variància 9,01 9,04x10-4 6,59 1,62 x10-3 1,07x10-3 
 

H, nombre d’haplotips; Hw, diversitat haplotípica (Nei 1987); Fs, estadístic Fs de Fu (1997); ZA, estadístic ZA (Rozas et al. 2001) i B, 

estadístic B de Wall (1999). 

La diversitat haplotípica de les diferents regions en estudi és molt elevada, presentant 

valors superiors a 0,99 en totes les regions, a excepció de la regió p10849 on Hw = 0,88. 

Aquesta elevada diversitat haplotípica seria consistent amb l’elevada presència de variants 

úniques (singletons) observada en les regions en estudi i indicaria que aquestes variants no 

estan concentrades en línies particulars. L’estadístic Fs de Fu (Fu 1997) mostra en totes les 

regions en estudi valors negatius, amb un valor promig de Fs = -6,80. 

En relació als estadístics que mesuren el grau de desequilibri de lligament o la no 

associació a l’atzar entre les variants nucleotídiques en diferents llocs polimòrfics, es va 

utilitzar l’estadístic ZA (Rozas et al. 2001). El grau de desequilibri de lligament es va analitzar 

únicament per les posicions informatives i la seva significació es va estimar en funció del model 

neutre estàndard i sota la premissa conservativa de no recombinació. En cap de les regions en 
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estudi es va observar valors de l’estadístic ZA significativament diferents del que s’esperaria 

sota condicions de neutralitat. 

L’estadístic B de Wall (1999) mesura el desequilibri de lligament entre parells de llocs 

segregants adjacents i és sensible per detectar desviacions del model neutre estàndard 

produïdes per genealogies amb branques internes llargues en relació a les branques externes 

com podria succeir en un procés de subdivisió poblacional o de selecció balancejadora. No 

s’observa en cap de les regions en estudi valors d’aquest estadístic que es desviïn 

significativament del que s’esperaria sota condicions de neutralitat. Aquest resultat posa de 

manifest que la població de D. subobscura en estudi possiblement no està estructurada sinó 

que tendeix més a comportar-se com una població panmíctica tal i com planteja el model 

neutre estàndard. 

No obstant això, la conclusió que s’extreu de les anàlisis dels nivells i patrons de 

polimorfisme és que, en l’actualitat, la variabilitat present a D. subobscura no es troba en 

equilibri mutació-deriva i que molt possiblement, factors demogràfics marcats per una 

expansió poblacional, poden haver perfilat la seva història evolutiva. 

R3.3 Polimorfisme i divergència 

Es van estudiar 17 regions no codificadores, excloent de les anàlisis la regió p196 on no 

va ser possible obtenir la seqüència nucleotídica de l’espècie outgroup. Es va calcular la 

divergència nucleotídica (K, Nei 1987) corregida per Jukes i Cantor (1969) per cadascuna de les 

regions en estudi i utilitzant l’espècie D. guanche com a outgroup. La divergència nucleotídica 

promig de totes les regions en estudi és de K= 0,05 (Taula R3.1). 

��/K 

Es va utilitzar la relació �/K com a mesura relativa de la quantitat de variació 

nucleotídica d’una regió genòmica dins de l’espècie en relació a la divergència entre espècies, 

per corregir les possibles diferències entre regions de la taxa de mutació neutra. L’estima �/K 
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es va analitzar en funció de la distància de cada regió al punt de trencament més proper. Les 

estimes de la diversitat nucleotídica (�) i la divergència (K) es mostren en la Taula R3.1. En la 

Figura R3.2 es mostra la relació �/K per a cada regió en estudi al llarg del cromosoma J. 

 
 
Figura R3.2. Estima de �/K per a cada regió en relació a la seva distància al centròmer. La línia horitzontal discontínua és el valor 

promig d’aquesta relació. 

Els valors per la relació �/k estimats per les 17 regions en estudi són molt diversos, 

trobant-se valors d’aquesta relació des de 0,05 en la regió p10849 fins a 0,29 en la regió 

p8593, amb un valor promig de 0,18. Els valors de la ràtio �/K estan uniformement distribuïts 

al llarg del cromosoma J ja que no s’observa una correlació significativa entre la ràtio �/K de 

cada regió i la seva distància al centròmer d’acord al test no paramètric de Spearman (P = 

0,75). 

Test d’HKA 

Es va aplicar a nivell multilocus el test d’HKA (test de Hudson-Kreitman-Aguadé; 

Hudson et al. 1987) basat en la predicció de que els nivells de variació nucleotídica dins i entre 

espècies han de ser proporcionals en aquelles regions del genoma que evolucionen sota 

condicions de neutralitat (Hudson et al. 1987). El test multilocus no presenta resultats 

significatius, mostrant un valor de X2 = 9,3851 (16 g.ll, P = 0,89). En la Figura R3.3 es mostra la 
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contribució parcial del polimorfisme i la divergència de cada regió en estudi a l’estadístic X2. 

Cal destacar que la regió p169, en la que s’observa un excés de divergència enfront del 

polimorfisme, és la que més contribueix a aquest estadístic. Aquest resultat, juntament amb el 

valor estimat d’aquesta regió per l’estadístic H normalitzat (Fay i Wu 2000; Zeng et al. 2006) el 

qual es desvia significativament del que s’esperaria sota condicions de neutralitat, podria 

indicar que aquesta regió hagi estat sotmesa a pressions selectives.  

 
 
Figura R3.3. Test d’HKA. Contribució parcial del polimorfisme (en gris) i la divergència (en blau) de cada regió al valor total de 

l’estadístic X2 del test HKA multilocus. 
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R4. ANÀLISI DE LA VARIACIÓ EN REGIONS NO CODIFICADORES AFECTADES  PER LA INVERSIÓ 

J1 DE D. SUBOBSCURA  

En aquest apartat s’analitzen els nivells i patrons de variació nucleotídica en una 

població natural de D. subobscura de Barcelona en les sis regions estudiades localitzades dins 

de la inversió J1. Les regions en estudi són les següents: p127, p221, p174, p39, p137 i p222. La 

longitud d’aquestes varia de 964 a 2572 nucleòtids (eliminant les posicions amb gaps) i 

corresponen a un total de 10,2 kb aproximadament. La grandària de la mostra és de 27 línies 

homocariotípiques que es diferencien per la presència o absència de la inversió J1: 18 d’elles 

presenten l’ordenació J1 i 9 l’ordenació Jst. Les anàlisis es van realitzar per cada regió per 

separat i també amb les seqüències concatenades. En algunes de les anàlisis es van incloure 

també les regions p148 i p32096, amb una longitud aproximada de 4,5 kb, ja que aquestes són 

les regions més properes als punts de trencament entre les regions localitzades fora de la 

inversió J1. D’aquesta manera es va poder avaluar l’efecte que la inversió podia tenir en la 

variabilitat genètica de les regions situades fora de la inversió però properes als punts de 

trencament. Per l’obtenció de les dades de divergència es va utilitzar l’espècie D. guanche. A la 

Figura R4.1 hi ha una representació esquemàtica de la localització de les diferents regions 

utilitzades en aquest apartat. Els polimorfismes nucleotídics presents en les regions en estudi 

es mostren en detall en el material suplementari del final dels Resultats. 

 
 
Figura R4.1. Localització de les sis regions incloses dintre de la inversió J1 i de les dues regions fora de la inversió però properes als 

punts de trencament. 
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R4.1 Nivells de variació nucleotídica 

 Es van utilitzar varis estimadors per descriure els nivells de variació nucleotídica. En la 

Taula R4.1 es mostren els resultats obtinguts.  

R4.1. Nivells de variació nucleotídica i divergència en les diferents regions en estudi analitzats independentment per l’ordenació J1 
i Jst.  
 

Regions   N L S ���� ���� K 

p222 J1 17 964 24 (14) 0,007 0,005 0,026 

Jst 9 964 12 (10) 0,004 0,003 0,029 

p127 J1 17 1257 24 (18) 0,006 0,003 0,035 

Jst 9 1257 13 (8) 0,004 0,003 0,035 

P137 J1 17 2560 157 (84) 0,018 0,014 0,048 

Jst 8 2560 96 (60) 0,014 0,012 0,047 

p221 J1 16 2046 103 (56) 0,015 0,012 0,061 

Jst 9 2046 66 (48) 0,011 0,009 0,058 

p39 J1 17 2572 187 (96) 0,021 0,017 0,070 

Jst 8 2572 89 (38) 0,013 0,014 0,071 

p174 
J1 18 2040 141 (77) 0,020 0,014 0,065 

Jst 8 2040 87 (77) 0,015 0,015 0,064 

Seqüències 
concatenades 

J1 14 10234 574 (299) 0,015 0,013 0,054 

Jst 7 10234 341 (241) 0,012 0,011 0,054 
 
N, grandària de la mostra; L, longitud de la regió analitzada després d’eliminar els gaps; S, nombre de llocs segregants (el nombre 

de llocs segregants amb variants úniques es mostra entre parèntesis) �, estimador de Watterson (1975); �, diversitat nucleotídica 

(Nei 1987) i K: divergència nucleotídica corregida d’acord a Jukes i Cantor (1969). 

Totes les regions en estudi presenten un nombre de llocs polimòrfics (S) elevat amb 

una important proporció de variants úniques (singletons). El percentatge de variants úniques 

sobrepassa el 50% en totes les regions, a excepció de la regió p39 en l’ordenació Jst. Tot i que el 

nombre de llocs polimòrfics i de variants úniques és, en general, inferior en les línies amb 

l’ordenació estàndard, s’ha de tenir en compte que el nombre de línies analitzades amb 

aquesta ordenació és inferior al nombre de línies J1. 

L’estimador � de Watterson (1975) presenta un ampli rang de valors que oscil·len de � 

= 0,004 (p127 Jst) a � = 0,021 (p39 J1) mostrant un valor � = 0,015 al concatenar les sis regions a 



  Resultats: R4 
 
 
 

93 
 

l’ordenació J1 i de � = 0,012 a l’ordenació Jst. L’estimador � de Watterson mostra en tots els 

casos valors superiors en les línies que presenten l’ordenació J1. No obstant, no s’observen 

diferències significatives entre les dues ordenacions (test no paramètric de Wilcoxon; P = 0,15). 

La diversitat nucleotídica (�) mostra un rang de valors que varia de � = 0,003 (p222 Jst) 

a � = 0,017 (p39 J1). El valor de � al concatenar les sis regions en estudi és de ��= 0,013 i ��= 

0,011 per les ordenacions J1 i Jst, respectivament. Per analitzar si el nivell de polimorfisme dins 

de cada ordenació varia al llarg de la inversió, s’estudia la relació de ��entre l’ordenació Jst i 

l’ordenació J1 (�Jst/�J1) en funció de la distància al punt de trencament més proper. No 

s’observen diferències significatives (test no paramètric d’Spearman; P = 0,33) d’aquesta 

relació entre les diferents regions. En la Figura R4.2 hi ha representada la relació �Jst/�J1 en 

funció de la distància de cada regió al punt de trencament més proper.  

 
 
Figura R4.2. Relació �Jst/�J1 en funció de la distància de cada regió al punt de trencament més proper. Aquesta distància es va 

estimar considerant una distribució homogènia del DNA  al llarg de tota la inversió J1 i utilitzant com a referència del contingut de 

DNA de l’element cromosòmic les dades publicades per l’espècie D. pseudoobscura (Schaeffer et al. 2008). 

En general, les estimes de ��són majors que les de ��en les diferents classes 

cromosòmiques, diferència causada per un excés de polimorfismes amb variants que 

segreguen a baixa freqüència ja que �� considera únicament el nombre de polimorfismes però 

no té en compte la freqüència dels diferents polimorfismes a la mostra. 
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��/K 

No s’observen correlacions significatives entre l’estima de �/K i la distància al punt de 

trencament ni per l’ordenació J1 (coeficient de correlació d’Spearman; P = 0,26), ni per 

l’ordenació Jst (coeficient de correlació d’Spearman; P = 0,21), tot i que s’observa una 

disminució dels valors de �/K en les dues regions més properes als punts de trencament en 

l’ordenació Jst. Els resultats es mostren en la Figura R4.3.  

 
 
Figura R4.3. Estima de �/K en l’ordenació J1 i l’ordenació Jst de cada regió en estudi en funció de la distància al punt de trencament 

més proper. Aquesta distància es va estimar considerant una distribució homogènia del DNA al llarg de tota la inversió J1 i utilitzant 

com a referència del contingut de DNA de l’element cromosòmic les dades publicades per l’espècie D. pseudoobscura (Schaeffer et 

al. 2008). 

R4.2 Patrons de variació nucleotídica 

Per estudiar els patrons de variació nucleotídica, es van utilitzar els estadístics basats 

en l’espectre de freqüències, sent aquests: estadístic D de Tajima (1989); FD, estadístic D de Fu 

i Li (1993) amb outgorup; FF, estadístic F de Fu i Li (1993) amb outgroup i estadístic H 

normalitzat de Fay i Wu (Fay i Wu 2000, Zeng et al. 2006). També es van analitzar els 

estadístics basats en la distribució dels haplotips: H, nombre d’haplotips i Hw, diversitat 

haplotípica (Nei 1987). La significació estadística per tots els tests es va realitzar mitjançant 

simulacions de coalescència (10.000 rèpliques) condicionades a � i amb la premissa 

conservativa de no recombinació intragènica. En els tests en els quals es requereix outgroup, 

�/
K

J1

�/
K

Jst
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es va utilitzar la seqüència de D. guanche. Els resultats d’aquestes anàlisis es mostren en la 

Taula R4.2. 

Taula R4.2. Patrons de variació en les diferents regions en estudi analitzades independentment per l’ordenació J1 i Jst. 
 

Regions   D FD FF Hnorm H Hw 

p221i 
J1 -1,23 -1,14 -1,40 -0,90 13 0,96 

Jst -1,52 -1,65 -1,93 0,24 8 0,97 

p127 
J1 -1,80*      -2,67**      -2,89** 0,77 14 0,96 

Jst -0,73 -1,04 -1,18 0,97 8 0,97 

P137 
J1 -1,03 -1,20 -1,33 0,08 16 0,99 

Jst -0,76 -1,16 -1,30 0,53 8 1,00 

p221 
J1 -1,00 -1,55 -1,70 0,12 15 0,99 

Jst -1,54 -1,47 -1,71 -0,25 9 1,00 

p39 
J1 -1,05 -1,48 -1,67 -0,14 17 1,00 

Jst 0,11 0,49 0,55 -0,55 8 1,00 

p174 
J1 -1,25 -1,43 -1,66 -0,24 17 0,99 

Jst -0,35 -0,26 -0,37 -0,39 8 1,00 

Seqüències 
concatenades 

J1 -0,92 -1,18 -1,34 0,07 14 0,98 

Jst -0,54 -0,68 -0,79 0,01 7 0,99 
 
D, estadístic D de Tajima (1989); FD, estadístic D de Fu i Li (1993) amb outgroup; FF, estadístic F de Fu i Li (1993) amb outgroup; 

Hnorm, estadístic H normalitzat de Fay i Wu (Fay i Wu 2000; Zeng et al. 2006); H, nombre d’haplotips; Hw, diversitat haplotípica 

(Nei 1987). Es mostren els nivells de significació obtinguts mitjançant 10.000 simulacions de coalescència condicionades a � i amb 

la premissa conservativa de no recombinació. La significació dels valors P segueix la següent nomenclatura: # 0,05 < P < 0,10; *0,02 

< P < 0,05; ** P < 0,02. 

L’estadístic D de Tajima presenta en tots els casos valors negatius, sent D = -0,92 i D = -

0,54 els valors observats al concatenar les sis regions en estudi en les línies amb l’ordenació J1 i 

Jst, respectivament. Les línies amb l’ordenació Jst presenten en general valors de D de Tajima 

més propers a zero que els observats en l’ordenació J1, fet que podria indicar que Jst és 

l’ordenació ancestral. En cap cas, s’observen valors de D de Tajima que es desviïn 

significativament del que s’esperaria sota condicions de neutralitat a excepció de la regió p127 

en l’ordenació J1 (P < 0,05). Els estadístics D i F de Fu i Li mostren un patró similar a l’observa’t 

per l’estadístic D de Tajima i únicament la regió p127 en l’ordenació J1 presenta valors que es 
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desvien significativament del que s’esperaria sota el model neutre estàndard. Els resultats 

observats d’aquests estadístics indiquen que l’espectre de freqüències està desviat, de forma 

general, cap a un excés de polimorfismes amb variants a baixa freqüència, principalment 

singletons. 

L’estadístic H normalitzat de Fay i Wu no mostra un patró de variació nucleotídica 

homogeni al llarg de totes les regions en estudi i els seus valors oscil·len de -0,90 en la regió 

p221 en l’ordenació J1 a 0,97 en la regió p127 en l’ordenació Jst. El valor de l’H normalitzat de 

Fay i Wu és de 0,07 i de 0,01 al concatenar les sis regions en estudi per l’ordenació J1 i Jst, 

respectivament. En cap cas, aquest estadístic es desvia significativament del que s’esperaria 

sota condicions de neutralitat.  

La diversitat haplotípica (Hw) de les diferents regions en estudi és molt elevada, 

presentant valors superiors a 0,96 en totes les regions. Aquesta elevada diversitat haplotípica 

indicaria que les variants úniques (singletons) no estan concentrades en línies particulars. 

R4.3 Comparació dels nivells i patrons de polimorfisme en regions localitzades dins i 

fora de la inversió J1 

Es va analitzar si els nivells i patrons de polimorfisme eren significativament diferents 

en les regions localitzades dins i fora de la inversió J1. Les regions dins de la inversió es van 

analitzar segons l’ordenació i es van comparar independentment amb la resta de regions. Per 

l’estudi dels nivells de variació es va utilitzar l’estadístic diversitat nucleotídica (Figura R4.4) i 

pels patrons de variació l’estadístic D de Tajima (Figura R4.5). No s’observen diferències 

significatives ni en relació als nivells de diversitat nucleotídica mitjançant l’estadístic � (test no 

paramètric de Wilcoxon, P = 0,97, comparant les 6 regions localitzades dins del segment 

invertit en les línies Jst amb les 18 regions no afectades per la inversió; test no paramètric de 

Wilcoxon, P = 0,48, comparant les regions localitzades dins del segment invertit en les línies J1 

amb les 18 regions no afectades per la inversió) ni en relació als patrons de variació analitzats 
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amb l’estadístic D de Tajima (test no paramètric de Wilcoxon, P = 0,12, comparant les 6 regions 

localitzades dins el segment invertit en les línies Jst amb les 18 regions no afectades per la 

inversió; test no paramètric de Wilcoxon, P = 0,18, comparant les regions localitzades dins el 

segment invertit en les línies J1 amb les 18 regions no afectades per la inversió).  

 

Figura R4.4. Diversitat nucleotídica (�, Nei 1987) en les 24 regions en estudi. Per les regions localitzades dins de la inversió J1 les 

estimes de ��s’indiquen independentment per les línies J1 ( color verd) i les línies Jst (color taronja).  

 

Figura R4.5. D de Tajima (1989) en les 24 regions en estudi. Per les regions localitzades dins de la inversió J1 les estimes de 

l’estadístic D de Tajima s’indiquen independentment per les línies J1 ( color verd) i les línies Jst (color taronja). 

Els resultats obtinguts de les anàlisis dels nivells i patrons de polimorfisme en les 

regions localitzades dins de la inversió J1, mostren valors similars als obtinguts en les regions 

localitzades fora de la inversió, corroborant que possiblement els nivells i patrons observats en 

les regions localitzades dins de la inversió també estiguin reflectint, almenys en part, la història 
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demogràfica recent de l’espècie. No obstant això, degut al caràcter adaptatiu de les inversions 

cromosòmiques a D. subobscura, alhora d’analitzar la demografia d’aquesta espècie, no es 

consideraran les sis regions incloses dins de la inversió ja que tot i que no s’observin nivells i 

patrons de variació diferents, les regions incloses dins de la inversió J1 no serien a priori bones 

candidates alhora de realitzar inferències demogràfiques ja que podrien reflectir 

fonamentalment la pròpia història evolutiva de la inversió. 

R4.4 Diferenciació genètica entre les ordenacions J1 i Jst 

La diferenciació genètica entre les dues ordenacions analitzades J1 i Jst es va estimar 

mitjançant els estadístics: DXY, nombre promig de diferències nucleotídiques per posició entre 

poblacions (Nei 1987) i Da, nombre net de substitucions nucleotídiques per posició entre 

poblacions (Nei 1987). Els resultats obtinguts es mostren en la Taula R4.3. 

Taula R4.3. Diferenciació genètica entre les ordenacions J1 i  Jst 

Regions Compartits Fixats Sx1 Sx2 Dxy Da 
p222 0 4 24 10 0,0100 0,0062 
p127 0 2 24 12 0,0053 0,0022 
P137 21 3 134 71 0,0209 0,0080 
p221 10 0 93 52 0,0139 0,0037 
p39 36 0 154 53 0,0201 0,0047 

p174 26 0 111 54 0,0178 0,0037 
Seqüències  concatenades 82 9 498 244 0,0167 0,0052 

 
Compartits, nombre de llocs polimòrfics segregants per les mateixes dues variants en les dues ordenacions; Fixats, nombre de llocs 

polimòrfics amb variants fixades diferencialment; Sx1, nombre de llocs polimòrfics en l’ordenació J1 i monomòrfics en l’ordenació 

Jst; Sx2, nombre de llocs polimòrfics en l’ordenació Jst i monomòrfics en l’ordenació J1; Dxy, promig del nombre de diferències 

nucleotídiques per posició entre les dues ordenacions corregida per Jukes i Cantor (1969); Da, nombre net de diferències 

nucleotídiques per posició entre ordenacions corregida per Jukes i Cantor (1969). 

 Les regions p222 i p127, presenten respectivament 4 i 2 diferències fixades i cap 

polimorfisme compartit. Aquestes regions són les més properes als punts de trencament. Per 

contra, les regions localitzades més al centre de la inversió J1 (p137, p221, p39 i p174), 

presenten un elevat nombre de polimorfismes compartits, probablement degut a l’intercanvi 

genètic entre ordenacions. Les estimes de diferenciació genètica (Dxy) entre les ordenacions J1 i 
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Jst varien de 0,0053 (p127) a 0,209 (p137). Quan l’estadístic Dxy és corregit pel nivell de variació 

en cada regió, la regió p127 continua presentant els nivells menors de diferenciació genètica i 

la regió p137 els majors. 

 La diferenciació genètica també es va estimar mitjançant l’estadístic FST (Hudson et al. 

1992b). Per contrastar si la diferenciació genètica entre les dues ordenacions en estudi era 

significativa, es va aplicar el test de les permutacions proposat per Hudson et al. (1992b) basat 

en l’estadístic Ks*. La significació estadística de l’estadístic Ks*, es va determinar per 

simulacions de Monte Carlo en realitzar 1000 permutacions aleatòries de la mostra total. Per 

avaluar el possible efecte de la inversió en regions properes al punt de trencament però 

localitzades fora d’aquesta, es van incloure en l’anàlisi les regions p148 i p32096. Els resultats 

obtinguts es mostren en la Taula R4.4.  

Taula R4.4. Diferenciació genètica entre les dues ordenacions i test de les permutacions 
 

Regions FST (ks*) 
p222 0,619 < 0,001 
p127 0,415 < 0,001 
P137 0,378 < 0,001 
p221 0,266 < 0,001 
p39 0,233 < 0,001 

p174 0,206 < 0,001 
Seqüències  concatenades 0,307 < 0,001 

p148 0,003 0,645 
p32096 < 0,001 0,140 

 
FST, estima de la diferenciació genètica (Hudson 1992b); ks*, probabilitat del test de les permutacions basat en l’estadístic ks*. Es 

mostren les regions ordenades en funció de la seva proximitat al punt de trencament, així com també els resultats obtinguts al 

concatenar-les. En gris es mostren les regions p148 i p32096, les dues regions analitzades fora de la inversió J1  però més properes 

als punts de trencament en estudi. 

 S’observa una diferenciació genètica significativa entre les ordenacions J1 i Jst en totes 

les regions incloses dintre de la inversió J1 (test de les permutacions basat en l’estadístic Ks*; P 

< 0,001). Per altra banda, es detecta una major diferenciació genètica en les regions p222 i 

p127 que són les regions més properes als punts de trencament i les que presenten diferències 

fixades. Tot i que en les tres regions centrals de la inversió no s’observin diferències fixades, la 
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diferenciació genètica observada continua sent altament significativa. Aquesta diferenciació 

genètica deixa de ser significativa en les dues regions analitzades més properes als punts de 

trencament però localitzades fora de la inversió J1 (p148 i p237). Aquestes regions es troben 

aproximadament a 0,9 i 1,4 Mb d’un dels punts de trencament de la inversió J1.  

Es va analitzar la diferenciació genètica de cada regió (FST) localitzada dins de la 

inversió en funció de la distància al punt de trencament més proper. Els resultats obtinguts es 

mostren en la Figura R4.6. 

 
 
Figura R4.6. Diferenciació genètica (FST) entre ordenacions cromosòmiques per a cada regió en estudi en funció de la distància al 

punt de trencament més proper de la inversió J1. Aquesta distància es va estimar considerant una distribució homogènia del DNA 

al llarg de tota la inversió J1 i utilitzant com a referència del contingut de DNA de l’element cromosòmic les dades publicades per 

l’espècie D. pseudoobscura (Schaeffer et al. 2008). 

La diferenciació genètica en funció de la distància de cada regió al punt de trencament 

és significativa (coeficient de correlació d’Spearman; P < 0,005) i s’observa una major 

diferenciació com més a la vora del punt de trencament es localitzen les regions. 

R4.5 Conversió gènica 

Tot i la clara diferenciació genètica entre les dues ordenacions, es van detectar 

polimorfismes compartits. La presència d’aquests polimorfismes s’hauria d’explicar per 

mutacions recurrents o alternativament a l’intercanvi genètic degut a conversió gènica o a 
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dobles entrecreuaments. Seguint l’algoritme proposat per Bertrán et al. (1997), es van 

analitzar el nombre d’esdeveniments d’intercanvi genètic entre ordenacions cromosòmiques. 

Els resultats obtinguts es mostren en la Taula R4.5. 

Taula R4.5. Tractes de conversió gènica identificats en les diferents regions en estudi 
 

Regions 
Nombre de tractes 

de conversió 
gènica 

Llargada dels 
tractes 

p222 0 
p127 0 
P137 4 8, 45, 22, 9 
p221 3 2, 97, 191 
p39 2 4, 140 

p174 3 219, 136, 17, 455 
 
L’ordre de les diferents regions en estudi que es mostra a la taula es dóna  en funció de la seva proximitat al punt de trencament. 

Es detecta intercanvi genètic en les regions localitzades més al centre de la inversió 

(p137, p221, p39 and p174), regions que, com s’ha comentat anteriorment, també presenten 

un elevat nombre de polimorfismes compartits. En les dues regions més properes als punts de 

trencament (p222 i p127) no es detecta intercanvi genètic. Aquests resultats evidencien la 

presència d’un major intercanvi genètic entre ordenacions en les regions centrals de la 

inversió, respecte a les més properes als punts de trencament. Si es considera que la taxa de 

conversió gènica és uniforme al llarg de tota la inversió, aquests resultats podrien indicar que 

els dobles entrecreuaments haurien contribuït a l’intercanvi genètic en regions centrals de la 

inversió J1. 

Per les dues regions més properes als punts de trencament (p222 i p127) i en les que 

no es detecta intercanvi genètic, es va reconstruir una xarxa d’haplotips, mitjançant el 

programa Network basat en mètodes de màxima versemblança i a través de la metodologia 

median-joining network. Els resultats es mostren en les Figures R4.7 i R4.8. 
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Figura R4.7. Xarxa d’haplotips de la regió p222. Les línies amb l’ordenació J1 estan representades en verd i les línies amb 

l’ordenació Jst estan representades en taronja. Quan més gran és el diàmetre de les circumferències més línies comparteixen 

aquest haplotip. 

 
 
Figura R4.8. Xarxa d’haplotips de la regió p127. Les línies amb l’ordenació J1 estan representades en verd i les línies amb 

l’ordenació Jst estan representades en taronja. Quan més gran és el diàmetre de les circumferències més línies comparteixen 

aquest haplotip. 
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Tot i que les dues regions properes als punts de trencament presentin una elevada 

diferenciació genètica en relació a les dues ordenacions cromosòmiques, aquesta diferenciació 

és major en la regió p222, la regió més propera al punt de trencament, fet que s’observa per 

un nombre de mutacions més elevat en la branca que diferencia les dues ordenacions.  

R4.6 Desequilibri de lligament  

 Per estudiar el desequilibri de lligament, es va analitzar l’associació entre les 

ordenacions cromosòmiques (J1 i Jst) i les variants presents a les posicions polimòrfiques 

informatives (una posició és informativa quan almenys presenta dues variants cadascuna 

d’elles presents almenys en dues seqüències) mitjançant l’estadístic r2 (Hill i Robertson 1968). 

Es va estudiar el desequilibri de lligament en funció de la distància al punt de trencament més 

proper. Els resultats es mostren en la Figura R4.9.  

 
 
Figura R4.9. Associació entre les dues ordenacions cromosòmiques i les variants presents a les posicions informatives per cada 

regió en funció de la distància al punt de trencament més proper. Aquesta distància es va estimar considerant una distribució 

homogènia del DNA  al llarg de tota la inversió J1 i utilitzant com a referència del contingut de DNA de l’element cromosòmic les 

dades publicades per l’espècie D. pseudoobscura (Schaeffer et al. 2008). 

La regió més propera al punt de trencament (p222) és la que mostra una associació 

més elevada entre les diferents ordenacions cromosòmiques i la variació nucleotídica. 

S’observa una correlació positiva entre el desequilibri de lligament i la distància al punt de 

trencament (coeficient de correlació d’Spearman; P < 0,005). Tot i que aquesta associació 

r2
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decreix en les altres regions, si s’elimina la regió p222 de l’anàlisi es continua observant una 

correlació positiva entre el desequilibri de lligament i la distància al punt de trencament 

(coeficient de correlació d’Spearman; P < 0,037). Dades teòriques prediuen que s’esperaria un 

elevat desequilibri de lligament en regions properes als punts de trencament i en regions on la 

selecció podria mantenir complexes de gens coadaptats (Navarro et al 1997, 2000). 

 R4.7 Genealogia de la mostra de seqüències  

Es va utilitzar el programa MEGA5 (Tamura et al. 2011) amb el mètode de neighbor-

joining (Saitou y Nei 1987) per obtenir la genealogia dels al·lels del concatenat de les sis 

regions localitzades dins de la inversió J1. Per aquesta anàlisi es van utilitzar 21 línies 

homocariotípiques, 14 de les quals tenen l’ordenació cromosòmica J1 i 7 l’ordenació Jst. No es 

van utilitzar les 27 línies homocariotípiques obtingudes ja que en algunes de les línies amb 

ordenació J1 no va ser possible amplificar alguna de les regions estudiades. Els resultats de 

l’arbre genealògic es mostren a la Figura R4.10. 

 
 
Figura R4.10. Genealogia obtinguda pel mètode neighbor-joining basat en la variació nucleotídica del concatenat de les seqüències 

de les regions incloses dintre de la inversió J1. Els valors que es mostren en l’arbre genealògic són els percentatges de bootstrap 

(10.000 rèpliques). Les circumferències taronges indiquen aquelles línies que presenten l’ordenació Jst mentre que les 

circumferències verdes indiquen aquelles línies que tenen ordenació J1. D. guanche s’utilitza com a outgroup. 
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La genealogia del concatenat de les sis regions en estudi mostra una clara agrupació de 

les línies segons la seva ordenació cromosòmica. A més, els dos clústers que agrupen, 

respectivament, les línies Jst i J1 presenten un elevat valor de bootstrap. Aquesta agrupació 

diferencial preval tot i la presència d’intercanvi genètic en quatre de les sis regions en estudi 

localitzades en les parts més centrals de la inversió (p137,p221, p174, p39). La genealogia de la 

mostra indica també que les dues ordenacions són antigues i és consistent amb l’origen 

monofilètic de les inversions cromosòmiques. La topologia de l’arbre és en forma d’estrella, 

caracteritzada per les branques dels nodes interns més curtes respecte a les dels nodes 

externs. 
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R5 INFERÈNCIES DEMOGRÀFIQUES EN L’ESPÈCIE D. SUBOBSCURA 

 En els apartats R5.1 i R5.2 es presenten els resultats de les inferències demogràfiques 

realitzades en la població natural de D. subobscura de Barcelona. Per aquestes anàlisis es van 

utilitzar 16 de les 18 regions no codificadores distribuïdes al llarg del cromosoma J no 

afectades per inversions cromosòmiques ni per processos de selecció natural (veure Resultats 

R3). Donat que per una banda en la regió p196 no es va poder seqüenciar l’espècie outgroup i 

que, per una altra, les anàlisis efectuades en la regió p169 semblaven indicar que aquesta 

podia estar sotmesa a pressions selectives, aquestes dues regions no van ser considerades per 

aquestes anàlisis. Les regions que es van utilitzar són: p8593, p32096, p148, p237, p215, p227, 

p10849, p220, p175, p271, p187, p203, p204, p248, p018 i p108. Es van analitzar 

aproximadament 30 kb (excloent les posicions amb gaps) amb una grandària mostral que varia 

de 18 a 21 línies homocariotípiques (a excepció de la regió p32096 per la que només es van 

poder amplificar 13 línies) i es va utilitzar D. guanche com a outgroup. Una vegada es va 

identificar el model demogràfic més probable que pot explicar la variabilitat nucleotídica 

observada en l’actualitat a D. subobscura es van realitzar altres inferències utilitzant aquest 

model en les anàlisis tant en regions incloses dintre de la inversió J1 (apartat R5.3) com en 

possibles regions afectades per la selecció natural (apartat R5.4). 

R5.1 Estimació del temps de divergència entre diversos llinatges 

 Es va estimar el temps de divergència entre D. subobscura i D. guanche, informació 

necessària per les anàlisis d’ABC posteriors, i el temps de separació entre els subgrups 

pseudoobscura i subobscura. 

Model de substitució 

El model de substitució nucleotídica més probable de totes les regions en estudi és el 

model HKY, amb taxes evolutives uniformes en la major part d’elles, a excepció de les regions 

p175, p215 i p18 amb taxes no uniformes modelades per una distribució Gamma i les regions 
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p237 i p148 amb taxes no uniformes, considerant que una proporció de les posicions són 

evolutivament invariables. 

Temps de divergència  

 Els resultats obtinguts amb el programa BEAST v.1.6.2 (Drummond i Rambaut 2007) es 

mostren en la Taula R5.1 on hi ha diversos estadístics descriptius de la distribució posterior 

dels paràmetres d’interès, en les Figures R5.1-a i R5.1-b on hi ha representades les 

distribucions posteriors d’aquests paràmetres i en la Figura R5.2 on es mostra l’arbre 

filogenètic més probable. 

Taula R5.1. Estadístics descriptius de la distribució posterior dels paràmetres temps de separació entre el subgrups subobscura i 

pseudoobscura i temps de separació entre D. subobscura i D. guanche.  

Temps de separació grup obscura i grup 
pseudoobscura 

D. subobscura i D. 
guanche 

Mitjana 7,46 1,99 
Desviació estàndard 1,06x10-02 4,5x10-03 

mediana 7,45 1,99 
límit inferior del 95% de la distribució 6,54 1,65 

límit superior del 95% de la distribució 8,45 2,33 
 
Els estadístics descriptius de la distribució posterior dels dos paràmetres en estudi venen expressats en milions d’anys. Es presenta 

la mitjana, la desviació estàndard i la mediana, així com també els límits inferior i superior del 95% de la distribució posterior. 

 

Figura R5.1-a. Distribució posterior del temps de separació entre el grup subobscura i el grup pseudoobscura, expressat en milions 

d’anys. b. Distribució posterior del temps de divergència entre D. subobscura i D. guanche, expressat en milions d’anys. En color 

blau es mostra el 95% de la distribució. 

Temps de separació entre el subgrup subobscura i pseudoobscura temps de divergència entre  D. subobscura i D. guanche
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Figura R5.2. Arbre filogenètic més probable inferit amb el programa BEAST. Al costat dels nodes es mostra el temps de divergència 

més probable entre els diferents llinatges expressat en milions d’anys (Ma). Entre parèntesis es mostra els límits inferior i superior 

del 95% de la distribució posterior dels temps de divergència dels diferents llinatges. 

La mitjana estimada del temps de separació dels subgrups subobscura i pseudoobscura 

és de 7,5 milions d’anys (6,54 - 8,45 com a límits inferior i superior del 95% de la distribució). 

Així mateix, la mitjana estimada del temps de divergència entre D. subobscura i D. guanche és 

de 2 milions d’anys (1,65 - 2,33 com a límits inferior i superior del 95% de la distribució).  

R5.2 Història demogràfica recent de D. subobscura estimada a través de 

metodologies d’Approximate Bayesian Computation 

Disseny de la distribució a priori pel paràmetre poblacional de mutació (��) 

Per dissenyar la distribució a priori del paràmetre poblacional de mutació (�), sent 

��=4Ne� (on Ne és la grandària efectiva de l’espècie i ��la taxa de mutació per posició i per 

generació), es van considerar constants tant el temps de divergència entre D. subobscura i D. 

guanche com el nombre de generacions per any. Es va condicionar el paràmetre poblacional 

de mutació a la possible variació en la grandària efectiva de l’espècie, dissenyant per aquesta 

grandària una distribució a priori uniforme amb valors que oscil·len entre 1x106 (Pascual et al. 

2007) i 1x107 (Comeron et al. 1997) individus. Es va calcular la taxa de mutació per posició i per 

generació (�
, de cadascuna de les 16 regions en estudi sota la premissa de neutralitat d’acord 

amb l’expressió μ=K/2t. Es va utilitzar la divergència nucleotídica K (Nei 1987) corregida 

d’acord a Jukes i Cantor (1969) de cadascuna d’elles i el temps de divergència expressat en 

generacions entre D. subobscura i D. guanche que es va fixar en dos milions d’anys i 

7,46 (6,54 – 8,45)

1,99 (1,65 – 2,33)

5,0 Ma
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considerant cinc generacions per any. El valor promig de � que es va obtenir va ser de  

2,51x10-9 mutacions per posició i per generació. Posteriorment es va dissenyar la distribució a 

priori del paràmetre poblacional de mutació, a partir d’aquest valor promig de la taxa de 

mutació i de la distribució a priori de la grandària efectiva de l’espècie (Ne), obtenint una 

distribució a priori uniforme amb valors que oscil·len de���= 0,01 a���= 0,1��En la Taula R5.2 es 

mostra la divergència estimada per les diferents regions i les corresponents estimes de la taxa 

de mutació. 

Taula R5.2. Divergència nucleotídica i taxa de mutació per posició i per generació de les 16 regions en estudi. 
 

regions K ����
p175 0,04 2,00x10-9 

p32096 0,05 2,70 x10-9 
p148 0,05 2,30 x10-9 
p237 0,07 3,40 x10-9 
p215 0,06 3,10 x10-9 
p227 0,03 1,40 x10-9 

p8593 0,04 2,20 x10-9 
p220 0,09 4,50 x10-9 
p271 0,04 1,75 x10-9 
p187 0,03 1,60 x10-9 
p203 0,06 2,75 x10-9 

p10849 0,02 1,20 x10-9 
p204 0,04 1,75 x10-9 
p248 0,07 3,70 x10-9 
p018 0,05 2,55 x10-9 
p108 0,07 3,25 x10-9 

mitjana 0,05 2,51 x10-9 
 
K, divergència nucleotídica (Nei, 1987) corregida d’acord a Jukes i Cantor (1969); ���taxa de mutació per posició i per generació (μ 

= K/2t, sent t el temps de divergència entre D. subobscura i D. guanche estimat en dos milions d’anys i considerant cinc 

generacions per any). 

Efecte de les mutacions recurrents en l’espectre de freqüències desdoblat 

En la Figura R5.3 es mostra l’espectre de freqüències desdoblat observat, és a dir en el 

què els polimorfismes es polaritzen per parsimònia tenint en compte la seqüència de 

l’outgroup, així com també es mostra aquest espectre corregit utilitzant la correcció proposada 

a Hernandez et al. (2007) que té en compte la possibilitat de mutacions recurrents. En la Taula 
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R5.3 es mostra el tant per cent de guany o pèrdua de polimorfismes en l’espectre de 

freqüències desdoblat corregit respecte l’espectre de freqüències desdoblat observat. 

 

Figura R5.3. Espectre de freqüències desdoblat observat, polaritzant els polimorfismes per parsimònia tenint en compte la 

seqüència de l’espècie outgroup D. guanche (en blau) i espectre de freqüències desdoblat corregit (en vermell). En l’eix de les X es 

mostra la freqüència dels diferents polimorfismes i en l’eix de les Y el seu nombre. 

Taula R5.3. Percentatge de guany o pèrdua de polimorfismes  en l’espectre de freqüències desdoblat corregit, respecte l’espectre 

de freqüències desdoblat observat. 

Freqüència 
dels 

polimorfismes 
fr1 fr2 fr3 fr4 fr5 fr6 fr7 fr8 fr9 fr10 fr11 fr12 fr13 fr14 fr15 fr16 fr17 

% guany o 
pèrdua 5,3 4,7 4,7 2,9 3,3 2,7 2,7 0 0 0 -5,2 -5,1 -7,8 -5,8 -23,7 -24 -64,8 

 
Els valors del tant per cent de guany es mostren en positiu i els valors de tant per cent de pèrdua es mostren en negatiu. 

L’espectre de freqüències desdoblat observat en les 15 regions en estudi en les que la 

grandària mostral és igual o superior a 18 individus (no es considera la regió p32096 en 

aquesta anàlisi degut a que la seva grandària mostral és de 13 individus) està caracteritzat per 

una elevada proporció de polimorfismes amb variants a baixa freqüència. Quan s’aplica la 

correcció proposada a Hernandez et al. (2007), el tant per cent de guany de polimorfismes 

amb variants a baixa freqüència no és elevat, ja que la població en estudi ja presenta 

inicialment un nombre elevat d’aquests polimorfismes. Amb els polimorfismes amb variants a 

elevada freqüència, s’observa el patró contrari: en l’espectre de freqüències desdoblat 
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observat hi ha relativament pocs polimorfismes amb variants a elevada freqüència i quan es 

corregeix l’espectre de freqüències desdoblat hi ha una pèrdua important d’aquests 

polimorfismes.  

En una espècie com D. subobscura que mostra uns nivells elevats de polimorfisme és 

important, per tant, tenir en compte la possibilitat de mutacions recurrents quan s’efectuen 

simulacions de coalescència. La inclusió d’aquesta possibilitat reflecteix d’una manera més 

acurada el procés mutacional i, per tant, permet utilitzar l’estadístic H normalitzat de Fay i Wu 

(Fay i Wu 2000; Zeng et al. 2006) que és informatiu per les variants derivades a elevada 

freqüència sense els problemes associats amb la identificació errònia de les variants ancestrals 

(Baudry i Depaulis 2003). 

Estadístics simulats 

Per cadascun dels 4 models evolutius considerats (veure Figura M3.2), es va realitzar 

un milió de simulacions, condicionades als paràmetres que els defineixen. Es va resumir la 

informació continguda en cada simulació en la mitjana i la variància d’un conjunt d’estadístics, 

els estadístics simulats. Els estadístics simulats es van classificar en diferents categories: a) 

estadístics que aporten informació sobre els nivells de variació: S, nombre de llocs segregants i 

�, diversitat nucleotídica per locus (Tajima 1983); b) estadístics de classe I (Ramos-Onsins i 

Rozas, 2002) que detecten desviacions de l’espectre de freqüències: D, estadístic D de Tajima 

(1989); R2, estadístic R2 de Ramos-Onsins i Rozas (2002) i Hnorm, estadístic H normalitzat de 

Fay i Wu (Fay i Wu 2000, Zeng et al. 2006); c) estadístics de classe II (Ramos-Onsins i Rozas, 

2002) que utilitzen la informació de la distribució dels haplotips i per tant del desequilibri de 

lligament i la recombinació: Hw, diversitat haplotípica (Nei 1987); Fs de Fu (1997) i ZA de Rozas 

et al. (2001). En les Figures R5.4-R5.6 es mostra en diferents diagrames de caixa, la distribució 

de la mitjana i la variància del milió d'estadístics simulats pels 4 models demogràfics plantejats, 

així com també els valor promig observat d’aquests estadístics.  
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Figura R5.4. Diagrama de caixa del milió d’estadístics simulats que aporten informació dels nivells de variació sota els quatre 

models demogràfics en estudi. M1, model neutre estàndard; M2, model d’expansió; M3, model de coll d’ampolla i M4 model de 

barreja. La línea discontínua vermella és el valor promig de la mitjana o la variància dels estadístics observats, sent aquests 

estadístics: S, nombre de llocs segregants i �, diversitat nucleotídica per locus (Tajima 1983). 

En els estadístics simulats que aporten informació sobre els nivells de variació, 

s’observa que els tres models que plantegen algun canvi demogràfic al llarg de la història 

evolutiva de D. subobscura (M2, M3 i M4), presenten en general valors que s’ajusten més a les 

dades observades respecte el model M1, model neutre estàndard. 

 

 
 
Figura R5.5. Diagrama de caixa del milió d’estadístics simulats de classe I sota els quatre models demogràfics en estudi: M1, model 

neutre estàndard; M2, model d’expansió; M3, model de coll d’ampolla i M4 model de barreja. La línia discontínua vermella és el 

valor promig de la mitjana o la variància dels estadístics observats, sent aquests estadístics: D, estadístic D de Tajima (1989); 

Hnorm, estadístic H normalitzat de Fay i Wu (Fay i Wu 2000; Zeng et al. 2006) i R2, estadístic R2 de Ramos-Onsins i Rozas ( 2002). 

En els models que plantegen un coll d’ampolla (M3 i M4) s’observa una variància més 

elevada en els valors simulats de l’estadístic D de Tajima, respecte el model d’expansió M2. 

Aquest patró és similar al de l’estadístic R2, sensible per detectar expansions poblacionals. 
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L’elevat nombre de polimorfismes amb variants a baixa freqüència observat en les anàlisis de 

les seqüències de DNA podria reflectir, per tant, una expansió en el passat de l’espècie. En 

relació a l’estadístic H normalitzat de Fay i Wu (Fay i Wu 2000; Zeng et al. 2006), s’observa com 

en els models M2, M3 i M4 els valors de la distribució d’aquest estadístic difereixen de 

l’esperat sota el model neutre estàndard. 

 

 
 
Figura R5.6. Diagrama de caixa del milió d’estadístics simulats de classe II sota els quatre models demogràfics en estudi: M1, 

model neutre estàndard; M2, model d’expansió; M3, model de coll d’ampolla i M4 model de barreja. La línia discontínua vermella 

és el valor promig de la mitjana o la variància dels estadístics observats, sent aquests estadístics: Hw, diversitat haplotípica (Nei 

1987); Fs de Fu (1997) i estadístic ZA (Rozas et al. 2001). 

 Els quatre models en estudi presenten valors elevats de diversitat haplotípica (Hw), 

podent reproduir en els 4 models els valors observats d’aquest estadístic. Per l’estadístic Fs de 

Fu (1997), sota el model neutre estàndard (M1) s’esperarien valors propers a zero, tal i com 

s’observa en les simulacions. En el model M2 els valors simulats de l’estadístic ZA, tendeixen a 

presentar valors menors dels observats, tot i que estarien dintre del 95% de l’interval de 

confiança de la distribució. 

En el model neutre estàndard M1, en el qual l’espècie no ha patit canvis en un període 

llarg de la seva història evolutiva i per tant la variabilitat nucleotídica està en equilibri deriva-

mutació, els valors dels estadístics simulats D de Tajima i H normalitzat de Fay i Wu són 

propers a zero, tal i com s’esperaria sota aquestes condicions. Els valors observats en la 
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població en estudi estan allunyats dels valors simulats d’aquests estadístics sota el model 

neutre estàndard. Aquesta desviació, posa de manifest que la variació a D. subobscura no es 

troba en l’actualitat en equilibri deriva-mutació i que, per tant, la seva història evolutiva haurà 

estat influenciada per factors demogràfics. En les anàlisis posteriors no s’inclou, per tant, el 

model M1 en no poder explicar les dades observades. 

Tria d’estadístics 

Es va realitzar una primera anàlisi per avaluar quins estadístics podien aportar més 

informació per estimar els diferents paràmetres en estudi, a través de la correlació de Pearson 

entre els estadístics i els paràmetres. En la Taula R5.4 es mostren els resultats obtinguts 

d’aquestes correlacions. 

Taula R5.4. Coeficient de correlació de Pearson entre cadascun del milió d’estadístics simulats d’un model i els valors dels 

paràmetres que el defineixen de cadascuna de les simulacions en els 4 models en estudi. M1, model neutre estàndard; M2, model 

d’expansió; M3, model de coll d’ampolla i M4 model de barreja. 

 
 
Els diferents colors mostren els valors del rang de correlació: negre (0,8  |r|), vermell (0,6  |r| < 0,8), taronja (0,4  |r| < 0,6), 

groc (0,2  |r| < 0,4) i no color (|r| <0,2). S, nombre de llocs segregants; �, diversitat nucleotídica per locus (Tajima 1983); D, 

estadístic D de Tajima (1989); Hnorm, estadístic H normalitzat de Fay i Wu (Fay i Wu 2000; Zeng et al. 2006); R2, estadístic R2 de 

Ramos-Onsins i Rozas (2002); Hw, diversitat haplotípica (Nei 1987); Fs, estadístic Fs de Fu (1997); ZA, estadístic ZA (Rozas et al. 2001). 

paràmetres comuns  paràmetres propis de cada model 

���� R N1a T1a N2a T1b N1b T2 N1b T2 N3b T1b N2b 

Models/estadÍstics M2 M3 M4 M2 M3 M4 M2 M2 M3 M3 M3 M3 M4 M4 M4 M4 M4 

mitjana S 0,5 0,6 0,6 <0,05 <0,05 <0,05 0,4 <0,05 0,5 0,4 0,3 0,5 0,3 0,5 0,3 0,5 0,2 

variància S 0,5 0,6 0,6 <0,05 0,1 0,1 0,4 <0,05 0,3 0,4 0,3 0,4 0,3 0,4 0,2 0,4 0,1 

mitjana ���� per locus 0,5 0,6 0,6 <0,05 <0,05 <0,05 0,6 0,1 0,4 0,4 0,3 0,5 0,3 0,5 0,3 0,5 0,2 

variància ����per locus 0,5 0,6 0,6 0,1 0,1 0,1 0,5 0,1 0,3 0,4 0,3 0,4 0,3 0,4 0,2 0,4 0,1 

mitjana D 0,1 0,4 0,4 <0,05 <0,05 <0,05 0,6 0,2 0,5 0,5 0,2 0,5 0,2 0,5 0,4 0,5 0,1 

variància D <0,05 0,1 0,1 0,2 0,3 0,3 0,1 0,3 0,2 0,2 0,1 0,2 0,1 0,2 0,3 0,2 0,1 

mitjana Hnorm 0,6 0,4 0,4 <0,05 <0,05 <0,05 0,2 0,7 0,3 0,5 0,2 0,5 0,1 0,5 0,1 0,5 <0,05 

variància Hnorm 0,1 0,1 0,1 0,1 0,3 0,3 <0,05 0,3 0,2 0,2 0,1 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2 0,1 

mitjana R2 <0,05 0,4 0,4 <0,05 <0,05 <0,05 0,4 0,2 0,5 0,5 0,2 0,5 0,2 0,5 0,4 0,6 0,1 

variància R2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,3 0,3 0,1 0,3 0,3 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 0,3 0,1 0,1 

mitjana Hw 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1 0,2 0,3 0,2 0,4 0,1 <0,05 <0,05 <0,05 0,1 0,4 <0,05 0,1 

variància Hw 0,2 0,3 0,3 <0,05 0,1 0,1 0,3 0,2 0,4 <0,05 <0,05 0,1 <0,05 0,1 0,4 0,1 0,1 

mitjana Fs 0,2 0,5 0,5 0,4 0,2 0,2 0,3 0,3 0,4 0,6 0,2 0,6 0,2 0,6 0,3 0,6 0,1 

variància Fs 0,3 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2 0,3 <0,05 0,5 0,2 <0,05 0,2 <0,05 0,3 0,4 0,3 0,1 

mitjana ZA 0,3 0,5 0,5 0,1 0,1 0,1 0,5 0,3 0,3 0,5 0,2 0,5 0,2 0,5 0,1 0,5 <0,05 

variància ZA <0,05 0,1 0,1 0,1 0,2 0,3 0,1 0,2 0,3 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 0,3 0,1 0,1 
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Els estadístics simulats que mostren una major correlació amb el paràmetre 

poblacional de mutació són els estadístics que aporten informació sobre els nivells de 

variabilitat, presentant ambdós estadístics nivells similars de correlació amb aquest paràmetre. 

En relació al paràmetre poblacional de recombinació, no s’observa ni per la mitjana ni per la 

variància de cap dels estadístics proposats, correlacions iguals o superiors a 0,5. Aquests valors 

posen de manifest la poca informació prèvia disponible en relació a la taxa de recombinació de 

l’espècie que conduí a una distribució a priori molt àmplia. Cal afegir que es va valorar la 

informació que poden aportar els estadístics de classe I en quant als paràmetres propis de 

cada model. Altrament, en el model M4 s’observa com pel paràmetre N2b, paràmetre que 

defineix la proporció d’individus menor de les dues subpoblacions, cap de les correlacions 

presenta valors superiors a 0,2. 

 El conjunt d’estadístics utilitzat en la tria de models va ser el següent: en relació als 

estadístics que aporten informació sobre els nivells de variabilitat nucleotídica es va utilitzar el 

nombre de llocs segregants (S), en relació als estadístics que aporten informació sobre els 

patrons de variabilitat nucleotídica es van utilitzar l’estadístic D de Tajima (1989) i l’estadístic H 

normalitzat de Fay i Wu (Fay i Wu 2000; Zeng et al. 2006), i finalment en relació als estadístics 

que poden aportar informació sobre el desequilibri de lligament es va utilitzar l’estadístic ZA 

(Rozas et al. 2001).  

Distribucions predictives posteriors 

Prèviament a la tria de models, es va avaluar si aquests podien reproduir les dades 

observades mitjançant distribucions predictives posteriors, ja que si no fos així comparar-los 

entre ells podria donar estimes de les probabilitats posteriors esbiaixades. Amb el conjunt 

d’estadístics triat, es va realitzar una anàlisi d’ABC per cadascun dels tres models demogràfics 

plantejats (M2, M3 i M4), utilitzant un llindar de tolerància del 0,01, és a dir del milió de 

simulacions total, i es van escollir les 10.000 simulacions en les que els estadístics simulats 
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s’assemblaven més als estadístics observats, mitjançant el mètode de correcció per regressió 

lineal (Beaumont et al. 2002). Amb els 10.000 valors de les distribucions posteriors dels 

paràmetres de cada model en estudi, es van construir les distribucions predictives posteriors. 

En la Figura R5.7 es mostren les distribucions dels 10.000 estadístics simulats a posteriori en els 

diferents models en estudi i en la Taula R5.5 la probabilitat dels diferents estadístics resum. 

 
 
Figura R5.7. Distribucions predictives posteriors de cadascun dels estadístics simulats a posteriori escollits per la tria de models. Els 

models M2, M3 i M4 estan representats pels colors verd, taronja i blau respectivament. La línia vertical vermella indica el valor 

promig de la mitjana o la variància dels estadístics observats utilitzats en la tria de models, sent aquests estadístics: S, nombre de 

llocs segregants; D, estadístic D de Tajima ( 1989); Hnorm, estadístic H normalitzat de Fay i Wu (Fay i Wu 2000; Zeng et al. 2006) i 

ZA, estadístic ZA (Rozas et al. 2001). En l’eix de les X es mostren els valors obtinguts pels diferents estadístics i en l’eix de les Y la 

freqüència d’aquests valors. 

 

 

 

 

 

 

Mitjana S Variància S Mitjana D Variància D

Mitjana Hnorm Variància Hnorm Mitjana ZA Variància ZA
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Taula R5.5. Probabilitat dels diferents estadístics resum observats obtinguda a partir de les seves distribucions predictives 

posteriors, considerant les dues cues de la distribució i un error de tipus I del  5%. 

Estadístics/Models M2 M3 M4 
mitjana S 0,86 0,70 0,64 
variància S 0,27 0,75 0,95 
mitjana D 0,24 0,22 0,28 
variància D 0,24 0,11 0,14 
mitjana Hnorm 0,54 0,24 0,25 
variància Hnorm 0,54 0,90 0,90 
mitjana ZA 0,09 0,62 0,38 
variància ZA 0,08 0,01 0,03 

 
Estadístics: S, nombre de llocs segregants; D, estadístic D de Tajima ( 1989); Hnorm, estadístic H normalitzat de Fay i Wu (Fay i Wu 

2000; Zeng et al. 2006) i ZA, estadístic ZA (Rozas et al. 2001). Models: M2, model d’expansió; M3, model de coll d’ampolla; M4, 

model de barreja. 

Les distribucions del conjunt d’estadístics simulats a posteriori, posen de manifest que 

els tres models que es volen contrastar en les anàlisis d’ABC són capaços de reproduir els 

estadístics observats. De fet, els valors observats es situen sempre dintre del 95% de les 

distribucions predictives posteriors, a excepció de la variància de l’estadístic ZA en els model 

M3 i M4 (P < 0,05). En les Taules RS6.25-RS6.28 i les Figures RS6.1 i RS6.2 disponibles al final de 

l’apartat dels resultats, es mostren les estimes de les distribucions posteriors dels diferents 

paràmetres que defineixen els models M3 i M4, respectivament. 

Tria de models 

Es van estimar les probabilitats posteriors dels tres models en estudi mitjançant el 

mètode de rebuig amb posterior correcció per regressió lineal (Beaumont et al. 2008), 

utilitzant un milió de simulacions i un llindar de tolerància del 0,01. Com s’ha comentat 

anteriorment, el conjunt d’estadístics escollit en la tria de models va ser el següent: nombre de 

llocs segregants (S), estadístic D de Tajima (1989), estadístic H normalitzat de Fay i Wu (Fay i 

Wu 2000; Zeng et al. 2006) i estadístic ZA (Rozas et al. 2003). En la Figura R5.8 es veu 

representat un esquema dels tres models contrastats amb la probabilitat posterior de 

cadascun d’ells.  
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Figura R5.8. Representació esquemàtica dels diferents models en estudi. M2, model d’expansió; M3, model de coll d’ampolla i M4 

model de barreja. Les probabilitats posteriors s’indiquen sota l’esquema de cadascun d’ells. Ne, grandària efectiva actual. Nx, 

grandària efectiva en el període x. Tx, temps en els quals es produeixen els diferents canvis poblacionals. 

La tria de models dóna un elevat suport al model M2, sent aquest el model més 

probable dels tres proposats, amb una probabilitat posterior del 0,93. Per tant, un escenari 

d’expansió poblacional és el que millor descriu la variabilitat nucleotídica observada en 

l’actualitat a D. subobscura i per tant la història demogràfica recent de l’espècie. El model de 

coll d’ampolla M3 presenta una probabilitat posterior de 0,05 i finalment el model de barreja 

poblacional M4 presenta una probabilitat posterior de 0,02. En la Taula R5.6 hi ha els 

quocients de les probabilitats entre dos models, és a dir els seus factors bayesians. 

Taula R5.6. Factors bayesians obtinguts a partir de la ràtio de probabilitats en comparacions dos a dos dels tres models en estudi. 
 

Models M2 M3 M4 
M2 1 18,85 52,74 
M3 0,05 1 2,80 
M4 0,02 0,36 1 

 
Els valors ombrejats de les diagonals de la matriu, són el resultat de calcular la ràtio de probabilitats del mateix model, per tant 

s’obté en tots els casos un valor d’1. 

 El model M2 presenta respecte els models M3 i M4 uns factors bayesians de 18,9 i 

52,7, respectivament. En funció de la classificació proposada a Kass i Raftery (1995), aquests 

factors bayesians proporcionen un elevat suport de què el model M2 és el més probable 

enfront dels altres dos models. El model M3, presenta respecte el model M4 un factor bayesià 

de 2,8. El model M4 presenta en les dues comparacions factors bayesians inferiors a 0,5 fet 

Ne

N1a

T1a

M2passat

present

T1b T2
Ne

N2a

M3
N1b

T2
T1b

Ne

N2b

M4
N1b

0,93 0,05 0,02

N3b



  Resultats: R5 
 
 
 

119 
 

que posa de manifest que és un model, respecte els altres dos, molt poc probable. Cal destacar 

que si s’utilitza la diversitat nucleotídica dintre del conjunt d’estadístics resum, en lloc del 

nombre de llocs segregants, el model més probable continua essent el model d’expansió amb 

una probabilitat posterior de 0,78. 

Control de qualitat en la tria de models 

El control de qualitat en la tria de models basat en realitzar validacions creuades per 

avaluar si els diferents models poden distingir-se entre sí (veure Materials i Mètodes M3), 

s’il·lustra en la Taula R5.7 i la Figura R5.9. 

Taula R5.7. Validacions creuades dels tres models demogràfics en estudi, resumides en una matriu de confusió. 
 

Models M2 M3 M4 
M2 923 60 17 
M3 153 565 282 
M4 149 503 348 

 
En cada fila de la matriu s’observa el nombre de simulacions assignades correctament a cada model. 

S’observa com el model M2, el més probable, es pot classificar correctament en un 

92% dels casos, mentre que el model M3 en un 56%. El model M4 no es pot classificar 

correctament ja que en un 65% dels casos s’assigna erròniament. 

 
 
Figura R5.9. Diagrama de Tukey en el qual es visualitzen els resultats de les validacions creuades obtingudes en els controls de 

qualitat de la tria de models. Les diferents dades pseudo-observades de cada model es visualitzen amb una graduació de colors 

grisos diferents anant del model M2 de tonalitat més forta al model M4 amb la tonalitat més feble. 
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 Inferència dels paràmetres del model més probable 

En aquest apartat s’estimen els paràmetres que caracteritzen el model d’expansió M2, 

model estimat com el més probable dels tres en estudi. El model M2 està caracteritzat per tres 

paràmetres: � (paràmetre poblacional de mutació), N1a (grandària efectiva prèvia a l’expansió 

poblacional) i T1a (temps en el qual es produeix aquesta expansió poblacional). Les estimes dels 

diferents paràmetres que caracteritzen el model M2, es van realitzar mitjançant una anàlisi 

d’ABC aplicant el mètode de rebuig amb posterior correcció per regressió lineal (Beaumont et 

al. 2002), utilitzant un milió de simulacions i un llindar de tolerància del 0,001. Per aquesta 

anàlisi es va utilitzar el mateix conjunt d’estadístics que en la tria de models a excepció del 

nombre de llocs segregants que va ser reemplaçat per la diversitat nucleotídica per locus 

(Tajima 1983), ja que la diversitat nucleotídica presenta una major correlació que el nombre de 

llocs segregants amb els paràmetres N1a i T1a que defineixen el model M2 (veure correlacions 

de Pearson, Taula R5.4). En la Figura R5.10 es mostren les distribucions posteriors dels 

diferents paràmetres en estudi i en la Taula R5.8 els diferents estadístics descriptius de la 

distribució posterior dels paràmetres d’interès del model M2. Les distribucions posteriors 

obtingudes pels tres paràmetres que caracteritzen el model M2, són capaces de discriminar 

entre el total de valors de les distribucions a priori. 

 
 
Figura R5.10. Distribució posterior dels diferents paràmetres que defineixen el model M2, amb un llindar de tolerància del 0,001. 

Les distribucions amb línea discontinua representen el valor de cada paràmetre en les simulacions realitzades, en tant que les 

distribucions en negre i vermell representen el valor corresponent pel conjunt de 1.000 simulacions retingudes mitjançant el 

mètode de rebuig (Tavaré et al. 1997) i el mètode de correcció per regressió lineal (Beaumont et al. 2002) respectivament. Els 
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diferents paràmetres són: N1a, quocient entre la grandària efectiva prèvia a l’expansió i la grandària efectiva actual; T1a, temps 

d’expansió poblacional expressat en 4Ne generacions; �, paràmetre poblacional de mutació  (� = 4Ne �, sent Ne la grandària 

efectiva actual i � la taxa de mutació per posició i per generació) . 

Taula R5.8. Estadístics descriptius de la distribució posterior dels paràmetres del model M2, sent aquests la mitjana, mediana i la 

moda així com també els límits inferior i superior del 95% la distribució, escollint un llindar de tolerància del 0,001 i mitjançant el 

mètode de correcció per regressió lineal (Beaumont et al. 2002). 

Estadístics descriptius/ Paràmetres N1a T1a ����
límit inferior del 95% de la distribució 0,060 0,012 0,084 
Mediana 0,083 0,015 0,093 
Mitjana 0,081 0,015 0,092 
Moda 0,087 0,014 0,094 
límit superior del 95% de la distribució 0,094 0,019 0,096 

 
Els diferents paràmetres són: N1a, quocient entre la grandària efectiva prèvia a l’expansió i la grandària efectiva actual; T1a, temps 

d’expansió poblacional expressat en 4Ne generacions; �, paràmetre poblacional de mutació (� = 4Ne�, sent Ne la grandària efectiva 

actual i � la taxa de mutació per posició i per generació) . 

Per cadascun dels 1000 valors retinguts de � (� = 4 Ne�) i en funció d’una taxa de 

mutació per posició i per generació de 2,51x10-9 (Taula R5.2), mitjana estimada per les regions 

en estudi a partir de la divergència nucleotídica, es va calcular la grandària efectiva actual de la 

població (Ne). A partir dels valors obtinguts d’aquesta grandària efectiva es van estimar els 

valors dels altres dos paràmetres demogràfics del model M2, sent aquests el temps en anys en 

el qual es produeix l’expansió poblacional (T1a) i la grandària efectiva prèvia a aquesta expansió 

(N1a). En el cas del paràmetre T1a, que havia estat condicionat a la grandària efectiva, els 

diferents valors es van passar a anys prèviament a estimar la distribució posterior d’aquest 

paràmetre. En la Taula R5.9 es mostren diferents estadístics descriptius de les distribucions 

posteriors dels paràmetres del model M2. 
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Taula R5.9. Estadístics descriptius de la distribució posterior dels paràmetres del model M2 calculats en funció de la grandària 

efectiva actual estimada a partir dels valors obtinguts de �. Es presenta la mitjana, mediana i la moda així com també els límits 

inferior i superior del 95% la distribució, obtinguda amb un llindar de tolerància del 0,001 i mitjançant el mètode de correcció per 

regressió lineal. 

Estadístics descriptius/ Paràmetres N1a T1a Ne 
límit inferior del 95% de la distribució 5,03x105 77871 8,40x106 
Mediana 7,66 x105 111507 9,24 x106 
Mitjana 7,34 x105 112038 9,12 x106 
Moda 8,16 x105 110425 9,34 x106 
límit superior del 95% de la distribució 8,98 x105 145803 9,58 x106 

 
Els diferents paràmetres són: N1a, grandària efectiva prèvia a l’expansió expressada en nombre d’individus; T1a, temps en el que  es 

produeix l’expansió, expressat en anys, considerant cinc generacions per any; Ne, grandària efectiva actual de l’espècie.  

Les distribucions posteriors dels paràmetres que conformen el model M2 mostren com 

la grandària efectiva actual més probable de l’espècie és d’aproximadament 9,3 milions 

(8,4x106 - 9,6x106 milions com a límits inferior i superior del 95% de la distribució). La grandària 

efectiva de la població prèvia a l’expansió poblacional, és d’aproximadament un ordre de 

magnitud inferior respecte a la grandària efectiva actual, sent l’estima més probable d’aquest 

paràmetre de 8,1x105 individus (5,3x105 - 8,9x105 com a límits inferior i superior del 95% de la 

distribució). Les estimes més probables de quan es produeix aquesta expansió és d’ara fa 

aproximadament 110.000 anys (78.000 - 145.000 anys com a límits inferior i superior del 95% 

la distribució). 

 Controls de qualitat en les inferències dels paràmetres del model més probable 

Distribucions predictives posteriors 

 En la Figura R5.11 es mostren en relació al model M2 les distribucions del conjunt 

d’estadístics resum triats corresponents al milió total de simulacions, les 1000 simulacions 

retingudes en les anàlisis d’ABC per inferir les distribucions posteriors dels diferents 

paràmetres i les distribucions predictives posteriors d’aquest model. Les distribucions 

predictives posteriors corroboren que el model M2 és capaç d’explicar la variabilitat genètica 

observada en l’actualitat a D. subobscura.  
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Figura R5.11. Distribucions del conjunt d’estadístics resum triat corresponents al model M2. La graduació de colors verds del més 

fosc al més clar indica el següent: milió total de simulacions, les 1000 simulacions retingudes en les anàlisis d’ABC per inferir les 

distribucions posteriors dels diferents paràmetres i les distribucions predictives posteriors d’aquest. La línia vertical vermella 

indica el valor promig de la mitjana o la variància dels estadístics observats, sent aquests estadístics: �, diversitat nucleotídica per 

locus (Tajima 1983); D, estadístic D de Tajima (1989); Hnorm, estadístic H normalitzat de Fay i Wu (Fay i Wu 2000; Zeng et al. 2006) 

i ZA, estadístic ZA (Rozas et al. 2001). En l’eix de les X es mostren els valors obtinguts pels diferents estadístics i en l’eix de les Y la 

freqüència d’aquests estadístics.  

Espectre de freqüències desdoblat simulat a posteriori 

 L’espectre de freqüències desdoblat simulat a posteriori corrobora que el model M2 és 

capaç d’explicar la variabilitat genètica observada en l’actualitat en l’espècie. En la Figura 

R5.12 es mostren els resultats obtinguts. 

 
 
Figura R5.12. Espectre de freqüències desdoblat corresponent a les dades observades (color blau); espectre de freqüències 

desdoblat simulat a posteriori (color negre) obtingut  a partit de la realització de 10.000 noves simulacions a posteriori, utilitzant 

com a distribucions a priori per a cada paràmetre el conjunt dels paràmetres retinguts de l’anàlisi prèvia d’ABC. 

Mitjana �per locus Mitjana D Mitjana Hnorm Mitjana ZA

Variància � per locus Variància D Variància Hnorm Variància ZA
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R5.3 Estima de l’edat de la inversió J1 mitjançant una anàlisi d’ABC 

Es va inferir l’edat de la inversió J1 a través d’una anàlisi d’ABC, mitjançant el 

concatenat de les dues regions seqüenciades més properes als punts de trencament i 

localitzades dintre de la inversió J1, sent aquestes les regions p127 i p222. La grandària de la 

mostra va ser d’un total de 26 línies homocariotípiques. Els estadístics que es van utilitzar per 

aquesta anàlisi són: la diversitat nucleotídica per locus (Tajima 1983) que aporta informació 

sobre els nivells de variació, l’estadístic D de Tajima (1989) que aporta informació sobre els 

patrons de variació, l’estadístic ZnS (Kelly 1997) que aporta informació sobre el desequilibri de 

lligament i l’estadístic FST (Hudson et al. 1992) que aporta informació sobre la diferenciació 

genètica entre les ordenacions J1 i Jst. En relació als estadístics �, D i ZnS es van utilitzar com a 

estadístics observats els valors obtinguts de concatenar les dues regions en estudi en relació a 

les línies que presenten l’ordenació J1. En la Figura R5.13 es mostra la distribució posterior del 

paràmetre d’interès T3 (edat de la inversió J1). 

 
Figura R5.13. Distribució posterior del paràmetre T3 (edat de la inversió J1), amb un llindar de tolerància del 0,001. Les 

distribucions amb línea discontinua representen el valor de cada paràmetre en les simulacions realitzades, en tant que les 

distribucions en negre i vermell representen el valor corresponent pel conjunt de 1000 simulacions retingudes mitjançant el 

mètode de rebuig (Tavaré et al. 1997) i el mètode de correcció per regressió lineal (Beaumont et al. 2002), respectivament. 

Les anàlisis d’ABC efectuades indiquen que l’edat més probable de la inversió J1 és 

d’ara fa aproximadament 466.000 anys (335.334 – 574.555 anys com a límits inferior i superior 

del 95% la distribució). En la Taula R5.10 es mostren diferents estadístics descriptius de la 

distribució posterior d’aquest paràmetre. 
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Taula R5.10. Estadístics descriptius de la distribució posterior del paràmetre T3 (edat de la inversió J1) sent aquests la mitjana, 

mediana i la moda així com també els límits inferior i superior del 95% la distribució, escollint un llindar de tolerància del 0,001 i 

mitjançant el mètode de correcció per regressió lineal (Beaumont et al. 2002). 

Estadístics descriptius/Paràmetres  T3 Edat de la inversió J1 
límit inferior del 95% de la distribució 0,133 335334 
Mediana 0,181 459959 
Mitjana 0,18 456917 
Moda 0,189 466402 
límit superior del 95% de la distribució 0,235 574555 

 
Control de qualitat en la inferència de l’edat de la inversió J1 a través de validacions 

predictives posteriors 

En la Figura R5.14 es mostren els resultats dels estadístics simulats a posteriori 

mitjançant 10.000 simulacions predictives posteriors les quals s’efectuen utilitzant com a 

distribucions a priori el conjunt de paràmetres associats a les simulacions retingudes en 

l’anàlisi anterior.  

 
 
Figura R5.14. Distribucions predictives posteriors de cadascun dels estadístics simulats a posteriori. La línia vertical és el valor dels 

estadístics observats utilitzats en l’anàlisi, sent aquests estadístics: la diversitat nucleotídica per locus (Tajima 1983), l’estadístic D 

de Tajima (1989), l’estadístic ZnS (Kelly 1997) i l’estadístic FST  (Hudson et al. 1992b). En l’eix de les X es mostren els valors obtinguts 

pels diferents estadístics i en l’eix de les Y la freqüència d’aquests valors. Sota les distribucions predictives posteriors es mostra la 

probabilitat dels diferents estadístics resum observats obtinguda a partir de les seves distribucions predictives posteriors, 

considerant les dues cues de la distribució i un error de tipus I del 5%. 

Les validacions predictives posteriors, corroboren que el model proposat per estimar 

l’edat de la inversió J1, pot reproduir la variabilitat observada en les regions properes al punt 

de trencament. 

� per locus D de Tajima Z nS F ST 
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R5.4 Detecció d’una regió candidata de ser diana de la selecció 

La regió p169 no va ser considerada en l’apartat de les inferències demogràfiques ja 

que les anàlisis dels nivells i patrons de polimorfisme semblaven indicar que la variació en 

aquesta regió podia reflectir un canvi selectiu recent. Aquesta regió és homòloga a un intró del 

gen anomenat GA12801 a D. pseudoobscura i Zasp67 (CG14168) a D. melanogaster. En la 

Figura R5.15 es mostra aquest gen a les dues espècies, d’acord a la informació disponible a 

www.flybase.com. 

 
 
Figura R5.15. Homologia de la regió p169 en les espècies D. pseudoobscura i D. melanogaster. 

La disponibilitat del model demogràfic d’expansió poblacional M2, va permetre obtenir 

prediccions sobre els patrons de variabilitat que s’esperarien en aquesta regió sota aquest 

model. En la Figura R5.16, es mostra la distribució empírica dels estadístics D de Tajima i H 

normalitzat de Fay i Wu construïda a partir de les 10.000 simulacions de coalescència, 

realitzades utilitzant com a distribucions a priori els valors corresponents de les simulacions 

retingudes en l’anàlisi d’ABC efectuada per obtenir la distribució posterior dels diferents 

paràmetres que conformen el model M2. 
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Figura R5.16. Distribució esperada en la regió p169 de l’estadístic D de Tajima (1989) i de l’estadístic H normalitzat de Fay i Wu 

(Fay i Wu 2000; Zeng et al. 2006) obtinguda a partir de simulacions de coalescència (10.000 rèpliques) utilitzant les distribucions 

posteriors dels paràmetres que defineixen el model d’expansió M2 com distribucions a priori i tenint en compte les possibles 

mutacions recurrents. La línea vertical vermella és el valor observat d’aquests dos estadístics en la regió p169. Sota les figures es 

mostra la significació estadítica, considerant les dues cues de la distribució i un error de tipus I del 5%. 

S’observa una desviació significativa (P < 0,01) del que s’esperaria sota un model 

d’expansió poblacional en l’estadístic H normalitzat de Fay i Wu (Fay y Wu 2000; Zeng et al. 

2006), indicant un excés significatiu de variants derivades a elevada freqüència no explicables 

per aquest model demogràfic. 
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RS6. MATERIAL SUPLEMENTARI 

RS6.1 Taules de polimorfisme de les regions localitzades al llarg dels cromosoma J i 

no afectades per la inversió J1 

Polimorfisme nucleotídic en cadascuna de les 18 regions no codificadores en estudi 

localitzades al llarg del cromosoma J de D. subobscura i no afectades per la inversió J1. En 

general, aquestes regions es van seqüenciar en 21 línies homocariotípiques per al cromosoma 

J obtingudes a partir d’una població natural de D. subobscura de Barcelona i una línea de D. 

guanche utilitzada com a outgroup. En la part superior de les taules, s’indica la numeració de 

les posicions polimòrfiques en funció de l’alineament múltiple. Els punts (·) indiquen el mateix 

nucleòtid que en la primera seqüència que s’utilitza de referència. En els indels (Dx, deleció; Ix, 

Inserció ) i els Microsatèl·lits (Mx) s’indiquen el número de la primera i última posició afectada, 

així com la seva longitud en el subíndex x. En la última fila es mostra la informació que 

presenta la seqüència de l’espècie D. guanche utilitzada com a outgroup en aquelles posicions 

que són polimòrfiques a D. subobscura. 
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Taula RS6.1. Polimorfismes nucleotídic present en la regió p175 en 20 línies de D. subobscura i una línea de D. guanche. 
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Taula RS6.9. Polimorfismes nucleotídic present en la regió p220 en 20 línies de D. subobscura i una línea de D. guanche. 
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Taula RS6.10. Polimorfismes nucleotídic present en la regió p271 en 20 línies de D. subobscura i una línea de D. guanche. 
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Taula RS6.11. Polimorfismes nucleotídic present en la regió p187 en 20 línies de D. subobscura i una línea de D. guanche. 
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Taula RS6.12. Polimorfismes nucleotídic present en la regió p203 en 21 línies de D. subobscura i una línea de D. guanche. 
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Taula RS6.18. Polimorfismes nucleotídic present en la regió p108 en 21 línies de D. subobscura i una línea de D. guanche. 

 p1
08

2
6
9
18
19
20
25
32-36
43
45
56-57
60
61
62
69
104
107
124
127
133
155
159
175
176
181
183
194
195
197
198
199
211
236
247
248
253
261
280
283
289
292
300
306
308
313
322
326
328
339
349
356
357
359
364
365
368
369
377
379
386-388
389
390
391-394
395
396-400
401
402-403
404
427
487
489
495
502
537
538
563
578
601
621
630
644

I 6
I 2

I 4
D

5
D

4
D

7
D

4
D

10

J1
O

F0
7

T
A

A
A

A
G

-
G

C
A

G
A

T
-

T
T

C
T

A
T

C
G

A
-

C
G

T
G

T
A

C
G

G
T

C
A

A
C

A
A

G
A

-
C

A
T

A
T

T
T

T
C

A
C

G
A

C
T

A
-

-
-

-
-

-
-

-
-

T
G

G
C

C
C

A
G

C
G

T
C

T
J1

O
F1

4
.

.
.

.
.

.
-

.
.

.
.

.
A

-
A

.
A

.
.

.
.

.
.

T
.

T
C

.
.

.
A

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
-

.
.

.
T

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
G

-
A

C
C

A
G

A
G

A
.

.
.

.
.

.
.

.
.

-
.

.
.

J1
O

F1
5

A
.

.
G

.
C

-
.

.
.

.
.

A
-

A
.

.
.

.
.

.
.

.
T

.
.

C
.

.
.

A
.

.
.

.
.

.
.

.
C

A
T

A
A

.
.

.
A

-
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
-

A
C

C
A

G
A

G
A

.
C

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
J1

O
F1

9
.

.
T

.
.

.
-

.
.

.
.

.
.

-
A

.
.

.
.

.
.

.
.

-
.

.
.

C
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
-

.
.

.
T

.
.

.
.

.
.

T
.

.
.

.
G

-
A

C
C

T
G

A
G

A
.

C
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

J1
O

F2
6

.
.

.
.

.
.

-
.

.
.

.
.

.
-

A
.

.
.

.
.

.
.

.
-

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

-
.

-
.

.
.

.
.

.
.

-
-

-
T

A
.

.
-

A
C

C
A

G
A

G
A

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
J1

O
F2

7
.

.
.

.
.

.
-

.
.

.
.

.
A

-
A

.
A

.
.

.
.

.
.

-
.

.
.

.
.

.
.

.
.

C
.

.
.

.
.

.
.

.
-

.
.

.
.

A
.

.
.

.
-

-
-

T
A

.
.

-
A

C
C

A
G

A
G

A
.

C
.

.
.

.
.

.
.

.
.

A
.

J1
O

F2
8

.
.

.
G

.
C

C
A

.
.

.
.

.
-

A
.

.
.

.
.

.
A

.
-

.
.

.
.

.
G

.
.

.
C

.
.

.
G

.
.

.
T

A
A

.
.

T
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

G
-

A
C

C
A

G
A

G
A

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

-
J1

O
F3

1
.

.
.

.
.

.
-

.
.

.
.

.
A

-
A

.
.

.
.

.
.

.
.

-
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

G
.

.
.

.
.

.
-

.
.

.
T

.
.

.
.

.
.

.
.

T
A

.
.

G
A

C
C

T
G

A
G

A
.

C
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

J1
O

F3
2

.
.

.
.

.
.

-
.

.
G

.
.

A
-

A
.

.
.

.
C

.
.

.
T

.
.

C
.

.
.

A
.

A
.

.
.

.
.

.
C

A
.

-
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

T
T

A
.

.
G

A
C

C
A

G
T

G
A

.
C

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
J1

O
F4

4
.

.
.

.
.

.
-

.
.

.
.

.
A

-
A

.
.

.
.

.
.

.
.

-
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

G
.

.
.

.
.

.
-

.
-

.
.

.
.

G
G

A
.

T
.

.
.

.
G

-
A

C
C

A
G

T
G

A
.

C
.

T
.

.
C

.
.

.
.

.
.

J1
O

F5
8

.
.

T
.

.
.

-
.

.
.

.
.

.
-

A
.

.
.

.
.

.
.

.
-

.
.

.
.

A
.

.
.

.
.

T
.

.
.

.
C

A
T

A
A

.
.

.
A

.
.

.
.

.
.

.
T

A
.

G
G

A
C

C
A

G
T

G
A

.
C

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
J1

O
F7

4
.

.
.

.
.

.
-

.
.

.
.

.
.

-
A

.
.

C
.

.
.

.
.

-
.

.
.

T
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
-

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
G

G
A

C
C

A
G

A
G

A
-

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

J1
O

F7
7

.
.

T
.

.
.

-
.

A
.

.
.

.
-

A
.

.
.

.
.

.
.

.
-

.
.

.
.

A
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
C

A
T

A
A

.
.

.
A

.
.

.
.

.
.

.
T

A
.

.
G

A
C

C
A

G
A

G
A

.
.

.
.

.
.

.
.

.
-

.
.

.
J1

O
F7

8
.

.
.

G
.

C
-

.
.

.
C

G
G

C
A

.
.

.
G

.
T

.
G

-
A

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

G
.

.
.

C
A

T
A

A
.

.
.

A
-

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

-
A

C
C

A
G

A
G

A
.

.
.

.
G

G
C

.
.

.
A

.
.

J1
O

F7
9

.
.

T
.

.
.

-
.

.
.

.
.

.
-

A
.

.
.

.
.

.
.

.
-

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
G

.
.

.
.

.
.

-
.

.
.

.
A

.
.

.
.

.
.

.
T

A
.

.
G

A
C

C
A

G
T

G
A

.
C

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
Js

TO
F1

6
.

.
T

.
.

.
-

.
.

.
.

.
.

-
A

.
.

.
.

.
.

.
.

-
.

.
.

.
A

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

C
A

T
A

A
.

.
.

A
.

.
.

.
.

.
.

T
A

.
.

G
A

C
C

A
G

T
G

A
.

C
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

Js
TO

F1
8

.
.

.
G

.
C

-
.

.
.

.
.

.
-

A
.

.
.

.
.

.
.

.
-

.
.

.
.

C
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

-
.

-
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

G
-

A
-

C
A

G
A

G
A

.
C

C
.

.
.

.
.

T
.

.
.

.
Js

TO
F2

1
.

.
.

G
.

C
-

.
.

.
.

.
.

-
A

.
.

.
.

.
.

.
.

-
.

.
.

.
.

.
.

-
.

C
.

.
C

.
.

.
.

.
-

.
-

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

T
A

.
.

G
A

C
C

A
G

A
G

A
.

C
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

Js
TO

F5
1

.
G

.
.

.
.

-
.

.
.

.
.

.
-

A
.

.
.

.
.

.
.

.
-

.
.

.
.

C
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
C

A
T

A
A

.
.

.
A

-
.

.
.

.
.

.
T

A
.

.
-

A
C

C
A

G
A

G
-

.
C

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
Js

TO
F5

4
.

.
.

.
G

.
-

.
.

.
.

.
.

-
A

.
A

.
.

.
.

.
.

-
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

G
.

.
.

C
A

T
A

.
.

A
T

.
.

.
.

.
.

.
.

T
A

C
.

G
A

C
C

A
G

A
G

A
.

C
.

.
.

.
.

T
.

-
.

.
.

Js
TO

F4
9

.
.

.
.

.
.

-
.

.
.

.
.

.
-

A
.

.
.

.
.

.
.

.
-

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

-
.

-
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
T

A
.

.
-

A
C

C
A

G
A

G
A

.
C

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
D

. g
ua

nc
he

.
.

G
G

.
C

-
-

.
.

.
.

.
-

A
C

.
.

.
.

.
A

.
T

.
.

.
.

A
.

.
.

.
.

.
.

.
-

C
C

A
.

A
T

.
.

.
A

.
.

.
.

T
.

.
T

.
.

.
-

A
C

C
A

G
A

G
A

.
C

.
.

.
.

C
.

.
.

.
.

.

p1
08

647
651
689
696
705
710
759
773
783
810
819
824
825
827
837
839
840
846
866
871
882
885
933
952
960
996
1015
1017
1018
1023
1027
1028
1057
1087
1090
1091
1092
1093
1103
1104
1110
1113
1130
1199
1223
1249
1251
1255
1269
1274
1284
1309
1310
1318
1334
1338
1349
1355
1360
1367
1380
1390
1404
1446
1450
1472
1475
1480
1504
1510
1527
1558
1560
1565
1567
1569
1575
1593
1608
1632
1664

D
5

D
4

I 4
D

4
D

21
D

35

J1
O

F0
7

G
A

C
A

C
-

G
T

A
T

T
T

T
C

A
A

A
A

C
C

A
G

A
C

G
A

T
T

G
C

T
C

G
A

T
A

T
G

T
C

T
A

A
G

T
C

C
G

A
T

A
G

C
C

C
C

G
G

G
A

C
T

A
G

G
G

G
G

A
T

C
T

C
A

A
C

C
A

A
T

T
J1

O
F1

4
.

.
.

.
.

-
A

.
.

.
.

.
.

T
G

.
.

G
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
C

.
.

G
.

G
-

-
.

.
.

.
.

A
.

-
-

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

A
.

.
.

.
.

A
.

A
.

C
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

J1
O

F1
5

.
.

.
.

.
G

A
.

T
.

C
.

.
.

.
G

.
.

T
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

C
.

.
.

.
.

C
A

.
.

.
.

.
A

C
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
G

.
.

.
A

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

T
.

.
.

G
J1

O
F1

9
.

.
.

.
.

-
A

.
.

.
.

.
.

T
G

.
.

G
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
C

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

A
C

.
.

C
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
G

.
G

A
.

.
.

.
G

.
T

.
.

.
.

.
.

T
.

.
.

J1
O

F2
6

.
.

.
.

.
-

A
.

T
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

C
.

.
G

.
G

-
-

.
T

.
.

.
A

.
-

-
.

T
-

-
.

T
.

.
A

.
A

.
.

.
.

.
A

-
-

-
-

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
G

.
J1

O
F2

7
.

.
G

.
.

-
A

.
.

.
C

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
C

.
A

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

A
.

-
-

.
.

.
.

.
.

T
.

.
.

A
A

.
.

.
.

A
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
T

.
.

J1
O

F2
8

-
.

.
.

.
-

A
.

T
.

C
.

.
.

G
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

C
.

.
G

.
G

-
-

.
T

.
.

.
A

C
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
A

.
.

.
.

.
A

.
.

.
.

.
C

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
J1

O
F3

1
.

.
G

.
.

-
A

.
T

.
.

.
.

T
G

.
.

G
.

.
.

.
.

A
-

.
.

.
.

.
C

T
.

G
.

G
-

-
.

T
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

T
.

.
.

.
.

A
.

.
.

.
.

A
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

J1
O

F3
2

.
-

G
.

.
-

A
.

T
.

.
.

.
T

G
.

.
.

.
.

.
.

C
.

.
.

.
.

.
.

C
.

.
.

.
T

-
-

.
.

.
.

.
A

.
-

-
.

T
.

.
C

.
.

.
.

.
.

.
.

G
.

.
A

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
J1

O
F4

4
.

.
.

.
.

-
A

.
T

.
.

.
.

T
G

.
T

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
C

.
.

G
.

G
-

-
G

.
.

.
.

A
C

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

A
.

.
.

.
.

A
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

J1
O

F5
8

.
.

.
.

.
-

.
.

T
.

C
.

.
.

G
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

C
.

.
.

.
T

-
-

.
.

.
.

.
A

C
.

.
.

.
.

.
T

.
.

.
.

A
A

.
.

.
.

.
A

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

G
J1

O
F7

4
.

.
.

.
.

-
A

.
T

C
C

A
-

.
.

.
.

.
.

G
.

A
.

.
.

.
.

A
.

.
C

.
.

G
.

.
-

-
.

.
.

C
.

.
.

-
-

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
G

.
.

A
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

G
G

J1
O

F7
7

.
.

.
.

.
-

A
.

T
.

.
.

.
T

G
.

.
.

.
.

.
.

C
.

.
.

C
A

.
.

C
.

.
G

.
G

-
-

.
T

.
.

.
A

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

G
.

G
A

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

G
J1

O
F7

8
T

.
.

.
.

-
A

.
T

.
C

.
.

.
G

.
.

.
.

.
.

.
C

.
.

C
.

.
.

.
C

.
.

G
.

G
-

-
.

T
.

.
.

.
.

-
-

.
T

.
.

.
.

.
.

.
.

A
.

.
.

.
.

A
.

.
.

.
.

.
.

A
.

.
.

.
.

.
.

.
.

J1
O

F7
9

.
.

.
.

T
-

A
.

.
.

.
.

.
T

G
.

.
.

.
.

.
.

C
.

.
.

.
.

.
.

C
.

.
G

.
.

-
-

.
T

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
A

.
.

G
.

.
A

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
G

.
Js

TO
F1

6
.

.
.

.
.

-
A

.
T

.
.

.
.

T
G

.
.

.
.

.
.

.
C

.
.

.
.

.
.

T
C

.
.

G
.

.
-

-
.

T
A

.
.

A
.

-
-

.
.

.
T

.
.

.
.

T
.

A
.

.
.

.
.

.
.

.
A

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

Js
TO

F1
8

.
.

.
.

.
-

A
.

T
.

.
.

.
T

G
.

.
.

.
.

.
.

C
.

.
.

.
.

A
.

C
.

.
G

.
G

-
-

.
T

.
.

T
.

.
-

-
.

T
.

.
.

.
.

G
.

.
A

.
.

.
.

.
A

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
G

G
Js

TO
F2

1
.

.
.

.
.

-
A

.
T

.
C

.
.

.
G

.
.

.
.

.
T

.
.

.
.

.
.

A
.

.
C

.
.

G
.

.
-

-
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

T
.

.
.

.
.

A
.

.
.

C
.

A
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

Js
TO

F5
1

.
.

G
.

.
-

A
A

T
.

.
.

.
T

G
.

.
.

.
.

.
A

.
.

.
.

.
A

.
.

C
.

.
.

.
.

C
A

.
.

.
.

.
A

.
.

.
.

.
.

G
.

.
.

.
.

.
A

.
.

.
.

.
A

.
.

.
.

.
.

.
.

.
G

G
T

.
.

.
.

.
Js

TO
F5

4
.

-
G

.
.

-
A

.
T

.
.

.
.

T
G

.
.

G
.

.
.

.
C

.
.

.
.

.
.

.
C

.
.

.
-

-
-

-
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
G

.
.

A
.

.
.

.
.

C
.

C
G

.
.

.
.

.
.

.
.

Js
TO

F4
9

.
.

.
G

T
-

A
.

T
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

C
.

.
G

.
.

-
-

.
.

.
C

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

G
.

.
A

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
D

. g
ua

nc
he

.
.

.
G

.
-

A
.

.
.

.
.

.
T

G
.

.
.

.
.

G
T

.
.

.
.

.
.

.
.

C
.

.
.

.
.

.
A

G
T

.
.

.
A

.
-

-
.

.
.

T
.

.
.

.
.

.
A

.
.

.
.

.
A

.
.

.
.

G
A

.
.

.
C

.
T

.
.

.
.

.



  Material Suplementari: RS6 
 
 
 

148 
 

RS6.2 Taules de polimorfisme de les regions localitzades dintre de la inversió J1 

Polimorfisme nucleotídic en cadascuna de les 6 regions no codificadores en estudi 

localitzades al llarg de la inversió J1 de D. subobscura. En general, aquestes regions es van 

seqüenciar en 27 línies homocariotípiques per al cromosoma J obtingudes a partir d’una 

població natural de D. subobscura de Barcelona i una línea de D. guanche utilitzada com a 

outgroup. En la part superior de les taules, s’indica la numeració de les posicions polimòrfiques 

en funció de l’alineament múltiple. Els punts (·) indiquen el mateix nucleòtid que en la primera 

seqüència que s’utilitza de referència. En els indels (Dx, deleció; Ix, Inserció ) i els Microsatèl·lits 

(Mx) s’indiquen el número de la primera i última posició afectada, així com la seva longitud en 

el subíndex x. En la última fila es mostra la informació que presenta la seqüència de l’espècie 

D. guanche utilitzada com a outgroup en aquelles posicions que són polimòrfiques a D. 

subobscura. En ombrejat es mostra les línies amb ordenació estàndard (Jst). 
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Taula RS6.19. Polimorfisme nucleotídic present en la regió p222 en 26 línies de D. subobscura i una línea de D. guanche. 
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Taula RS6.22.b. Polimorfisme nucleotídic present en la regió p137 en 25 línies de D. subobscura i una línea de D. guanche. 
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Taula RS6.23.b. Polimorfisme nucleotídic present en la regió p39 en 25 línies de D. subobscura i una línea de D. guanche. 
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Taula RS6.24.a. Polimorfisme nucleotídic present en la regió p174 en 25 línies de D. subobscura i una línea de D. guanche. 
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RS6.3 Distribucions posteriors dels dos models menys probables  

En les Figures RS6.1 i RS6.2 es mostren les distribucions posteriors dels diferents 

paràmetres que conformen els models M3 i M4. En les Taules RS6.25-RS6.28 es mostren 

diferents estadístics descriptius de la distribució posterior dels paràmetres d’interès dels 

models M3 i M4, respectivament. Aquestes distribucions posteriors es van analitzar 

prèviament a la tria de models, per corroborar que els models a contrastar podien ser 

comparats entre ells, de manera similar al descrit en el cas del model M2. Per obtenir aquestes 

distribucions posteriors es va seguir el mètode de rebuig (Pritchard et al. 1999) amb correcció 

basada en regressió lineal local (Beaumont et al. 2002) utilitzant un milió de simulacions i amb 

un llindar de tolerància del 0,01. Els estadístics que es van utilitzar per aquestes anàlisis són: 

nombre de llocs segregants (S), estadístic D de Tajima (1989), estadístic H normalitzat de Fay i 

Wu (Fay i Wu 2000; Zeng et al. 2006) i estadístic ZA (Rozas et al. 2003).  

Model de coll d’ampolla (M3) 

 
 
Figura RS6.1. Distribució posterior dels diferents paràmetres que defineixen el model M3, amb un llindar de tolerància del 0,01. 

Les distribucions amb línea discontinua representen el valor de cada paràmetre en les simulacions realitzades, en tant que les 

distribucions en negre i vermell representen el valor corresponent pel conjunt de 10.000 simulacions retingudes mitjançant el 

mètode de rebuig (Tavaré et al. 1997) i el mètode de correcció per regressió lineal (Beaumont et al. 2002), respectivament. Els 

diferents paràmetres són: N2a, grandària durant el coll d’ampolla; T1b, temps en el qual es produeix la recuperació després del coll 

d’ampolla; N1b, grandària prèvia al coll d’ampolla; T2, temps d’inici del coll d’ampolla i �, paràmetre poblacional de mutació  (� = 

4Ne �, sent Ne la grandària efectiva actual i � la taxa de mutació per posició i per generació) . 
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Taula RS6.25. Estadístics descriptius de la distribució posterior dels paràmetres del model M3 sent aquests la mitjana, mediana i la 

moda així com també els límits inferior i superior del 95% de la distribució, escollint un llindar de tolerància del 0,01 i mitjançant el 

mètode de correcció per regressió lineal (Beaumont et al. 2002). 

Estadístics descriptius/Paràmetres N2A T1b N1b T2 ����
límit inferior del 95% de la 

distribució 0,023 0,013 0,112 0,018 0,055 

Mediana 0,045 0,021 0,238 0,028 0,073 
Mitjana 0,046 0,021 0,340 0,028 0,078 
Moda 0,041 0,022 0,156 0,030 0,066 

límit superior del 95% de la 
distribució 0,074 0,029 0,709 0,037 0,112 

 
Els diferents paràmetres són: N2a, grandària durant el coll d’ampolla; T1b, temps en el qual es produeix la recuperació després del 

coll d’ampolla; N1b, grandària prèvia al coll d’ampolla; T2, temps d’inici del coll d’ampolla i �, paràmetre poblacional de mutació, (� 

= 4Ne�) sent Ne la grandària efectiva actual i � la taxa de mutació per posició i per generació . Els diferents temps s’expressen en 

4Ne generacions. 

Taula RS6.26. Estadístics descriptius de la distribució posterior dels paràmetres del model M3 calculats en funció de la grandària 

efectiva actual estimada a partir dels valors obtinguts de �. Es presenta la mitjana, mediana i la moda així com també els límits 

inferior i superior del 95% de la distribució, amb un llindar de tolerància del 0,01 i mitjançant el mètode de correcció per regressió 

lineal. 

Estadístics descriptius/Paràmetres N2a T1b N1b T2 Ne 
límit inferior del 95% de la 

distribució 1,26x105 56972 6,14E105 78884 5,48 x106 
Mediana 3,27x105 122151 1,73E106 162869 7,27 x106 
Mitjana 3,57x105 130518 2,64x106 174024 7,77 x106 
Moda 2,70x105 115697 1,03x106 157769 6,57 x106 

límit superior del 95% de la 
distribució 8,25x105 258805 7,91x106 330199 1,11 x106 

 
Els diferents paràmetres són: N2a, grandària durant el coll d’ampolla; T1b, temps en el qual es produeix la recuperació després del 

coll d’ampolla; N1b, grandària prèvia al coll d’ampolla; T2, temps d’inici del coll d’ampolla i � (� = 4 Ne�), sent Ne la grandària 

efectiva actual, � la taxa de mutació per posició i per generació. 
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Model de barreja (M4) 

 

Figura RS6.2. Distribució posterior dels diferents paràmetres que defineixen el model M4, amb un llindar de tolerància del 0,01. 

Les distribucions amb línea discontinua representen el valor de cada paràmetre en les simulacions realitzades, en tant que les 

distribucions en negre i vermell representen el valor corresponent pel conjunt de 10000 simulacions retingudes mitjançant el 

mètode de rebuig (Tavaré et al. 1997) i el mètode de correcció per regressió lineal (Beaumont et al. 2002), respectivament. Els 

diferents paràmetres són: N3b, reducció durant la subdivisió poblacional; T1b, temps d’inici de la recuperació després del coll 

d’ampolla; N2b, subpoblació; N1b, grandària ancestral prèvia al coll d’ampolla; T2, temps d’inici del coll d’ampolla i �, paràmetre 

poblacional de mutació  (� = 4Ne �, sent Ne la grandària efectiva actual i � la taxa de mutació per posició i per generació) . 

Taula RS6.27. Estadístics descriptius de la distribució posterior dels paràmetres del model M4 sent aquests la mitjana, mediana i la 

moda així com també els límits inferior i superior del 95% de la distribució, escollint un llindar de tolerància del 0,01 i mitjançant el 

mètode de correcció per regressió lineal (Beaumont et al. 2002). 

Paràmetres N3b T1b N2b N1b T2 ����
límit inferior del 95% de la 

distribució  0,018 0,011 0,019 0,148 0,016 0,057 

Mediana 0,045 0,019 0,163 0,285 0,026 0,075 
Mitjana 0,048 0,019 0,214 0,358 0,026 0,079 
Moda 0,042 0,019 0,044 0,187 0,027 0,068 

límit superior del 95% de la 
distribució  0,089 0,027 0,551 0,744 0,036 0,116 

 
Els diferents paràmetres són: N3b, reducció durant la subdivisió poblacional; T1b, temps d’inici de la recuperació després del coll 

d’ampolla; N2b, subpoblació; N1b, grandària ancestral prèvia al coll d’ampolla; T2, temps d’inici del coll d’ampolla i �, paràmetre 

poblacional de mutació, (� = 4Ne�) sent Ne la grandària efectiva actual i � la taxa de mutació per posició i per generació . Els 

diferents temps s’expressen en 4Ne generacions. 
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Taula RS6.28. Estadístics descriptius de la distribució posterior dels paràmetres del model M4 calculats en funció de la grandària 

efectiva actual estimada a partir dels valors obtinguts de �. Es presenta la mitjana, mediana i la moda així com també els límits 

inferior i superior del 95% de la distribució, amb un llindar de tolerància del 0,01 i mitjançant el mètode de correcció per regressió 

lineal. 

Paràmetres N3b T1b N2b N1b T2 ����
límit inferior del 95% de la distribució 1,02x105 49960 1,94x103 8,40x105 72669 5,68x106 

Mediana 3,36x105 113546 5,48x104 2,13x106 155378 7,47x106 
Mitjana 3,78x105 119602 8,08x104 2,82x106 163665 7,87x106 
Moda 2,84x105 102948 1,25x104 1,27x106 146295 6,77x106 

límit superior del 95% de la distribució 1,03x106 249562 5,67x105 8,60x106 332749 1,16x107 
 
Els diferents paràmetres són: N3b, reducció durant la subdivisió poblacional; T1b, temps d’inici de la recuperació després del coll 

d’ampolla; N2b, subpoblació; N1b, grandària ancestral prèvia al coll d’ampolla; T2, temps d’inici del coll d’ampolla i � (� = 4 Ne�), 
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D1. OBTENCIÓ DE LÍNIES HOMOCARIOTÍPIQUES PER AL CROMOSOMA J DE D. SUBOBSCURA 

Hi ha una llarga tradició d’estudis de genètica de poblacions els quals utilitzen l’espècie 

D. subobscura per analitzar la variació estructural cromosòmica, ja que l’elevada presència 

d’inversions cromosòmiques que presenta, juntament amb la fàcil visualització dels seus 

cromosomes politènics, fa que sigui una espècie ideal per aquests tipus d’estudis. El 

descobriment, entre altres, de clines latitudinals a D. subobscura relacionades amb les 

freqüències de les ordenacions cromosòmiques, va permetre establir el caràcter adaptatiu de 

les inversions cromosòmiques en aquesta espècie i discernir que aquestes clines no eren 

degudes a factors demogràfics (Prevosti et al. 1985, 1988; Krimbas i Powell 1992). S’han 

proposat diversos mecanismes en relació a l’augment de freqüència d’una determinada 

inversió cromosòmica i el manteniment posterior de les dues ordenacions en les poblacions 

naturals (Bauer 1936; Dobzhansky 1950; Van Valen i Levins 1968; Wasserman 1968; Kirkpatrick 

i Barton 2006). Aquests mecanismes estarien basats en l’efecte genètic de les inversions, és a 

dir en la reducció de la recombinació que es dóna al llarg de la regió invertida entre individus 

portadors i no portadors de la inversió.  

Aquesta elevada presència d’inversions cromosòmiques en l’espècie D. subobscura fa 

que el procés d’obtenció de línies homocaritípiques mitjançant encreuaments germà-germana 

sigui laboriós i costós. Krimbas (1993), comenta com en l’espècie D. subobscura és molt difícil 

obtenir línies homocariotípiques en tot el seu complement cromosòmic ni després de 12 

generacions d’encreuaments germà-germana. En el nostre estudi, a través de l’observació 

visual dels cromosomes politènics d’almenys 8 larves de tercer estadi, es van obtenir diferents 

línies homocariotípiques en relació al cromosoma J, permetent d’aquesta manera la 

seqüenciació dels al·lels de les diferents regions en homozigosi. No obstant, després d’efectuar 

13 generacions d’encreuaments germà-germana encara hi havia línies heterocariotípiques pel 

cromosoma J. En aquestes línies es van continuar efectuant encreuaments germà-germana fins 
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aconseguir que fossin homocariotípiques pel cromosoma J. Aquesta persistència de 

l’heterozigositat en relació al cromosoma J, podria reflectir una major eficàcia biològica dels 

individus heterozigots Jst/J1 en relació als homozigots Jst o J1. S’ha de tenir en compte que la 

dificultat d’obtenció de línies homocariotípiques està estretament relacionada amb la 

presència d’al·lels deleteris recessius, fet que determina que a mesura que s’augmenta la 

consanguinitat, disminueix l’eficàcia biològica dels individus portadors d’aquests al·lels. S’ha de 

destacar que aquestes línies homocariotípiques constitueixen un recurs biològic que serà molt 

important per futurs estudis de genètica de poblacions no només en relació al cromosoma J 

sinó també en relació a altres cromosomes i a l’estudi de la variació estructural del genoma de 

D. subobscura.  
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D2. ESTUDI DELS NIVELLS I PATRONS DE VARIACIÓ A D. SUBOBSCURA EN REGIONS NO 

CODIFICADORES LOCALITZADES AL LLARG DEL CROMOSOMA J I NO AFECTADES PER 

INVERSIONS CROMOSÒMIQUES 

La variabilitat genètica de les poblacions naturals aporta informació sobre la seva 

història evolutiva ja que és aquesta variabilitat la que s’hereta d’una generació a una altra. 

Estudiar els nivells i patrons de variació a nivell de seqüències nucleotídiques hauria de 

permetre, per tant, analitzar tant la història demogràfica de l’espècie com detectar la petjada 

que la selecció positiva deixa en aquestes seqüències. Amb aquest objectiu, en aquesta part 

del treball es discuteixen els resultats obtinguts de l’estudi de diferents regions no 

codificadores localitzades al llarg del cromosoma J (element D de Muller) de D. subobscura. Les 

regions no codificadores són bones candidates per abordar aquests objectius ja que al ser 

regions subjectes a limitacions funcionals febles, en elles l’acció de la selecció purificadora no 

és tant acusada i per tant els nivells de variació haurien de ser més elevats que en regions 

codificadores. Les anàlisis dels nivells i patrons de polimorfisme en diferents regions no 

codificadores van permetre caracteritzar la variació genètica d’aquestes regions, realitzar 

inferències demogràfiques i analitzar si aquestes estaven afectades o no per esdeveniments 

adaptatius recents. 

D2.1 Nivells i patrons de variació 

Les anàlisis dels nivells i patrons de variació en diferents regions no codificadores 

posen de manifest que la variació a la població natural de D. subobscura en estudi no es troba 

en equilibri deriva-mutació. Els estadístics basats en l’espectre de freqüències D de Tajima 

(1989) i D i F de Fu i Li amb outgroup (1993) mostren un patró de variació caracteritzat per un 

excés de polimorfismes amb variants a baixa freqüència. A més a més, s’observa una proporció 

molt elevada de polimorfismes amb variants úniques, arribant en algunes de les regions a més 

del 80%. S’ha d’afegir que en treballs anteriors en l’espècie D. subobscura, primer a nivell de 
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gens individuals (Rozas et al. 1995; Navarro-Sabaté et al. 2003; Sánchez-Gracia et al. 2011) i 

posteriorment a nivell multilocus (Munté et al. 2005; Nóbrega et al. 2008; Simões et al. 2012), 

s’observen patrons de variació similars als detectats en el nostre estudi. 

Un espectre de freqüències desviat cap a polimorfismes amb variants a baixa 

freqüència en una regió determinada podria indicar que la història evolutiva de la població ha 

estat afectada per factors demogràfics o que aquesta regió ha estat sotmesa a pressions 

selectives. De fet, en determinades situacions els canvis adaptatius i no adaptatius poden 

afectar de forma similar al nivell i patró de polimorfisme en una regió del genoma 

determinada. En relació als factors selectius, un espectre de freqüències desviat cap a variants 

a baixa freqüència podria indicar l’acció recent de la selecció direccional positiva. La selecció 

positiva pot actuar sobre una mutació beneficiosa augmentant la seva freqüència en la 

població fins arribar a fixar-la. Associat a aquesta acció es produiria una escombrada selectiva 

de les mutacions neutres adjacents a la seleccionada que arribarien també finalment a fixar-se 

(Maynard i Haigh 1974). Després d’aquest procés d’escombrada selectiva sorgirien noves 

mutacions amb un patró de variació nucleotídica caracteritzat per un excés de variants a baixa 

freqüència. En relació als factors demogràfics que també podrien mostrar un espectre de 

freqüències similar al produït per un fenomen d’escombrada selectiva, es trobarien les 

expansions poblacionals o els colls d’ampolla amb una posterior recuperació. L’anàlisi a nivell 

multilocus va ser una bona estratègia per poder diferenciar si la variació detectada a les 

diferents regions havia estat modelada per factors selectius i/o demogràfics, ja que els canvis 

demogràfics, a diferència dels selectius, tenen un efecte sobre totes les regions del genoma. 

Els estadístics que detecten desviacions de l’espectre de freqüències, concretament la D de 

Tajima i la D i F de Fu i Li amb outgroup mostren un patró similar en totes les regions 

analitzades al llarg del cromosoma J. Aquests resultats posen de manifest que els nivells i 

patrons de variació observats en les diferents regions en estudi reflecteixen canvis demogràfics 
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recents de l’espècie més que processos selectius. Els resultats obtinguts pels estadístics R2 

(Ramos-Onsins i Rozas 2002) i Fs  (Fu 1997), sensibles per detectar expansions poblacionals, 

indiquen que molt possiblement la història demogràfica de l’espècie estaria caracteritzada per 

una expansió poblacional recent. A més a més, els elevats valors de diversitat haplotípica així 

com també els resultats obtinguts amb l’estadístic B de Wall (1999), indicarien que la població 

en estudi seria una població panmíctica en relació a la variació genètica. El test HKA (test de 

Hudson-Kreitman-Aguadé; Hudson et al. 1987) no detecta heterogeneïtat significativa en la 

relació polimorfisme/divergència entre les diferents regions en estudi. No obstant, s’observa 

una aportació majoritària al valor de χ2 de la regió p169 (56%), que podria ser degut a que en 

aquesta regió o al seu voltant es trobés la possible diana d’un esdeveniment recent de 

selecció. S’ha d’afegir que la regió p169 és la única de les regions en estudi en la qual s’observa 

un valor de l’estadístic H normalitzat de Fay i Wu (Fay i Wu 2000; Zeng et al. 2006) que es 

desvia del que s’esperaria sota el model d’evolució neutre estàndard, essent aquest estadístic 

sensible per detectar variants derivades a elevada freqüència. Alhora de realitzar inferències 

demogràfiques es va decidir seguir un criteri conservatiu i per tant no es va incloure en les 

anàlisis la regió p169 pels indicis esmentats d’haver pogut estar afectada per un esdeveniment 

recent de selecció. 

Així doncs i en concordança amb estudis anteriors efectuats en l’espècie D. 

subobscura, es pot afirmar que la història evolutiva recent d’aquesta espècie molt 

possiblement ha estat influenciada per processos demogràfics, posant de manifest la 

importància de disposar d’un model demogràfic que expliqui les dades observades i alhora 

permeti realitzar prediccions sobre els nivells i patrons de polimorfisme.  
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D3. INFERÈNCIES DEMOGRÀFIQUES EN L’ESPÈCIE D. SUBOBSCURA 

D3.1 Temps de divergència  

En aquesta part del treball es discuteixen els resultats obtinguts de revisar les estimes 

del temps de divergència tant entre D. subobscura i D. guanche (espècies que juntament amb 

D. madeirensis formen el subgrup subobscura) com entre els subgrups subobscura i 

pseudoobscura, analitzant la variació nucleotídica en un total de 17 kb aproximadament. Les 

espècies que formen part del grup obscura estan distribuïdes tant en la regió neàrtica com 

paleàrtica. Hi ha varis estudis filogenètics que evidencien que els subgrups del grup obscura 

són monofilètics, proporcionant aquestes anàlisis un elevat suport als subgrups affinis, 

sinobscura, pseudoobscura i subobscura (Beckenbach 1993; O'Grady 1999). Gao et al. (2007) 

revisen la filogènia del grup obscura basant-se en la variació nucleotídica en sis regions, 4 

d’elles localitzades en gens mitocondrials i dos en gens nuclears per un total de 4125 

nucleòtids. Aquests autors arriben a la conclusió que els subgrups subobscura i microlabis són 

els nodes basals del grup obscura i que com a mínim la meitat dels llinatges del grup obscura 

s’haurien originat en el Miocè mitjà, aproximadament ara fa 15 milions d’anys.  

Els resultats obtinguts en el present treball mostraren que el temps de divergència més 

probable entre D. subobscura i D. guanche és d’ara fa aproximadament 2 milions d’anys (1,65-

2,33 milions d’anys com a límits inferior i superior del 95% de la distribució). Aquesta estima 

no difereix considerablement de l’obtinguda per Ramos-Onsins et al. (1998) a partir del gen 

rp49, que és de 1,8 milions d’anys. Les anàlisis efectuades en el present treball també posen de 

manifest que el temps de separació més probable dels subgrups subobscura i pseudoobscura 

és d’ara fa 7,5 milions d’anys (6,54 - 8,45 com a límits inferior i superior del 95% de la 

distribució), sent aquest temps menor a l’estimat tant per Ramos-Onsins et al. (1998) com per 

Segarra i Aguadé (1993): 8,1 i 9 milions d’anys, respectivament. Cal destacar que el temps de 

separació dels subgrups subobscura i pseudoobscura inferit en el present treball és molt 
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inferior a l’estimat per Tamura et al. (2004) de 17,7 �  4,4 milions d’anys en utilitzar les dades 

prèviament publicades dels gens 28S, COII i Adh (O'Grady et al. 2002), i dels gens COI i Gpdh 

(Goto i Kimura 2001). Aquesta discrepància és, no obstant, només degut a que Tamura et al. 

(2004) prenen com a referència un temps de divergència entre els grups D. melanogaster i 

obscura d’aproximadament 60 milions d’anys, sent pràcticament el doble del temps de 

divergència considerat en aquest treball. Si es té en compte aquest fet les dues estimes són 

similars.  

Disposar d’una estima robusta del temps de divergència entre D. subobscura i D. 

guanche és important per estimar la taxa de mutació per posició i per generació de cada regió 

a partir de la seva divergència interespecífica per tal d’obtenir la distribució a priori del 

paràmetre poblacional de mutació a utilitzar en les simulacions de coalescència. Així mateix és 

important quan en les simulacions de coalescència s’inclou D. guanche com a espècie outgroup 

per tal de polaritzar les mutacions en el llinatge de D. subobscura. 

D3.2 Metodologies d’Approximate Bayesian Computation: pros i contres 

El desenvolupament durant les dues últimes dècades de les metodologies 

d’Approximate Bayesian Computation (Fu i Li 1997; Tavaré et al. 1997; Beaumont et al. 2002) 

ha estat clau per l’estudi de la història evolutiva de les poblacions. En aquesta part del treball 

es discuteixen les inferències realitzades sobre els canvis demogràfics recents en l’espècie D. 

subobscura. Els resultats d’ABC recolzen que, dels 3 models demogràfics que plantegen canvis 

en la grandària efectiva de l’espècie en determinats períodes de temps, el model més probable 

per explicar la variabilitat nucleotídica observada en la població natural de D. subobscura en 

estudi és el model d’expansió poblacional M2 (veure Figura R5.8). 

Informació prèvia disponible en relació al paràmetre poblacional de recombinació 

Tot i que s’han realitzat diferents estudis per estimar la freqüència de recombinació a 

D. subobscura i obtenir mapes genètics (Christie 1939; Spurway 1945; Bird 1947; Koske i 
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Maynard Smith 1954; Loukas et al. 1979; Mestres et al. 1998), la informació disponible 

respecte al nivell de recombinació a l’espècie és encara escassa. En relació a altres espècies 

que pertanyen al grup obscura, Ortiz-Barrientos et al. (2006) estimen en 9 cM/Mb la taxa de 

recombinació en el braç cromosòmic XR de D. pseudoobscura (homòleg del cromosoma J de D. 

subobscura). Pegueroles et al. (2010) estudien la recombinació en diferents línies Ost i O3+4 de 

D. subobscura mitjançant l’estudi de 14 loci microsatèl·lits, observant taxes de recombinació al 

llarg del cromosoma O força uniformes tot i la presència d’alguns punts calents. 

Posteriorment, Pegueroles et al. (2013) estimen que la taxa de recombinació en línies 

homocariotípiques de D. subobscura pot variar de 2 a 11 cM/Mb amb una mitjana de 7 

cM/Mb. No obstant aquestes dades disponibles en l’espècie D. subobscura, la manca de mapes 

genètics detallats del cromosoma J, així com també l’elevada variància observada en la taxa de 

recombinació en estudis previs, va fer que es dissenyés una distribució a priori pel paràmetre 

poblacional de recombinació amb un ampli rang de valors. L’amplitud d’aquesta distribució a 

priori podria ser un dels punts febles de l’anàlisi d’ABC efectuada, donat que el paràmetre de 

recombinació poblacional és un dels paràmetres importants a tenir en compte en aquesta 

metodologia. No obstant, l’elevat nombre de simulacions efectuades pels diferents models 

demogràfics plantejats, amb la selecció d’aquelles que millor expliquen les dades observades, 

hauria de pal·liar en major o menor mesura aquesta incertesa en el paràmetre poblacional de 

recombinació, paràmetre incorporat per obtenir models més reals tot i que no és objecte 

d’estudi directe en aquest treball. 

Tria d’estadístics resum en la tria de models 

Un dels punts crítics de la metodologia d’ABC podria ser la tria d’estadístics efectuada 

ja que les probabilitats posteriors que s’obtenen poden ser molt dependents d’aquesta tria. En 

el present treball, es va escollir un conjunt d’estadístics que aporten informació 

complementària sobre els nivells i patrons de variació. Concretament, els estadístics triats per 
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ser utilitzats en la tria de models van ser la mitjana i la variància del nombre de llocs 

segregants, de l’estadístic D de Tajima (1989), de l’estadístic H normalitzat de Fay i Wu (Fay i 

Wu 2000, Zeng et al. 2006) i de l’estadístic ZA (Rozas et al. 2001).  

S’ha de destacar, que en la majoria d’estudis d’ABC efectuats a Drosophila (Pascual et 

al. 2007; Laurent et al. 2011; Duchen et al. 2013) únicament s’ha utilitzat l’estadístic D de 

Tajima com a estadístic resum de l’espectre de freqüències donada la sensibilitat de l’estadístic 

H normalitzat da Fay i Wu a l’assignació errònia de les variants derivades (Baudy and Depaulis 

2003). En el nostre estudi es va adreçar aquest problema incorporant un outgroup en les 

simulacions, però el que és més important incorporant-hi també la possibilitat de mutacions 

recurrents. D’aquesta manera, es van comparar els estadístics observats amb els obtinguts a 

partir de simulacions que tenen en compte com s’originen realment les mutacions en les 

poblacions naturals. Es va valorar tanmateix si la incorporació de l’estadístic H normalitzat de 

Fay i Wu al recull d’estadístics emprat podia afectar la tria de models. A tal fi, es va estimar la 

probabilitat posterior de cadascun dels tres models considerats (M2, M3 i M4) excloent del 

recull d’estadístics la mitjana i la variància de l’estadístic H normalitzat de Fay i Wu. Amb 

aquest nou recull d’estadístics, el model M2 continua essent el model amb una major 

probabilitat posterior (0,68 respecte 0,22 i 0,1 pels models M3 i M4, respectivament). 

Finalment, es va constatar que quan en la tria de models s’utilitzen simulacions de 

coalescència que no incorporen la possibilitat de mutacions recurrents, la inclusió de 

l’estadístic H normalitzat de Fay i Wu en el recull d’estadístics emprat condueix a una 

inferència errònia del model més probable (en aquest cas seria el model M3). No obstant, si 

s’utilitzen simulacions de coalescència que no incorporen la possibilitat de mutacions 

recurrents però s’exclou del recull d’estadístics la mitjana i la variància de l’H normalitzat de 

Fay i Wu, el model més probable continua essent el model M2. Aquesta observació mostra 

clarament com, al menys en espècies amb nivells elevats de variació com ho és D. subobscura, 
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la inclusió d’aquest estadístic en la metodologia d’ABC pot conduir a inferències errònies quan 

no es tenen en compte les mutacions recurrents.  

Validació de la tria de models 

Les anàlisis d’ABC mostren com el model més probable és el model d’expansió M2 amb 

una probabilitat posterior de 0,93 (veure Figura R5.8). Un dels punts clau de la metodologia 

d’ABC és que permet analitzar si els models poden ser classificats correctament. El model 

d’expansió (M2) és classificat correctament en un 90% dels casos (veure Taula R5.7). Per 

contra el model de barreja (M4) no es pot classificar correctament ja que en un 65% dels casos 

s’assigna erròniament. Aquest resultat podria reflectir que el model M4 seria molt poc 

probable o que els estadístics utilitzats no són suficientment informatius en relació al 

paràmetre N2b d’aquest model, sent aquest paràmetre la proporció d’individus de la 

subpoblació més petita (veure Taula R5.4). La primera possibilitat seria la més plausible ja que 

la distribució posterior obtinguda en relació al paràmetre N2b (veure figura RS6.2) mostra com 

el nombre d’individus d’una de les dues subpoblacions és un nombre ínfim quan es compara 

amb la grandària de l’altra subpoblació. Per tant, les simulacions retingudes del model M4 fan 

que aquest es comporti com un model de coll d’ampolla sense subdivisió poblacional fet que 

produeix que quan es realitzen aquestes anàlisis de validació, el model M4 no es pugui distingir 

del model de coll d’ampolla (M3). 

Avaluació de diferents metodologies en les estimes de les distribucions posteriors 

dels paràmetres del model demogràfic més probable 

Els resultats de la tria de models van indicar que dels tres models comparats, el model 

demogràfic més probable per explicar la variació present a D. subobscura, és el model 

d’expansió (M2). Alhora d’obtenir les distribucions posteriors dels paràmetres que conformen 

aquest model d’expansió, es va seguir la metodologia proposada per Beaumont et al. (2002), 

basada en mètodes de correcció per regressió lineal local (veure Materials i Mètodes, apartat 
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M3). No obstant, tot i que les metodologies d’ABC hagin estat un gran avanç per fer inferències 

demogràfiques mitjançant l’ús d’un conjunt d’estadístics per resumir les dades empíriques 

(Tavaré 1997), un dels seus punts crítics seria precisament quin conjunt d’estadístics incloure, 

ja que en funció d’aquesta elecció, es podrien esbiaixar les estimes de les distribucions 

posteriors dels paràmetres. Així és com, triar pocs estadístics podria aportar una quantitat 

d’informació molt limitada sobre els paràmetres que conformen els models. Per contra, 

escollir un nombre massa elevat d’estadístics, podria produir “soroll” en les estimes de les 

distribucions posteriors dels paràmetres (Marjoram et al. 2003; Joyce i Marjoram 2008). 

Wegmann i Excoffier (2008) proposen reduir la dimensió del conjunt d'estadístics escollit 

aplicant una transformació d’aquests a través d’una anàlisi de regressió de mínims quadrats 

parcials (Partial Least Square, PLS) que seria un procediment similar a una anàlisi de 

components principals (PCA). Aquesta metodologia ha estat aplicada en diferents estudis tals 

com els de Laurent et al. (2011) i Veeramah et al. (2012). No obstant això, aquest procediment 

no pot ser aplicat en la tria de models, ja que la reducció dels estadístics en components PLS 

s'ha de construir independentment per cada model demogràfic, mentre que per la tria de 

models és necessari que el conjunt d’estadístics proposat sigui el mateix per tot el conjunt de 

models. Aquesta metodologia sí que es pot aplicar en les inferències dels paràmetres. Per 

avaluar si aquesta metodologia podia proporcionar una menor variància en les distribucions 

posteriors obtingudes dels paràmetres que conformen el model d’expansió, es va aplicar 

aquest procediment, construint els components PLS a partir de 10.000 simulacions tal i com es 

troba implementat en el paquet informàtic ABCtoolbox (Wegmann et al. 2010). Aquest paquet 

informàtic proporciona un error quadràtic mitjà de predicció (root mean square error, RMSE) 

amb el qual s’avalua el nombre adequat de components PLS (Figura D3.1). 
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Figura D3.1. Error quadràtic mitjà de predicció (RMSE) dels diferents paràmetres en estudi (N1a, T1a, �) associat a la transformació 

dels 8 estadístics escollits: mitjana i variància de la diversitat nucleotídica per locus (Tajima 1983), de la D de Tajima (1989), de l’H 

normalitzat de Fay i Wu (Fay i Wu 2000, Zeng et al. 2006) i del ZA, (Rozas et al. 2001) en 8 components PLS. Prèviament a la 

reducció en components PLS es corregeix per la possibilitat de variàncies desiguals mitjançant una transformació Box-Cox. 

En funció de l’avaluació de l’error quadràtic mitjà de predicció, es van escollir tres PLS i 

es va procedir a obtenir les distribucions posteriors dels diferents paràmetres mitjançant el 

paquet informàtic ABCtoolbox (Wegmann et al. 2010) que té implementat un procediment que 

es diferencia del proposat per Beaumont et al. (2002) ja que les estimes dels paràmetres es 

realitzen mitjançant models generals de regressió lineal ABC-GLM (Leuenberger i Wegmann 

2009). Es va utilitzar el mateix milió de simulacions que en les anàlisis prèvies d’ABC, amb el 

mateix llindar de tolerància de 0,001. En la Taula D3.1 es mostren diferents estadístics 

descriptius en relació a la distribució posterior dels paràmetres d’interès del model M2. 
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Taula D3.1. Estadístics descriptius de la distribució posterior dels paràmetres del model M2, sent aquests la mitjana, mediana i la 

moda així com també els límits inferior i superior del 95% la distribució, escollint un llindar de tolerància del 0,001 i mitjançant el 

mètode de models generals de regressió lineal (Leuenberger i Wegmann 2009). 

Estadístics descriptius/Paràmetres N1a T1a ���

límit inferior del 95% de la distribució 0,065 2,0x10-04 0,072 

Mediana 0,085 0,020 0,090 

Mitjana 0,850 0,089 0,098 

Moda 0,090 0,019 0,094 

límit superior del 95% de la distribució 0,100 0,039 0,100 
 
Els diferents paràmetres són: N1a, quocient entre la grandària efectiva prèvia a l’expansió i la grandària efectiva actual; T1a, temps 

d’expansió poblacional expressat en 4Ne generacions; �, paràmetre poblacional de mutació (� = 4Ne�, sent Ne la grandària efectiva 

actual i � la taxa de mutació per posició i per generació) . 

Les distribucions obtingudes mitjançant la metodologia proposada per Wegman i 

Excoffier (2008) són similars a les distribucions obtingudes en les nostres anàlisis en les quals 

no es van transformar els estadístics en components PLS (veure Taula R5.8). Aquests resultats 

corroboren primer que el conjunt d’estadístics triat ja seria d’entrada suficient, i segon que la 

reducció en components PLS no aportaria, almenys en el nostre estudi, uns resultats més 

robusts. I és que a l’efectuar la transformació dels estadístics en components PLS, no es 

redueix significativament la senyal no informativa dels estadístics i d’aquesta manera no 

només no es milloren les distribucions posteriors dels paràmetres sinó que a més a més es 

produeix un augment de la dispersió d'aquestes en relació al límit superior de la distribució. 

Per tant, tot i que la metodologia proposada per Wegmann i Excoffier (2008) proporcioni 

estimes correctes, no s’observa una millora significativa alhora de reduir la dimensió dels 

estadístics transformant-los en components PLS. Com indica Bertorelle et al. (2010), no s’ha 

demostrat que l’ús de components PLS produeixi estimes més robustes en les metodologies 

d’ABC. 
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D3.3 Detecció d’una regió possiblement afectada per un esdeveniment selectiu 

recent 

En les anàlisis dels nivells i patrons de polimorfisme, la regió p169 va destacar per 

presentar un defecte de polimorfisme enfront de la divergència (veure Figura R3.3) i un excés 

de variants derivades a elevada freqüència que es desvien significativament del què s’esperaria 

en funció del model d’expansió poblacional obtingut en les anàlisis d’ABC efectuades en 

aquest treball (veure Figura R5.16). Un excés de variants derivades a elevada freqüència és un 

dels patrons indicatius d’un procés d’escombrada selectiva recent (Fay i Wu 2000). En funció 

d’aquests resultats, per tant, seria possible considerar que s’ha produït la fixació d’una 

mutació adaptativa en aquesta regió o al seu voltant. 

La regió p169 és homòloga a un dels introns del gen Zasp67 recentment identificat a D. 

melanogaster per Katzemich et al. (2013). Aquest gen pertany a la família Alp/Enigma. Tot i 

que no es coneix amb claredat la funció de Zasp67, la proteïna codificada per aquest gen 

juntament amb les codificades pels gens Zasp52 i Zasp66 poden jugar un paper important en 

l’assemblatge de la miofibril·la (Katzemich et al. 2013). El gen Zasp67 està inclòs en un bloc 

sintènic entre les espècies D. melanogaster i D. pseudoobscura d’aproximadament 123 Kb. Per 

tant, la regió p169 podria ser el punt d’inici per contrastar més detalladament la possible acció 

recent de la selecció positiva en aquesta regió en l’espècie D. subobscura, mitjançant l’anàlisi 

de la variació en regions d’aquest bloc sintènic a distàncies creixents de la regió p169. Afegir 

que en aquest bloc i únicament a unes 2,5 kb del gen Zasp67 es troba el clúster format pels 

gens ilp1-ilp4 (gens implicats en la via de la insulina). Esmentar, finalment, que Guirao-Rico i 

Aguadé (2013) observen que a D. melanogaster la variabilitat nucleotídica al clúster format 

pels gens ilp1-ilp4 podria estar afectada per un possible esdeveniment selectiu recent. 
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D3.4 Història demogràfica de D. subobscura  

Les poblacions naturals no són sistemes estàtics sinó que es veuen influenciades per 

les pressions selectives del medi natural que les envolta, pressions que poden deixar la seva 

empremta en la variabilitat genètica de les poblacions. En la regió Paleàrtica, àrea de 

distribució de D. subobscura, els últims 200.000 anys han estat marcats per grans oscil·lacions 

climàtiques, classificades en períodes glacials i interglacials. És aquest interval de temps el que 

es va prendre de referència en l’estudi de la història demogràfica de D. subobscura ja que si 

aquesta es veiés influenciada directament o indirectament per les condicions climàtiques, 

aquesta successió de períodes freds i càlids podrien haver produït canvis en la seva grandària i 

aquests canvis podrien veure’s reflectits en la variabilitat nucleotídica observada en l’actualitat 

en les seqüències de DNA.  

Les anàlisis d’Approximate Bayesian Computation realitzades en aquest estudi han 

recolzat que dels models considerats, que poden explicar la variabilitat nucleotídica observada 

en l’actualitat a D. subobscura, el més probable és un model d’expansió poblacional. Les 

estimes dels paràmetres que conformen aquest model indiquen que D. subobscura va patir 

una expansió poblacional ara fa aproximadament 110.000 anys (78.000 a 145.000 anys com a 

límits inferior i superior del 95% de la distribució) i que la grandària efectiva de la població 

prèvia a aquesta expansió era d’aproximadament 810.000 individus (500.000 a 890.000 

individus com a límits inferior i superior del 95% de la distribució), pràcticament un ordre de 

magnitud inferior a la grandària efectiva actual, que s’estima en 9,3 milions d’individus (8,4 a 

9,6 milions com a límits inferior i superior del 95% de la distribució).  

Influència dels canvis climàtics ocorreguts durant els últims 200.000 anys 

El penúltim període glacial (OIS6, glaciació de Riss), és considerat com el més vast de 

tot el Pleistocè (Van Andel i Tzedakis 1996; veure la Figura M3.3). Els marges dels gels de les 

regions del Nord d’Europa són els més extensos dels últims 200.000 anys i persisteixen durant 
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un temps més llarg que el de l’últim període glacial (glaciació de Würm). Els registres fòssils de 

pol·len mostren com durant la primera etapa de l’estadi isotòpic 6 (OIS6) a Europa hi van haver 

condicions climàtiques moderadament severes amb fluctuacions en l’abundància dels arbres, 

seguides per condicions més extremes, ara fa aproximadament 150.000 anys (Van Andel i 

Tzedakis 1996). Es considera que durant els dos períodes glacials ocorreguts durant els últims 

200.000 anys (glaciació de Riss i glaciació de Würm) hi va haver tres refugis glacials de 

biodiversitat a Europa, localitzats en les tres penínsules mediterrànies: Ibèrica, Itàlica i 

Balcànica (Schmitt et al. 2007). Les anàlisis d’ABC efectuades, però, indiquen com durant el 

penúltim període glacial l’espècie no va patir una disminució en la seva grandària efectiva. Una 

de les consideracions que es podria tenir en compte del per què la grandària efectiva no es va 

veure afectada durant aquest període (OIS6), seria que l’espècie encara no hagués colonitzat 

les regions del Nord d’Europa. És a dir podria ser que D. subobscura no s’hagués vist afectada 

per la glaciació de Riss ja que en la seva àrea de distribució no s’haguessin donat unes 

condicions climàtiques tan extremes. I és que tot i que no es coneix amb claredat l’origen 

exacte de D. subobscura, es creu que aquest es localitza en regions del centre d’Àfrica (Krimbas 

et al. 1992). Seria possible considerar que des d’aquestes regions centrals Africanes 

paulatinament D. subobscura hagués colonitzat les regions del Nord d’Àfrica, com recolza que 

colonitzés Canàries i Madeira, i posteriorment del Sud d’Europa. De fet, les anàlisis d’ABC 

efectuades posen de manifest que l’espècie no ha patit una disminució significativa en la seva 

grandària efectiva al llarg de la seva història demogràfica recent, fet corroborat per la 

probabilitat tant baixa del model de coll d’ampolla (M3) respecte del model d’expansió (M2) 

(veure Figura R5.8). Així mateix, els resultats obtinguts tampoc recolzen el possible aïllament 

en dos o més refugis glacials associat a una reducció poblacional, en ser la probabilitat del 

model M4 (model d’aïllament i coll d’ampolla amb una posterior barreja de les dues 

subpoblacions) molt menor que la del model M2 (model d’expansió). Aquests resultats 
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indiquen que tot i que s’hagués produït aquest aïllament, no hauria estat suficientment extrem 

perquè les poblacions evolucionessin independentment. Tal i com indiquen Rozas et al. (1990), 

D. subobscura es pot considerar una espècie panmíctica, en no detectar-se diferenciació 

genètica a nivell molecular entre poblacions de punts allunyats de la seva àrea de distribució. I 

és que a D. subobscura no s’observa estructuració geogràfica en relació a la variació present 

dins de les diferents ordenacions cromosòmiques a Europa (Rozas i Aguadé, 1990, 1999; Rozas 

et al. 1995; Khadem et al. 1998; Pegueroles et al. 2013) ni tampoc entre Europa i regions del 

Nord d’Àfrica (Munté 1999), havent per tant evidències d’un considerable flux gènic entre les 

poblacions Europees i també entre les poblacions Europees i les Nord Africanes. Aquest elevat 

flux gènic, per tant, eradica la possible estructuració poblacional de l’espècie, inclús en el cas 

que aquesta hagués quedat aïllada en varis refugis glacials en algun moment de la seva història 

demogràfica recent.  

Fa aproximadament 130.000 anys comença un procés ràpid de desglaciació dels gels 

acumulats durant la glaciació de Riss (Van Andel i Tzedakis 1996; veure la Figura M3.3), donant 

pas al període interglacial Eemià (OIS5), període que coincideix amb els valors més probables 

de l’inici de l’expansió poblacional de D. subobscura. Quan s’inicia aquest període interglacial a 

Europa, la vegetació boscosa comença a dispersar-se des dels diferents refugis glacials i 

diacrònicament colonitza diferents hàbitats, esdevenint el paisatge dominant. La vegetació 

europea durant aquest període mostra una successió de vegetació que s’inicia amb arbres 

caducifolis com alzines i oms, sent un dels tipus de boscos on es localitzen les poblacions de D. 

subobscura a la naturalesa. Durant l’interglacial Eemià (OIS5) les temperatures augmenten 

gradualment fins a 12ºC aproximadament, respecte a les temperatures del penúltim període 

glacial. Durant la primera etapa de l’estadi isotòpic 5 (OIS5e) hi ha un interglacial òptim, ara fa 

aproximadament 125.000 anys, on les temperatures arriben a valors de 3º C més elevades 

respecte les temperatures observades en l’actualitat (Kukla et al. 2002), donant pas a densitats 
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poblacionals boscoses màximes. Les oscil·lacions temporals d’aquest interglacial òptim varien 

en regions del Nord i Sud d’Europa, amb una duració aproximada en el Nord de fins ara fa 

aproximadament 115.000 anys, respecte a les regions del Sud on s’estén fins ara fa 

aproximadament 110.000 anys (Tzedakis 2003). Després d’aquest interglacial òptim, es 

produeix una reducció progressiva de la biomassa d’arbres, formant-se paisatges boscosos 

més oberts. No obstant, dades disponibles semblen indicar que ara fa aproximadament 

118.000-117.000 anys es produeix una segona expansió dels boscos de Quercus (Tzedakis et al. 

2003), coincidint amb el valor més probable del temps en què es produí l’expansió de D. 

subobscura. S’ha de remarcar, que hi ha varis estudis tals com els de Hewitt et al. (2004) i 

Schmitt et al. (2007) que evidencien com els insectes herbívors, com per exemple aquells 

associats amb boscos d’alzines i pins en àrees mediterrànies, haurien sobreviscut en regions 

del Sud d’Europa i posteriorment haurien respost a l’augment de temperatura d’un període 

interglacial amb una ràpida expansió cap a regions del Nord. Per tant, és probable que durant 

l’interglacial Eemià, D. subobscura hagués colonitzat gran part del Nord de la seva àrea de 

distribució actual a la regió Paleàrtica. 

El període interglacial Eemià va tenir una curta duració donant pas gradualment a 

l’últim període glacial, glaciació de Würm, que s’inicià ara fa aproximadament 74.000 anys. 

L’últim període glacial està caracteritzat per un pic mitjà de fred OIS4 (ara fa aproximadament 

65.000 anys), seguit d’un període càlid parcial OIS3 (ara fa aproximadament 39.000 – 36.000 

anys) fins arribar a l’últim màxim glacial ara fa aproximadament 18.000 anys (OIS2) (CLIMAP 

Project Members, 1984). No obstant, les anàlisis d’ABC indicarien com el darrer període glacial 

no va conduir a canvis significatius en la grandària poblacional de l’espècie. Hi ha dades del 

registre fòssil de pol·len que posen de manifest que després del penúltim període glacial 

(OIS6), l’amplitud de les oscil·lacions climàtiques no va afectar de manera tan significativa a 

l’abundància dels arbres tal i com s’havia pressuposat anteriorment, és a dir, seria possible 
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considerar que les poblacions d’arbres haguessin sobreviscut al l’últim període glacial (Tzedakis 

et al. 2004). En el cas d’espècies de Quercus i Pinus, Tzedakis et al. (2002) detecten a Grècia 

pol·len fòssil durant tota l’amplitud de l’últim període glacial, en tant que en d’altres espècies 

tals com Abies i Ulmus detecten una presència intermitent (Figura D3.2), sent Grècia part de 

l’àrea de distribució de l’espècie D. subobscura (Krimbas 1964). 

 

Figura D3.2. Diagrama temporal d’abundància de pol·len en una profunditat màxima de 102m, de 1-284 seqüències mostrant els 

percentatges dels taxons seleccionats. Les edats es mostren en anys. Extret de Tzedakis et al. (2002). 

Hi ha altres estudis, a més a més, tals com els de Willis et al. (2004), Magri et al. (2006), 

Varga (2009) i Stewart et al. (2010) que qüestionen la visió tradicional de que l’àrea de 

distribució dels boscos europeus s’hagués vist reduïda durant l’últim període glacial, en només 

els tres refugis mediterranis de biodiversitat. S’ha d’afegir que els boscos de Quercus robur 

marquen el límit nord de l’àrea de distribució europea de D. subobscura (Krimbas. 1993), per 

tant si aquest tipus de bosc o altres haguessin sobreviscut a l’últim període glacial, és molt 

probable que aquestes oscil·lacions climàtiques no haguessin afectat tant abruptament la 

grandària poblacional de l’espècie, ja que no s’hauria vist eradicat el seu hàbitat natural. 

Considerant també la pròpia biologia de l’espècie, s’ha de tenir en compte que D. subobscura 

és una espècie generalista que s’alimenta bàsicament de llevats i bacteris que fermenten 
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matèria orgànica vegetal (Krimbas 1993). Kerdelhué et al. (2009) indiquen com les espècies 

generalistes (en termes d’hàbitat, hoste o dieta) tenen un risc menys elevat de que 

desaparegui el seu nínxol ecològic. Per tant, no només seria la presència dels boscos temperats 

durant la última glaciació (Tzedakis et al. 2002) el que podria haver propiciat el manteniment 

de la grandària efectiva de D. subobscura sinó que també se li hauria de sumar el que és una 

espècie generalista. S’ha d’afegir que l’elevat polimorfisme per inversions cromosòmiques que 

presenta D. subobscura, moltes d’elles antigues (Munté et al. 2005; Nóbrega et al. 2008) i amb 

un clar caràcter adaptatiu, permet hipotetitzar que aquest polimorfisme contribueixi de forma 

important a la possiblement elevada capacitat d’adaptació i resistència als canvis climàtics de 

l’espècie. El fet que l’espècie ocupi gran part de tota la regió Paleàrtica, en la que es presenta 

en una gran varietat de condicions climàtiques i d’hàbitats (Monclús, 1964; Huey i Pascual, 

2009) podria reflectir aquesta possibilitat. 

Clàssicament, quan es parla de grans extincions durant el Quaternari, s’ha de pensar 

sobretot en els vertebrats com a model i no en espècies com els insectes. Russel et al. (1996) 

posen de manifest que els fòssils trobats d’insectes durant el Quaternari no permeten inferir 

grans taxes d’extinció durant aquest període. La constància d’espècies i de comunitats 

d’espècies podria ser la norma en el cas dels insectes durant almenys l’últim milió d’anys 

(Russel et al. 1996).  

En el cas d’artròpodes, Porretta et al. (2012) analitzen la variabilitat nucleotídica de 

diferents marcadors mitocondrials i nuclears de diferents poblacions europees de l’espècie 

Ixodes ricinus. A partir dels seus resultats aquests autors consideren que durant l’últim període 

glacial, l’espècie no va quedar aïllada en refugis glacials separats sinó que es va mantenir en 

poblacions interconectades a través del sud i centre d’Europa. Tot i que l’espècie Ixodes ricinus 

és un ectoparàsit i que per tant la seva biologia sigui diferent a la de D. subobscura, els 

resultats de Porretta et al. (2012) estarien en concordança amb els deduïts del nostre estudi. 
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Temps de generació i grandària efectiva 

Arenas et al. (2012) consideren que els nivells de diversitat que es preserven després 

d’un canvi climàtic dins i entre refugis, no només depenen de les habilitats de dispersió de les 

espècies sinó també de la velocitat del canvi. Durant un episodi de canvi climàtic, aquest canvi 

afectarà diferencialment a les espècies en funció del seus temps de generació i de la seva 

grandària efectiva (Charlesworth 2009; Arenas et al. 2012). La família Drosophilidae a la qual 

pertany D. subobscura, es caracteritza per temps de generació curts i elevades grandàries 

efectives, fet que els hi proporciona un potencial evolutiu elevat (Kellermann et al. 2012). Els 

resultats d’aquest treball indiquen que D. subobscura té una grandària efectiva molt elevada, 

d’aproximadament 9,3 milions d’individus, valor que està en concordança amb l’estima 

realitzada per Comerón (1997), que era de 10 milions d’individus. La grandària efectiva de D. 

subobscura es considera, per tant, similar a la grandària efectiva de les poblacions africanes de 

D. melanogaster que s’estima aproximadament en 8,6 milions d’individus (Li i Stephan 2006). 

El nombre de generacions per any a D. subobscura, a l’igual que a D. pseudoobscura, es 

considera que és de cinc generacions (Mestres et al. 2001), havent menys generacions per any 

respecte a altres espècies de la família Drosophilidae tals com D. melanogaster i D. simulans en 

que s’estimen 10 generacions per any (Sharp i Li 1989).  

Termotolerància 

Les anàlisis d’ABC indiquen que durant el penúltim període glacial (OIS6) D. subobscura 

no hauria patit canvis en la seva grandària efectiva. Com s’ha comentat anteriorment, això 

podria ser degut a que l’espècie encara no hagués colonitzat les regions del Nord d’Europa 

afectades per unes condicions climàtiques més adverses, respecte a regions del Sud d’Europa o 

Nord d’Àfrica. Posteriorment, durant l’interglacial Eemià (OIS5), l’espècie hauria patit una 

expansió poblacional. Seria lògic pensar que en aquell període s’iniciés el canvi d’una sèrie de 

característiques climàtiques i ecològiques idònies per a l’espècie, podent ser la temperatura un 
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dels factors determinants. I és que les condicions climàtiques determinen els límits geogràfics 

per a moltes espècies, sent la temperatura una de les variables més importants que en 

delimiten la seva distribució i abundància (Parmesan, 2006). Durant el penúltim període 

interglacial (interglacial Eemià) la temperatura mitjana va pujar fins a 3º C respecte la 

temperatura actual. Aquest increment de la temperatura, podria haver facilitat unes 

condicions idònies per l’espècie fet que podria haver propiciat aquest procés d’expansió i 

també de dispersió en la regió Paleàrtica. Com a exemple, podríem posar la fertilitat de les 

femelles a D. subobscura. Buzzati-Traverso (1942) descriu la temperatura òptima per a la 

fertilitat de les femelles de D. subobscura en condicions de laboratori en 19-20ºC, sent les 

temperatures que es podrien haver trobat durant l’interglacial òptim de l’OIS5. Sota aquestes 

temperatures el nombre d’ous que pot posar una femella és més gran (Clarke i Maynard Smith, 

1961). A més a més, Walters et al. (2006) construeixen un model de predicció de com poden 

afectar els canvis climàtics a la dispersió dels insectes, arribant a la conclusió que l’augment de 

3 a 5ºC en la temperatura màxima del dia, pot incrementar la proporció de dispersions a gran 

distància, tal i com podria haver succeït a D. subobscura durant el període OIS5. Després del 

penúltim interglacial, els resultats obtinguts en el nostre treball indicarien que les fluctuacions 

climàtiques no van ser suficientment extremes per l’espècie perquè es produís una disminució 

considerable de la seva grandària efectiva, ni tampoc extremadament favorables perquè es 

produís un augment significatiu d’aquesta grandària efectiva. La termotolerància de l’espècie 

podria ser un factor determinant del per què la grandària efectiva de D. subobscura no s’hauria 

vist afectada durant l’últim període glacial (OIS4, OIS3 i OIS2). Estudis efectuats en condicions 

de laboratori demostren que D. subobscura té una termotolerància que avarca un rang de 3ºC 

a 37ºC (Krimbas 1993). Kellermann et al. (2012) realitzen un estudi amb 95 espècies de 

drosofílids i observen que D. subobscura, respecte a altres drosofílids és una espècie amb una 

elevada resistència al fred, fet que podria explicar que la seva grandària efectiva no s’hagués 
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vist tant afectada durant l’últim període glacial ni tan sols durant el seu pic màxim de fred ara 

fa aproximadament 20.000 anys (OIS2).  

Finalment, s’ha d’afegir que els models demogràfics dissenyats són models senzills 

capaços d’explicar la variabilitat nucleotídica observada a D. subobscura però que no 

necessàriament descriuen el que realment ha succeït a l’espècie al llarg de la seva història 

evolutiva. No obstant, la disponibilitat d’un model demogràfic, ha permès i permetrà en 

estudis posteriors, la detecció de regions la variabilitat de les quals no pugui ser explicada per 

un model d’expansió poblacional i que siguin per tant candidates a haver estat dianes recents 

de la selecció adaptativa. 
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D4. ANÀLISI DE LA VARIACIÓ EN REGIONS NO CODIFICADORES AFECTADES PER LA INVERSIÓ 

J1 DE D. SUBOBSCURA  

Des de que al 1917 Sturtevant descobreix l’existència de les inversions 

cromosòmiques, s’han realitzat multitud d’estudis amb l’objectiu de desentrellar quins 

mecanismes evolutius són els responsables de l’increment de freqüència i el manteniment de 

les inversions cromosòmiques i com la seva presència afecta a la variabilitat genètica de les 

poblacions. D. subobscura és una espècie ideal per aquests estudis ja que es caracteritza per 

presentar un elevat polimorfisme per inversions cromosòmiques. No tots els seus cromosomes 

presenten un nombre similar d’inversions, sent el cromosoma J el que presenta un menor 

polimorfisme per inversions cromosòmiques, si exceptuem el cromosoma puntiforme. En 

aquesta part del treball es discuteixen els resultats obtinguts de l’anàlisi de sis regions no 

codificadores distribuïdes al llarg de la inversió J1 en 27 línies homocariotípiques obtingudes a 

partir d’una població natural de D. subobscura de Barcelona que es diferencien per la 

presència o absència de la inversió J1. Es van analitzar per separat les línies amb l’ordenació Jst 

de les línies amb l’ordenació J1. La inversió J1 és una inversió paracèntrica simple (és a dir, 

només hi ha un segment invertit), té una grandària mitjana-petita, segrega a freqüències 

relativament elevades en la població d’estudi i en l’àrea paleàrtica és una de les dues 

ordenacions majoritàries juntament amb l’ordenació Jst (Krimbas i Powell 1992). 

D4.1 Nivells i patrons de variació 

La disponibilitat d’estudis previs a nivell multilocus, en els quals s’analitzen els nivells i 

patrons de polimorfisme en diferents ordenacions cromosòmiques de l’espècie D. subobscura, 

permet comparar els resultats del present treball amb els obtinguts per d’altres inversions 

polimòrfiques de l’espècie. Concretament es prenen de referència els treballs de Nóbrega et 

al. (2008) i Munté et al. (2005). Nóbrega et al. (2008) analitzen cinc regions localitzades al llarg 

de la inversió A2 en 18 línies homocariotípiques provinents d’una població natural de D. 
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subobscura que es diferencien per la presència o absència d’aquesta inversió: 12 d’elles 

presenten l’ordenació A2 i 6 l’ordenació Ast que té una longitud aproximada de 41,3 cM segons 

estimen els autors. El treball de Nóbrega et al. (2008), esdevé adient per ser comparat amb el 

present treball ja que la inversió A2, igual que la J1, és una inversió paracèntrica simple. Munté 

et al. (2005) analitzen la variació nucleotídica en 8 regions, sis d’elles distribuïdes al llarg de la 

inversió O3 i les dues restants localitzades fora de la inversió però molt properes als punts de 

trencament, en 28 línies homocariotípiques d’una població natural de D. subobscura: 14 d’elles 

presenten l’ordenació Ost i les 14 restants l’ordenació O3+4. Les ordenacions Ost i O3+4 es 

diferencien per dues inversions imbricades (inversió 3 i 4) que sorgeixen independentment de 

l’ordenació ancestral O3 extingida en l’actualitat (Ramos-Onsins et al. 1998). Els autors estimen 

la longitud de la inversió O3 en 27,4 cM, sent una inversió més petita que la J1 que té una 

longitud aproximada de 30 cM. Comparar el sistema cromosòmic Ost/O3+4 no és tan adequat en 

relació al nostre estudi degut a que l’ordenació O3+4 està formada per dues inversions 

imbricades.  

La diversitat nucleotídica dels tres sistemes cromosòmics (Figura D4.1) es compara 

utilitzant com a referència en el cas dels estudis de Munté et al. (2005) i Nóbrega et al. (2008) 

la diversitat nucleotídica silenciosa ja que les regions en estudi del nostre treball són en tots els 

casos no codificadores. Els valors de diversitat nucleotídica silenciosa obtinguts per Nóbrega et 

al. (2008) es multipliquen per 4/3 ja que les diferents regions analitzades es troben localitzades 

al cromosoma X i d’aquesta manera poden ser comparades amb les altres regions localitzades 

en els autosomes. Es va aplicar el test no paramètric de Kruskal-Wallis per observar si 

existeixen diferències significatives entre les mitjanes dels valors de diversitat nucleotídica de 

les diferents ordenacions, no observant-se en cap cas diferències significatives (test no 

paramètric de Kruskal-Wallis; P = 0,19). Sinó es corregeixen les regions incloses dintre del 
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cromosoma X, els resultats del test no paramètric de Kruskal-Wallis continuen essent no 

significatius (test no paramètric de Kruskal-Wallis; P =0,14).  

 

Figura D4.1. Diagrama de caixa corresponent a la diversitat nucleotídica silenciosa (Nei 1983) en relació a diferents ordenacions 

cromosòmiques en l’espècie D. subobscura. Els nivells de diversitat nucleotídica són extrets del nostre estudi, de Nóbrega et al. 

(2008) i Munté et al. (2005) en relació a les ordenacions J1/Jst, Ast/A2 i Ost/O3+4, respectivament. 

El criteri més acceptat alhora d’establir quines ordenacions cromosòmiques són les 

més primitives és aquell que té en compte la possible coexistència d’una ordenació en més 

d’una espècie, fet que provaria, per tant, que aquesta ordenació s’hagués originat abans de la 

separació d’ambdues espècies. S’observa com les espècies D. guanche i D. madeirensis que 

formen juntament amb D. subobscura el subgrup subobscura presenten tant pel cromosoma J 

com pel cromosoma A l’ordenació estàndard o una ordenació derivada de l’estàndard, fet que 

indicaria que Jst i Ast són les ancestrals. S’ha d’afegir, que generalment es considera que les 

ordenacions ancestrals haurien de presentar uns nivells de variació superiors respecte a les 

derivades, ja que s’espera que hauran tingut més temps per acumular variació. Aquesta 
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premissa es compleix en el cas del sistema cromosòmic Ast/A2, on s’observa com l’ordenació 

Ast, considerada com a ancestral, presenta uns nivells de variació superiors a l’ordenació A2, 

considerada com a derivada. En el cas del nostre treball, però, quan es comparen les dues 

ordenacions cromosòmiques, l’ordenació J1 presenta uns nivells de diversitat nucleotídica 

superiors als de l’ordenació Jst. Aquest resultat, a més a més, està en concordança amb un 

estudi previ efectuat per Simões et al. (2012), en el qual analitzen el sistema cromosòmic Jst/J1 

a través de l’estudi de 4 marcadors microsatèl·lits, dos localitzats dintre de la inversió J1 i altres 

dos localitzats fora de la inversió però propers als punts de trencament. Per tant, malgrat 

s’hagi proposat que les ordenacions que presenten uns nivells de variació superiors són les 

més primitives, aquesta proposició no es pot confirmar en el cas de les ordenacions Jst/J1 degut 

a que l’ordenació Jst s’hauria de considerar com l’ancestral en funció de les ordenacions 

compartides amb espècies properes.  

Per tant, s’hauria de pensar per què l’ordenació considerada com a ancestral presenta 

uns nivells de variació inferiors a la considerada com a derivada. Una de les possibles 

explicacions d’aquesta observació, i que es considera la més plausible, està relacionada amb la 

grandària efectiva de les dues ordenacions. Si l’ordenació Jst tingués una grandària efectiva 

considerablement inferior que l’ordenació J1, el nivell de variació neutre que s’esperaria a 

l’equilibri deriva-mutació seria inferior i el nombre de generacions que haurien de transcorre 

per arribar a aquest equilibri també seria inferior. Una altra explicació que es podria considerar 

seria, per exemple, que aquests nivells de variació inferiors en l’ordenació Jst fossin deguts a 

factors demogràfics, tal i com podria succeir en el cas que s’hagués produït un coll d’ampolla 

en els individus portadors de l’ordenació Jst. Aquest coll d’ampolla, però, no podria ser recent, 

ja que els nivells de variació observats en les regions incloses dintre de la inversió J1 són 

relativament alts i, per tant, si hagués ocorregut un coll d’ampolla hauria passat un temps 

suficient per a que s’hagués pogut recuperar la variació. Per altra banda, la possibilitat d’un 
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coll d’ampolla seria poc probable ja que si s’hagués produït aquest fenomen demogràfic, seria 

molt estrany que aquest hagués afectat a l’ordenació Jst i no a l’ordenació J1. Una explicació 

alternativa que es podria considerar per interpretar els nivells de variació inferiors en els 

individus portadors de l’ordenació Jst, seria que en aquesta ordenació s’hagués produït un 

arrossegament selectiu que hagués eliminat variació prèvia. De fet, l’evolució adaptativa és un 

factor que pot distorsionar el nivell de polimorfisme neutre en les regions estretament lligades 

a les posicions sota selecció causant una reducció del polimorfisme. No obstant, aquesta 

explicació seria també poc probable ja que, a l’analitzar els nivells i patrons de variació a nivell 

multilocus en les diferents regions localitzades dintre de la inversió J1, no s’observen en cap de 

les regions en estudi senyals indicatives de possibles esdeveniments selectius recents. 

Concretament, si s’analitza l’estadístic H normalitzat de Fay i Wu (2000) que és sensible per 

detectar variants derivades a elevada freqüència i per tant podria ser un estadístic sensible per 

detectar l’acció de la selecció positiva, no s’observa en cap de les regions en estudi valors 

d’aquest estadístic que es desviïn significativament del que s’esperaria sota un model 

d’evolució neutre estàndard. Per corroborar aquests resultats, a més a més, es va decidir 

obtenir la distribució empírica de l’estadístic H normalitzat de Fay i Wu a partir de simulacions 

de coalescència realitzades sota el model desenvolupat per inferir l’edat més probable de la 

inversió J1. En les regions en estudi a l’ordenació Jst, els valors d’aquest estadístic no es desvien 

en cap cas significativament del que s’esperaria sota aquest model demogràfic (Figura D4.2). 

Per tant, aquests resultats indiquen que els nivells de variació inferiors en l’ordenació Jst no 

han estat produïts per esdeveniments de selecció positiva almenys relativament recents. Per 

tant, malgrat no poder afirmar rotundament en el cas del sistema cromosòmic Jst/J1 quina de 

les inversions seria l’ancestral i quina la derivada, s’ha considerat que l’ordenació Jst és 

l’ancestral degut a la seva presència a D. madeirensis i a la presència d’una ordenació derivada 
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de Jst a D. guanche, explicant els nivells de variació inferiors d’aquesta ordenació com una 

conseqüència de la seva grandària efectiva menor respecte l’ordenació J1. 

 
 
Figura D4.2. Distribució empírica de l’estadístic H normalitzat de Fay i Wu (2000) en l’ordenació Jst. Aquesta distribució es 

construeix després de realitzar 10.000 noves simulacions utilitzant com a distribucions a priori els paràmetres retinguts de l’anàlisi 

d’ABC efectuada per inferir l’edat més probable de la inversió J1 (veure Resultats R5.3). Les línies verticals de color taronja 

indiquen els valors observats de l’estadístic H normalitzat de Fay i Wu en les sis regions en estudi a l’ordenació Jst. 

Els patrons de polimorfisme reflectits en l’estadístic D de Tajima (1989) d’aquest 

treball també s’han comparat amb els dels treballs realitzats per Munté et al. (2005) i Nóbrega 

et al. (2008) (Figura D4.3). S’observa com l’ordenació Ast, considerada com l’ordenació 

ancestral, presenta valors de l’estadístic D de Tajima més propers a zero respecte l’ordenació 

derivada A2, sent aquest el patró que s’esperaria. En el cas del nostre estudi, els valors de D de 

Tajima de l’ordenació Jst tendeixen a ser més propers a zero respecte a l’ordenació J1. Aquests 

valors més propers a l’equilibri deriva-mutació de l’ordenació Jst, respecte a l’ordenació J1, 

podrien corroborar el seu caràcter ancestral i que la grandària efectiva de l’ordenació Jst fos 

inferior a la de l’ordenació J1. No obstant aquestes consideracions, però, no es pot obviar 

l’elevada variància que presenten els valors de l’estadístic D de Tajima en les diferents 

ordenacions. 
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Figura D4.3. Mitjana de l’estadític D de Tajima (1989) en relació a diferents ordenacions cromosòmiques en l’espècie D. 

subobscura. Els valors de l’estadístic són extrets de l’article de Nóbrega et al. (2008) i Munté et al. (2005), en relació a les 

ordenacions Ast/A2 i Ost/O3+4, respectivament. En la figura es mostra la mitjana de l’estadístic D de Tajima en les diferents 

ordenacions així com també la seva desviació estàndard. La línia discontinua és el valor que s’esperaria de l’estadístic sota 

condicions de neutralitat. 

En comparar els tres sistemes cromosòmics, s’observa com l’ordenació J1 és la que 

presenta uns valors negatius de l’estadístic D de Tajima més elevats, és a dir és la que presenta 

un excés més marcat de polimorfismes amb variants que segreguen a baixa freqüència. No 

obstant això, en els tres estudis s’observen uns patrons de variació caracteritzats per un excés 

de polimorfismes amb variants a baixa freqüència, tal i com indiquen els valors negatius de 

l’estadístic D de Tajima. Aquests resultats denoten que els tres sistemes cromosòmics 

presenten un espectre de freqüències que es desvia d’acord al que s’esperaria sota les 

prediccions del model neutre estàndard. Seria congruent considerar que molt possiblement 

sigui la història demogràfica recent de l’espècie, caracteritzada per una expansió poblacional, 

la que determini gran part dels patrons de variació observats en les regions localitzades dintre 

de les inversions cromosòmiques. Finalment, remarcar que en el cas de les inversions 

J1                        Jst A2                        AST                     Ost O3+4
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cromosòmiques en l’espècie D. subobscura, s’haurà d’anar amb cura alhora d’interpretar els 

estudis dels nivells i patrons de variabilitat genètica. Observar un excés de polimorfismes amb 

variants a baixa freqüència, tests de neutralitat que es desvien significativament de l’esperat 

en condicions de neutralitat i genealogies amb forma d’estrella, no tindria per què reflectir un 

procés d’escombrada selectiva parcial associat a la formació d’una inversió, sinó que podria 

indicar l’efecte que la història demogràfica recent té sobre la variabilitat genètica de les 

poblacions naturals d’aquesta espècie.  

D4.2 Diferenciació genètica entre ordenacions  

Les inversions cromosòmiques són canvis estructurals dels cromosomes que 

modifiquen la recombinació, ja que aquesta es veu fortament suprimida en els individus 

heterocariotips, existint en el cas de D. subobscura una gran quantitat d’estudis a nivell 

molecular que ho corroboren (Rozas et al. 1999; Navarro-Sabaté et al. 2003; Munté et al. 2005; 

Nóbrega et al. 2008; Simões s et al. 2012; Pegueroles et al. 2013). Degut a la baixa probabilitat 

de que es produeixin dobles entrecreuaments en les regions properes als punts de trencament 

(Navarro et al. 1997), la supressió de la recombinació no té per què ser igual al llarg de tota la 

regió afectada per la inversió. És aquesta elevada supressió de l’intercanvi genètic en les 

regions més properes als punts de trencament, el que faria esperar uns nivells de variació 

menors en aquestes regions, respecte a les regions més centrals de la inversió, ja que en elles 

la mutació seria pràcticament l’únic mecanisme generador de nova variació dins d’ordenació. 

Els resultats obtinguts en el nostre estudi segueixen aquesta predicció doncs els nivells de 

diversitat nucleotídica de les dues regions més properes als punts de trencament són menors 

respecte a les regions localitzades en punts més centrals de la inversió J1 (veure Taula R4.1). En 

comparar totes les regions en estudi localitzades al llarg del cromosoma J, s’observa com els 

valors de diversitat nucleotídica continuen sent generalment menors en les dues regions més 

properes als punts de trencament (veure Figura R4.4). Aquests nivells de diversitat 
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nucleotídica inferiors en les dues regions més properes als punts de trencament, sumats a que 

aquestes regions siguin les que presenten uns nivells més elevats de desequilibri de lligament i 

de diferenciació genètica entre ordenacions (veure Figures R4.6 i R4.9), corroboren la forta 

supressió de la recombinació en regions properes als punts de trencament. 

La supressió de la recombinació en els individus heterocariotips actua, per tant, 

produint un fort bloqueig de l’intercanvi genètic entre les diferents ordenacions 

cromosòmiques. S’esperaria que la recuperació de la variació després del procés d’escombrada 

selectiva parcial associat a la formació i increment de freqüència d’una inversió, es veiés 

reflectit per una elevada diferenciació genètica entre les diferents ordenacions 

cromosòmiques, sempre i quan hagués passat un temps suficient des de la formació de la 

inversió per a què s’hagués pogut acumular variació diferencialment. Els resultats obtinguts en 

el present treball mostren com totes les regions localitzades dintre de la inversió J1 presenten 

una elevada diferenciació genètica entre ordenacions, estimada a partir de l’estadístic Fst 

(Hudson 1992) (veure Figura R4.6). Aquests resultats estan en concordança amb els observats 

en estudis previs en l’espècie D. subobscura on també s’observen uns elevats nivells de 

diferenciació genètica entre les diferents ordenacions cromosòmiques en estudi (Rozas et al. 

1990; Munté et al. 2005; Nóbrega et al. 2008). Per tant, la forta supressió de la recombinació 

en les inversions cromosòmiques produeix una elevada estructuració de la variació genètica 

entre les diferents ordenacions en les regions invertides. Estudis previs descriuen, a més a 

més, que aquesta estructuració es podria estendre no només al llarg de tota la regió afectada 

per la inversió, sinó també en regions localitzades fora de la inversió però properes a aquesta. 

Així, en estudis efectuats en les espècies D. pseudoobscura i D. persimilis, es descriu com la 

supressió de la recombinació es pot estendre en regions localitzades fora de la inversió fins a 

2,5 Mb (Machado et al. 2007; Kulathinal et al. 2009; McGaugh et al. 2012). Corbett-Detig et al. 

(2012) efectuen un estudi en l’espècie D. melanogaster i detecten que aquest efecte es pot 
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estendre fins a 4 Mb. Aquestes estimes són superiors a les observades en el nostre estudi, on 

les dues regions localitzades fora de la inversió però properes a un dels punts de trencament, 

aproximadament a 0,9 Mb i 1,4 Mb, ja no presenten una diferenciació genètica significativa 

entre ordenacions (veure Taula R4.4). Per tant, l’elevada presència d’inversions 

cromosòmiques en l’espècie D. subobscura podria produir una forta estructuració del seu 

genoma tot i que l’efecte produït per aquestes inversions, en el cas del nostre estudi, no 

semblaria que abracés una longitud molt distant fora de la inversió. 

No obstant s’hagi observat aquest fort bloqueig de la recombinació en les inversions 

cromosòmiques, pot existir un cert grau d’intercanvi genètic entre ordenacions produït tant 

per dobles entrecreuaments com per conversió gènica. En el nostre estudi, precisament, els 

resultats obtinguts mostren com la diferenciació genètica no és homogènia al llarg de tota la 

inversió J1, observant una major diferenciació com més a la vora dels punts de trencament es 

troben les diferents regions en estudi. Estudis teòrics prediuen que mentre l’intercanvi genètic 

produït per conversió gènica pot donar-se homogèniament al llarg de tota la inversió, els 

dobles entrecreuaments seran més probables en regions centrals de la inversió ja que aquests 

es troben fortament inhibits en regions properes als punts de trencament (Navarro et al. 1997, 

2000). A l’estudiar el sistema cromosòmic Jst/J1 i aplicar l’algoritme desenvolupat per Bertrán 

et al. (1997), es van detectar tractes d’intercanvi genètic només en les regions centrals de la 

inversió J1 (veure Taula R4.5). Estudis teòrics (Navarro et al. 1997, 2000) prediuen, a més a 

més, que els dobles entrecreuaments només seran possibles en inversions cromosòmiques 

amb una longitud superior als 20 cM. Les estimes efectuades en el nostre treball, indiquen que 

la longitud de la inversió J1 és d’aproximadament 30 cM, fet que fa considerar que els dobles 

entrecreuaments siguin probables. Aquesta estima de la longitud en cM té en compte les 

dades recopilades per Cáceres et al. (1999) del mapa de lligament per tres elements 

cromosòmics i la longitud relativa de la inversió J1 en el mapa citològic. Per tant, és tan sols una 
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estima aproximada i és considerablement superior a la inferida indirectament per Loukas et al. 

(1979). S’ha d’afegir que les dues regions localitzades a la vora d’un dels punts de trencament 

no presenten polimorfismes compartits entre les ordenacions i sí polimorfismes fixats, sent el 

contrari del que s’observa en les regions més centrals de la inversió (veure Taula R4.3). 

Aquests polimorfismes compartits entre les ordenacions cromosòmiques en les regions més 

centrals de la inversió corroborarien l’existència d’intercanvi genètic en aquestes regions. 

Aquest intercanvi genètic podria ser degut principalment a dobles entrecreuaments malgrat 

que la conversió gènica també hi podria contribuir. Al contrari, prop dels punts de trencament 

només la conversió gènica permetria un intercanvi genètic entre ordenacions. De fet, un estudi 

efectuat recentment per Papaceit et al. (2013) identifiquen petits tractes de conversió gènica 

en les zones immediatament adjacents als mateixos punts de trencament de la inversió O3. 

Aquest estudi reflectiria que l’intercanvi genètic per conversió gènica és possible inclús en els 

mateixos punts de trencament i que per tant també seria d’esperar en les regions properes.  

Es van comparar els valors de diferenciació genètica d’aquest treball amb els valors 

obtinguts en els treballs de Nóbrega et al. (2008) i Munté et al. (2005) (Figura D4.4) que 

estudien el sistema cromosòmic Ast/A2 i Ost/O3+4, respectivament. En els sistemes cromosòmics 

Jst/J1 i Ast/A2, s’observa una disminució de la diferenciació genètica a l’allunyar-se del punt de 

trencament més proper. No obstant, quan es comparen aquests dos sistemes cromosòmics els 

valors de diferenciació genètica observats en les regions més centrals de la inversió A2 són 

inferiors respecte als de les regions centrals de la inversió J1. Com que la inversió A2 té una 

longitud més gran respecte a la inversió J1, la probabilitat de que es produeixin dobles 

entrecreuaments serà major i per tant és d’esperar que els nivells de diferenciació genètica 

d’aquesta inversió siguin menys elevats respecte a la inversió J1. Per contra, en l’estudi de 

Munté et al. (2005) els quals analitzen el sistema cromosòmic Ost/O3+4, observen uns nivells de 

diferenciació genètica distribuïts bastant homogèniament al llarg de tota la inversió O3. 
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Aquests nivells de diferenciació genètica homogenis podrien ser deguts a que la inversió O3 té 

una longitud menor (27,4cM)  respecte a la J1 o a la A2, sent per tant, una inversió relativament 

petita per a què es puguin produir dobles entrecreuaments. No s’ha d’obviar però, que en 

l’estudi de Munté et al. (2005) la inversió O3 es troba superposada amb la inversió O4 formant 

el complex O3+4. Aquesta doble nansa d’inversió en els heterocariotips Ost/O3+4 podria també 

dificultar la possibilitat de que es produeixin dobles entrecreuaments. I és que la presència 

d’inversions imbricades podria conduir a una major supressió dels dobles entrecreuaments 

respecte a altres inversions simples tals com la A2 o la J1. Alternativament, si els dobles 

entrecreuaments es produïssin, aquesta diferenciació genètica relativament homogènia podria 

ser un efecte de l’acció de la selecció epistàtica operant en contra dels recombinants, podent 

ser un factor indicatiu de la presència de complexes gènics coadaptats en el manteniment 

d’aquestes ordenacions. 

 

Figura D4.4. Valors de diferenciació genètica obtinguts en tres inversions cromosòmiques de l’espècie D. subobscura, en funció de 

la distància al punt de trencament de cada inversió. Les dades en relació al sistema cromosòmic Ast/A2 són obtingudes de Nóbrega 

et al. (2008) i les del sistema Ost/O3+4 de Munté et al. (2005). 

En contrast amb els resultats obtinguts per Munté et al. (2005), en el cas de la inversió 

J1 la detecció d’intercanvi genètic en regions centrals de la inversió podria fer considerar que la 

hipòtesi de coadaptació de complexes poligènics no tindria per què ser la que millor explica el 
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manteniment d’aquesta inversió en poblacions naturals. Si la selecció estigués actuant en 

contra dels recombinants, s’hauria d’esperar observar valors de Fst elevats i distribuïts 

homogèniament al llarg de la inversió, o almenys detectar en alguna de les regions centrals de 

la inversió valors de Fst que haurien de ser més similars als observats en les regions més 

properes als punts de trencament. Per tant, es podria considerar en el cas de la inversió J1 que 

el manteniment d’aquesta inversió en poblacions naturals s’aproximés més a un mecanisme 

d’adaptació local tal i com proposen Kirkpatrick i Barton (2006). Aquests autors consideren que 

les inversions es troben afavorides en les poblacions naturals ja que la reducció de la 

recombinació en els heterocariotips manté una sèrie d’al·lels lligats a la inversió i localment 

adaptats, no sent necessàries les relacions epistàtiques entre ells.  

D4.3 Estimació de l’edat de la inversió J1  

Està altament acceptat el caràcter monofilètic de les inversions cromosòmiques 

(Powell 1997), ja que seria molt improbable que en la formació d’una inversió cromosòmica es 

produïssin més d’una vegada exactament els mateixos trencaments involucrant la mateixa part 

del cromosoma. Concretament en el nostre estudi, els resultats obtinguts de la genealogia del 

concatenat de les sis regions incloses dintre de la inversió J1 seria consistent amb aquest 

caràcter monofilètic de les inversions cromosòmiques (veure Figura R4.10). A més a més, tot i 

l’intercanvi genètic detectat en regions centrals de la inversió J1, aquest no és suficientment 

elevat per eradicar la forta diferenciació genètica entre les dues ordenacions tal i com denoten 

els dos clústers amb un elevat valor de bootstrap representats per les línies Jst i J1. Cal remarcar 

que aquesta genealogia seria consistent amb que la inversió J1 fos una inversió antiga. Són 

precisament les anàlisis efectuades per establir l’edat més probable de la inversió J1 el que es 

discuteix en aquesta part del treball. Per realitzar aquestes anàlisis es va utilitzar el concatenat 

de les dues regions incloses dintre de la inversió J1 més properes als punts de trencament, sent 

aquestes les regions p127 i p222. 
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Com ja s’ha comentat anteriorment, la supressió de la recombinació dintre de les 

inversions cromosòmiques en individus heterocariotípics es veurà incrementada en regions 

properes als punts de trencament, podent ser informatives aquestes regions sobre l’origen i la 

història demogràfica d’una determinada inversió. Les anàlisis dutes a terme en les regions 

p222 i p127 van mostrar com aquestes són les úniques regions incloses dintre de la inversió J1 

les quals no presenten cap polimorfisme compartit entre les dues ordenacions cromosòmiques 

Jst i J1, així com tampoc es van identificar tractes d’intercanvi genètic. Aquests resultats 

indiquen que aquestes regions resulten adients per fer inferències demogràfiques sobre la 

història de la inversió J1. S’ha d’afegir que la presència de 4 i 2 polimorfismes fixats en les 

regions p222 i p127, respectivament, és una dada indicativa de que l’origen de la inversió J1 no 

és recent.  

Al llarg dels últims vint anys, s’han proposat diferents metodologies per estimar l’edat 

de les inversions cromosòmiques. Rozas i Aguadé (1994) proposen estimar l’edat de les 

inversions utilitzant la diversitat nucleotídica dels dos individus més divergents de la població 

en estudi. Posteriorment Rozas et al. (1999) proposen estimar l’edat de les inversions 

cromosòmiques, utilitzant la diversitat nucleotídica silenciosa i considerant que la inversió es 

troba en la fase de recuperació de variació i que tota la variació que s’observa dintre de la 

inversió des del seu origen hauria estat originada per mutació. Wallace et al. (2011) proposen 

inferir la història evolutiva de diferents ordenacions cromosòmiques del cromosoma 3 a D. 

pseudoobscura mitjançant inferències bayesianes, utilitzant el programa BEAST (Drummond i 

Rambaut 2007), estimant l’edat de diferents ordenacions cromosòmiques a partir de datacions 

externes de l’arbre filogenètic, tals com a partir del registre fòssil o dades prèvies disponibles. 

No obstant, aquesta metodologia no es considera la més adequada al no tenir en compte la 

història demogràfica de l’espècie. 
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Recentment, s’han desenvolupat diferents algoritmes basats en simulacions de 

coalescència i aproximacions bayesianes, l’objectiu dels quals és estimar l’edat de les 

inversions cromosòmiques (Guerrero et al. 2012; Peischl et al. 2013). Corbett-Detig et al. 

(2013), desenvolupen un model d’expansió exponencial simple i utilitzen metodologies d’ABC 

per estimar l’edat mínima de formació de diferents inversions cromosòmiques en l’espècie D. 

melanogaster, utilitzant regions properes als punts de trencament. No obstant, aquest estudi 

podria tenir la limitació de que no engloba la resta de factors demogràfics que haurien pogut 

influenciar la història evolutiva de l’espècie i per tant també la història de les inversions. En el 

nostre estudi s’ha inferit l’edat de la inversió J1 mitjançant la metodologia d’ABC, utilitzant un 

model demogràfic senzill el qual engloba no només la història evolutiva de la inversió J1, sinó 

també la història demogràfica recent de l’espècie (veure Materials i Mètodes M3.4). El 

sorgiment de la inversió J1 seria anàleg al d’un fenomen de subdivisió poblacional i la migració 

entre subpoblacions reflectiria la taxa d’intercanvi genètic. En el model demogràfic plantejat, 

no es va incloure migració ja que per les anàlisis només es van utilitzar les dues regions més 

properes als punts de trencament les quals no presenten intercanvi genètic. Les inferències 

realitzades van mostrar com l’edat més probable de formació de la inversió J1 seria d’ara fa 

aproximadament 466.000 anys (335.334 – 574.555 anys com a límits inferior i superior del 95% 

de la distribució).  

La inversió J1 seria una inversió més antiga que altres inversions datades en l’espècie D. 

subobscura tals com diverses inversions del cromosoma O (Rozas et al. 1999) o la inversió A2 

(Nóbrega et al. 2008). No obstant, la metodologia emprada per datar l’edat més probable de la 

inversió J1 difereix de la utilitzada per altres inversions de l’espècie D. subobscura, les quals no 

tenen en compte l’expansió poblacional recent ocorreguda a l’espècie. A tals propòsits i 

seguint la mateixa metodologia que la utilitzada per estimar l’edat de la inversió J1, es va 

revisar l’edat més probable de la inversió A2. El plantejament del model demogràfic varia 
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tenint en compte que la inversió A2 es troba localitzada en el cromosoma X, per tant la 

grandària efectiva emprada pel disseny de les distribucions a priori del model serà de ¾ la 

grandària efectiva actual estimada de l’espècie. A més a més, per les freqüències de 

l’ordenació Ast es va dissenyar una distribució a priori uniforme amb un llindar de 0,2 a 0,5 sent 

complementària a la de l’ordenació A2. Per fixar aquest llindar es van tenir en compte les 

freqüències observades d’aquesta inversió en l’àrea paleàrtica (Krimbas 1993). El límit inferior 

de la distribució a priori del paràmetre temps de formació de la inversió A2 es va calcular de la 

mateixa manera que per la inversió J1, seguint la metodologia proposada a Rozas et al. (1999). 

Per revisar l’edat de la inversió A2 es van utilitzar les regions p150 i Sxl disponibles a l’article de 

Nóbrega et al. (2008), sent aquestes les úniques dues regions de l’estudi en les quals no 

s’observen tractes de conversió gènica. Les anàlisis d’ABC van mostrar que l’edat més probable 

de la inversió A2 és d’ara fa aproximadament 165.000 anys (154.366 – 239.466 anys com a 

límits inferior i superior del 95% de la distribució) (Figura D4.5 i Taula D4.1). Aquesta estima és 

similar a l’obtinguda per Nóbrega et al. (2008). D’aquesta manera es van poder comparar les 

dues ordenacions, posant de manifest que la inversió J1 és una inversió més antiga que la 

inversió A2. 

 
Figura D4.5. Distribució posterior del paràmetre T3 (edat de formació de la inversió A2), amb un llindar de tolerància del 0,001. Les 

distribucions amb línea discontinua representen el valor de cada paràmetre en les simulacions realitzades, en tant que les 

distribucions en negre i vermell representen el valor corresponent pel conjunt de 1000 simulacions retingudes mitjançant el 

mètode de rebuig (Tavaré et al. 1997) i el mètode de correcció per regressió lineal (Beaumont et al. 2002), respectivament. 
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Taula D4.1. Estadístics descriptius de la distribució posterior  del paràmetre T3 (edat de formació de la inversió J1) sent aquests la 

mitjana, mediana i la moda així com també els límits inferior i superior del 95% de la distribució, escollint un llindar de tolerància 

del 0,001 i mitjançant el mètode de correcció per regressió lineal (Beaumont et al. 2002). Els estadístics utilitzats en l’anàlisi d’ABC 

obtinguts de Nóbrega et al. (2008) són la diversitat nucleotídica per locus (Tajima 1983), l’estadístic D de Tajima (1989) i 

l’estadístic Zns (Kelly 1997) per l’ordenació A2 i l’estadístic FST (Hudson et al. 1992). 

Estadístics descriptius/ Paràmetres  T3 Edat de formació de la inversió A2 

límit inferior del 95% de la distribució 0,0714 154385 
Mediana 0,1001 179304 
Mitjana 0,1036 185693 
Moda 0,0916 165088 

límit superior del 95% de la distribució 0,1480 239466 
 
 Les estimes de l’edat de la inversió J1 es van realitzar a partir del concatenat de les 

dues regions més properes al punt de trencament. No obstant, si s’analitzen les dues regions 

per separat, les estimes de la distribució posterior del paràmetre edat de la inversió J1 (T3) 

varien, sent l’estima més probable en el cas que s’utilitzi només la regió p127 de 410.000 anys 

(274.605-535.608 com a límits inferior i superior del 95% de la distribució) i l’estima més 

probable en el cas que s’utilitzi només la regió p222 de 560.000 anys (371.608-592.2247 com a 

límits inferior i superior del 95% de la distribució), tal i com s’observa en la Figura D4.6. 

 
 
Figura D.4.6. Gràfic de violí, en el qual es combina un diagrama de caixa i un plot de densitat Kernel, que representa l’edat de la 

inversió J1, en funció de si s’analitzen per separat les dues regions més properes als punts de trencament (p127 i p222) o les dades 

concatenades. L’escala de l’eix de les Y s’expressa en anys.  
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Per tant, la regió p222 que és la més propera a un dels punts de trencament indicaria 

que, respecte a la regió p127, l’ordenació J1 és més antiga. La regió p222 presenta uns nivells 

majors de diversitat nucleotídica per locus (Tajima 1983), uns valors de l’estadístic D de Tajima 

(1983) més propers a zero i uns nivells majors de diferenciació genètica, mesurada mitjançant 

l’estadístic Fst (Hudson 1992). Aquestes característiques de la variació genètica de la regió p222 

en relació a p127 són consistents amb el resultat obtingut. Corbett-Detig et al. (2013), els quals 

estudien un conjunt d’inversions cromosòmiques en l’espècie D. melanogaster, analitzant per 

separat la variació en els extrems distals i proximals dels punts de trencament, també 

observen aquesta disparitat en les estimes d’ambdós punts de trencament encara que molt 

més acusades que en el cas de J1. Seria interessant, doncs, en estudis posteriors incrementar 

l’anàlisi de les regions properes als punts de trencament, així com també dels mateixos punts 

de trencament, per poder confirmar aquestes diferències en els nivells i patrons de variació en 

els dos punts de trencament. 

 



206 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



207 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSIONS



208 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  Conclusions 
 
 
 

209 
 

1. Els nivells i patrons de variació de les diferents regions en estudi estan caracteritzats 

per un excés de polimorfismes amb variants a baixa freqüència, indicant que la 

variació genètica en la població natural de D. subobscura estudiada no es troba en 

equilibri deriva-mutació. 

2. Els patrons de variació relativament homogenis al llarg de totes les regions en estudi 

denoten que la variabilitat genètica d’aquestes regions està influenciada per factors 

demogràfics més que per factors selectius. 

3. En espècies amb un elevat nivell de variació és important considerar la possibilitat de 

mutacions recurrents en les simulacions de coalescència per inferir la seva història 

evolutiva. 

4. El model demogràfic més probable dels que poden explicar la variabilitat nucleotídica 

observada en la població natural de D. subobscura, és el model d’expansió poblacional 

recent amb una probabilitat posterior de 0,93 respecte als altres dos models 

analitzats.  

5. L’edat més probable d’aquesta expansió poblacional és d’ara fa aproximadament 

110.000 anys, coincidint amb el penúltim període interglacial i posant per tant de 

manifest que D. subobscura no ha vist alterada significativament la seva grandària 

efectiva durant períodes climàtics adversos posteriors, ni tan sols durant l’últim màxim 

glacial ara fa aproximadament 20.000 anys.  

6. L’increment de la grandària efectiva ocorreguda durant l’expansió poblacional és 

pràcticament d’un ordre de magnitud, estimant-se la grandària efectiva actual en 9 

milions d’individus aproximadament.  

7. La disponibilitat d’un model demogràfic ha permès la detecció d’una possible diana de 

la selecció en la regió que inclou el gen Zasp67.  
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8. En les regions localitzades dintre de la inversió J1, els nivells i patrons de variació (quan 

es consideren les ordenacions J1 i Jst independentment) no es diferencien 

significativament dels observats en les regions localitzades fora de la inversió, indicant 

que la variació a les regions localitzades dintre de la inversió J1 també es veu 

influenciada per la història demogràfica recent de l’espècie. 

9. La menor variabilitat nucleotídica detectada a l’ordenació Jst, considerada com 

l’ancestral, pot ser deguda a una grandària efectiva menor d’aquesta ordenació 

respecte a l’ordenació derivada  J1. 

10. La genealogia del concatenat de les sis regions incloses dintre de la inversió 

cromosòmica J1 posa de manifest el seu origen monofilètic i la forta diferenciació 

genètica entre ordenacions malgrat la presència d’intercanvi genètic. 

11. La diferenciació genètica observada entre ordenacions en les diferents regions incloses 

dintre de la inversió J1 és altament significativa, observant-se una correlació també 

significativa tant entre la diferenciació genètica i la distància al punt de trencament 

més proper com entre aquesta distància i el desequilibri de lligament entre les variants 

de les posicions polimòrfiques informatives i l’ordenació cromosòmica (Jst o J1). 

12. La disminució de la diferenciació genètica en regions centrals de la inversió J1 amb una 

longitud aproximada de 30 cM indicaria que aquesta longitud és suficient per què es 

donin dobles entrecreuaments dins de la nansa d’inversió. 

13. L’elevada presència d’inversions cromosòmiques fa pensar que el genoma de D. 

subobscura pot estar altament estructurat. No obstant, no es detecta estructuració 

produïda per la inversió J1 a l’allunyar-se al voltant de 1 Mb fora de la inversió. 

14. La utilització d’una metodologia per datar les inversions cromosòmiques que engloba 

tant els factors demogràfics com els factors associats a l’origen d’una nova inversió, ha 
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permès inferir l’edat més probable de la inversió J1 en ara fa aproximadament 460.000 

anys, sent per tant una inversió relativament antiga.  
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