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4. Resumen de los resultados

y discusion general






La contribucidn relativa de la seleccidon natural positiva (seleccidon
Darwiniana) a la evolucion del DNA es una de las cuestiones mas antiguas y
debatidas en evolucion molecular. Durante mas de medio siglo la biologia
evolutiva ha estado dominada por la visién Darwiniana de que los organismos
se adaptan progresivamente al medio mediante la fijacion de mutaciones
beneficiosas. De la misma forma, los evolucionistas esperaban que este
principio también se extendiera a nivel molecular. No obstante, el cambio
revolucionario que genero la aplicacion de las técnicas moleculares en el
estudio del polimorfismo genético, en los afos 1960, resultd en el inicio de una
gran controversia acerca del mecanismo de mantenimiento de la variabilidad
genética en las poblaciones naturales (KIMURA and OHTA 1971; LEWONTIN 1974;
NEI 1975; AYALA 1976). Particularmente importante fue el impacto de la teoria
neutralista de la evolucion molecular, postulada por KIMURA en el afio 1968
(KIMURA 1968), que propone que una gran proporcion de la variacion molecular
existente dentro de las poblaciones seria neutra, y que la mayor parte de las
sustituciones nucleotidicas se producirian por deriva genética. Esta teoria
puede ser usada como hipétesis nula para detectar las desviaciones de este
modelo producidas por la accion de la seleccidon natural positiva, negativa o por
procesos de tipo demografico.

El estudio de la adaptacion a nivel molecular es un tema que ha
suscitado un enorme interés por su gran impacto en la biologia evolutiva. Una
de las estrategias utilizadas para detectar la accion de la seleccion natural en
las secuencias de DNA es la de analizar la variabilidad en genes candidatos, es
decir en genes que por su funcién son susceptibles de haber incorporado
frecuentemente cambios de tipo adaptativo y que, por lo tanto, tengan una alta
probabilidad de que se pueda detectar la huella dejada por la seleccidn natural
en el nivel y patron de variabilidad.

En este sentido, los genes del sistema olfativo son —a priori- unos
buenos candidatos ya que forman parte de un sistema que participa en la
interaccién del individuo con el medio externo, siendo critico en funciones
biolégicas esenciales como la obtencion de comida, la defensa ante
predadores, la reproduccion y el comportamiento social. De hecho, se ha
demostrado que la seleccidn natural positiva ha promovido la fijacién de

mutaciones beneficiosas durante la evolucion de estos genes en diferentes
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especies (NGAI et al. 1993; WILLET 2000; KRIEGER and Ross 2002; GILAD et al.
2003; CLARK et al. 2003; EMES et al. 2004; WATTS et al. 2004).

En Drosophila, los genes OS-E y OS-F codifican para proteinas de union
a odorantes (OBP) y constituyen, por lo tanto, uno de los primeros contactos
del individuo con el exterior. Esta posicion tan externa en la cascada de genes
que transmiten la sefial olfatoria proporciona una cierta flexibilidad evolutiva,
que por ende puede posibilitar que sean diana de la seleccidon natural positiva.
De hecho, los genes de la familia de las OBP tienen diferentes especificidades
de unién, se expresan en diferentes localizaciones citoldgicas y presentan una
elevada diversidad de secuencia; todo ello sugiere que han evolucionado
diversificandose funcionalmente dentro de una misma actividad general. Tanto
en insectos como en vertebrados, los genes de las OBPs constituyen una
familia multigénica con un gran numero de miembros. Desde una O&ptica
evolutiva, el analisis de los genes OS-E y OS-F es, asimismo, interesante en el
estudio de la evolucion de las duplicaciones génicas. Asi, el analisis de la
variabilidad de estos genes en diferentes especies puede aportar una
importante informacion sobre los mecanismos de generacion y preservacion de
las copias duplicadas en el genoma, del papel de la seleccion natural en estos
procesos, y su efecto global en la evolucion molecular de las grandes familias

multigénicas, y por ende del propio genoma.
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4.1 Polimorfismo y divergencia nucleotidica de la

regiéon OS en el grupo melanogaster de Drosophila

Se ha analizado la variabilidad nucleotidica intraespecifica de la region
que incluye los genes OS-E y OS-F en poblaciones naturales de dos especies
del subgénero Sophophora: Drosophila melanogaster y D. simulans. Los
niveles de polimorfismo silencioso (incluyendo tanto el polimorfismo
nucleotidico en posiciones sinénimas, como en posiciones no codificadoras)
estimados como diversidad nucleotidica, 7z, son diferentes en las dos
especies, siendo siempre mayores en D. simulans. La poblacion menos
polimorfica es la europea (Montemayor) de D. melanogaster (75 = 0.0018),
mientras que la mas variable es la poblacion Africana de D. simulans (zs). =
0.020). Estas diferencias en el nivel de polimorfismo entre ambas especies
podrian haber sido causadas por i) diferencias en el tamano efectivo
poblacional de las poblaciones/especies, ii) efectos locales de la region OS en
alguna de las especies, iii) por algun evento demografico ocurrido en la historia
evolutiva de estas poblaciones y cuyos efectos sobre la variabilidad aun

perdurarian, o bien iv) por el efecto de alguna inversion cromosomica.

4.1.1. Polimorfismo nucleotidico en D. melanogaster y

divergencia con otras especies del grupo melanogaster

Aunque existe alguna inversion cromosomica fijjada entre D.
melanogaster y D. simulans, ninguna afecta a la region donde se localizan los
genes OS-E y OS-F, de manera que un cambio en el ambiente
recombinacional inducido por la inversibn cromosomica no puede ser el
responsable de la diferencia en el nivel de polimorfismo silencioso entre las dos
especies. Por otro lado, existen evidencias que sugieren que D. melanogaster
tiene un tamano efectivo poblacional menor que D. simulans (AKASHI 1996;
MousseT and DEROME 2004). Estas diferencias en el tamafio efectivo podrian
justificar el menor nivel de variacion intraespecifica observado en la region OS
en D. melanogaster. No obstante, la diversidad nucleotidica silenciosa media

estimada en varios loci de D. melanogaster es siempre mayor que la de la
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region OS (MORIYAMA and POWELL 1996, ANDOLFATTO 2001, GLINKA et al. 2003;
ORENGO and AGUADE 2004; KERN and BEGUN 2005), por lo que en la region OS
debe de existir algun factor afiadido responsable de una reduccion local de la
variabilidad silenciosa. Asimismo, no parece que diferencias en la tasa de
mutacion neutra entre las especies puedan justificar las diferencias observadas
en el patron del polimorfismo; de hecho, el nivel de divergencia silenciosa de la
region OS es muy similar al estimado en otras regiones entre estas dos mismas
especies (e.g. ORENGO and AGUADE 2004).

La region OS de D. melanogaster se localiza en la banda cromosémica
83CD, cerca del centromero del brazo cromosémico 3R, en una zona donde
existen evidencias de que la recombinacion esta reducida (KLIMAN and HEY
1993; TRUE et al. 1996). En estas zonas de baja recombinacion, el efecto de
arrastre causado por las mutaciones selectivamente favorables (arrastre
selectivo; MAYNARD SMITH and HAIGH 1974) o las mutaciones deletéreas
(seleccion de fondo, CHARLESWORTH et al. 1993) en su camino hacia la fijacion
o la pérdida sera muy importante (debido al mayor efecto de ligamento)
provocando una reduccidén significativa de la variabilidad. Este efecto no
deberia afectar significativamente a los niveles de divergencia interespecifica
(no se espera una reduccion del numero de substituciones entre las especies
para tiempos de divergencia no excesivamente pequefios). El test de HKA
(HUDSON et al. 1987), que permite comprobar estas desviaciones, indica que
los niveles de polimorfismo son significativamente menores de lo esperado, y
que por lo tanto, el arrastre selectivo podria ser el principal responsable de la
reduccion de la variabilidad observada en la regién OS de D. melanogaster.

Una de las maneras de distinguir el efecto de la seleccién natural
positiva, del de la seleccion de fondo, es mediante el estudio del espectro de
frecuencias de las mutaciones. La fijacion de mutaciones seleccionadas
favorablemente produce un barrido selectivo que elimina toda la variaciéon
nucleotidica ligada, de manera que las nuevas mutaciones apareceran sobre
un fondo sin variabilidad. Por lo tanto, durante el periodo posterior al arrastre
selectivo, y antes de recuperarse por completo la variabilidad inicial (como
media 4N, generaciones), habra un exceso de variantes segregando a baja
frecuencia (genealogia en estrella). Como la aparicidn mutaciones deletéreas y

la posterior eliminacion de los cromosomas que las contienen se produce de
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forma aleatoria por toda la poblacién, en este caso no se observara una
desviacion significativa en el espectro de frecuencias de las mutaciones. El
efecto de la seleccion de fondo podria ser descrito, por lo tanto, por el de una
disminucién del tamafo efectivo en una genealogia neutra. El espectro de
frecuencias de las mutaciones que segregan en la region OS de D.
melanogaster, lejos de presentar un desplazamiento hacia variantes raras,
muestra un exceso significativo de mutaciones a frecuencias intermedias
(capitulo 3.1, figura 1 y tabla 3). Esta observacién es dificil de reconciliar con
las hipoétesis selectivas descritas anteriormente. Ademas, la reduccion de los
niveles de polimorfismo se produce unicamente en la regién del gen OS-F: las
estimas de variabilidad silenciosa para el gen OS-E y la regién intergénica son
mucho mayores (capitulo 3.1, tabla 1), y dentro del rango de las estimas
medias de D. melanogaster. Los valores positivos (y significativos) de los tests
basados en la frecuencia de mutaciones también se dan en esta region, donde
ademas se observa una estructuracion genética significativamente mayor de la
esperada bajo el modelo neutro (capitulo 3.1, tabla 2). Para comprobar si esta
estructuraciéon se extendia hacia la region 5’ del gen OS-E, o bien se localizaba
unicamente sobre este gen, se amplié la regidn de estudio en unas 2kb en
direccion 5'. El patron observado en esta nueva region es mucho mas parecido
al de la region del gen OS-F, reduciéndose de nuevo tanto la diversidad
nucleotidica silenciosa (75 = 0.002), como la estructuracion de la variabilidad
(capitulo 3.1, figura 4). Estos resultados indican que existe un nivel de
polimorfismo reducido, en relacién al esperado en esta especie, en la mayor
parte de la region OS, y que posiblemente esté causado por procesos de tipo
selectivo sobre variantes ligadas en una regién de recombinacién reducida.
Alternativamente, el patron de variabilidad observado en la regién del
gen OS-E se podria explicar por algun otro tipo de proceso local, como por
ejemplo, por accién de la seleccion balanceadora sobre alguna, o algunas,
posiciones nucleotidicas cercanas. Existen diferentes mecanismos que pueden
explicar el polimorfismo balanceado, como la ventaja del heterocigoto, o la
seleccion dependiente de frecuencias. Este tipo de seleccion puede
incrementar tanto la diversidad nucleotidica como la estructuracién genética

alrededor de la mutacion favorable. En el gen OS-E, no obstante, no se ha
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encontrado ninguna mutacidon no sinénima segregando en la poblacién de
Montemayor, lo que pareceria descartar que exista algun tipo de seleccion
balanceadora que actuara a nivel proteico. Existe la posibilidad, de todas
maneras, de que alguna de las mutaciones silenciosas identificadas en la
region pueda ser la verdadera responsable, bien actuando a nivel del mRNA
(RNA mensajero), o bien a nivel de regulacion génica. Aunque los resultados
del test HKA en esta region no indican que exista un incremento significativo de
la variabilidad silenciosa en relaciéon a la divergencia, el nivel basal de
variabilidad podria estar ya reducido -tal como se ha comentado anteriormente-
debido a los efectos de arrastre en la region que comprende los genes OS-E y
OS-F en esta especie. En estas circunstancias el test no tendria potencia
suficiente para detectar el incremento de variabilidad provocado por la accién
de la seleccidn balanceadora sobre la region.

Otra hipotesis que podria explicar el patrén de variabilidad nucleotidica
observado en la regién OS de D. melanogaster seria la presencia simultanea
de varias mutaciones selectivamente favorables que interferirian sus dinamicas
de fijacion, generando zonas estructuradas (modelo de trafico, KIRBY and
STEPHAN 1996). Segun este modelo, la region del gen OS-E estaria siendo
afectada por varios arrastres selectivos localizados en regiones mas o menos
cercanas. Es dificil comprobar esta hipoétesis; los niveles de variabilidad son
muy bajos y seria necesario obtener informacién mas detallada de las regiones
cercanas y estudiar con mas profundidad los posibles puntos de seleccion y su
distribucion en la regién. No obstante, en un analisis multilocus del cromosoma
X, y en una poblacién también europea, ORENGO and AGUADE (2004) obtuvieron
valores negativos del estadistico D de Tajima que correlacionaban
positivamente con la proximidad a las a las zonas codificadoras (posibles
dianas para la seleccion positiva); esta observacion apoyaria la existencia de
multiples mutaciones ventajosas que coincidirian en su camino a la fijacion en
las poblaciones europeas de D. melanogaster.

Un aspecto destacado es el patron atipico de los cambios no sinébnimos
en el gen OS-E. Mientras que no se ha detectado ninguna mutacion no
sinbnima segregando en las 14 lineas de la poblacion Cordobesa de D.
melanogaster, se han identificado 6 cambios de aminoacido en el linaje que

lleva a esta especie. En el gen OS-F, en cambio, s6lo se han detectado dos
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sustituciones no sinénimas fijadas. De hecho, usando la informacion de la
secuencia del gen OS-E de D. erecta para polarizar los cambios, el nUmero de
reemplazamientos fijados en el linaje de D. melanogaster es casi significativo
(P = 0.06). Este exceso de substituciones se detecta también al analizar
completamente toda la zona codificadora (RRT; P = 0.02). El test de MCDONALD
and KREITMAN (1991) indica que no existe un comportamiento diferencial de las
mutaciones sinénimas y no sinonimas entre polimorfismo y divergencia; de
todas maneras, debido a que sélo existe un polimorfismo en la zona
codificadora del gen OS-E el test es bastante conservativo. Al afiadir los datos
del polimorfismo nucleotidico de D. simulans (ver seccion siguiente), si que se
detecta un desacoplamiento de variantes sindbnimas y no sindnimas entre
polimorfismo y divergencia (P = 0.005). Asi, aunque se detecta una aceleracién
global en el linaje de D. melanogaster (tanto en el numero de substituciones
sinébnimas como no sinénimas), parece mucho mas acentuada en el caso de
las substituciones que provocan cambios de amino acido.

Este exceso de substituciones no sinébnimas podria estar provocado por
la fijacion de 1) mutaciones selectivamente favorables, o de 2) mutaciones
ligeramente deletéreas |N.s| = 1 debido a variaciones en el tamafio efectivo de
la poblacién y/o la reduccidn de la eficacia de la seleccidn natural (debida al
efecto de ligamiento) (OHTA and KIMURA 1971; OHTA 1972). En un escenario de
relajacion de la seleccion, también esperariamos un incremento del niumero de
polimorfismos no sinénimos a bajas frecuencias. Este no es el caso del gen
OS-E aunque, como hemos comentado anteriormente, el reducido numero de
mutaciones detectado en la regién no permite testar esta prediccion. Como las
mutaciones sindénimas hacia codones no preferentes pueden comportarse
como ligeramente deletéreas, también se esperaria un incremento de este tipo
de substituciones en el linaje de D. melanogaster. Del total de substituciones
sinénimas informativas entre D. melanogaster y D. simulans, solo 2 son hacia
codones no preferentes y 1 hacia preferente. Nuevamente, el reducido numero
de datos no permite hacer ningun tipo de inferencia sobre una posible
relajacion. De todas maneras, tanto si se trata de seleccidn direccional positiva,
como de una relajacién de la seleccién purificadora, estas fuerzas tendrian que
haber actuado de forma diferencial sobre los genes OS-E y OS-F. Por lo tanto,

o bien se han fijjado un mayor numero de mutaciones selectivamente
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ventajosas en el gen OS-E, o bien presenta unos niveles de constriccion
funcional menores que el OS-F.

Finalmente, a pesar de que tanto el analisis de variabilidad
intraespecifica silenciosa, como el estudio de la divergencia en posiciones
codificadoras indican un comportamiento atipico dentro o alrededor de la regién
del gen OS-E, no parece que estos resultados estén relacionados, o por lo
menos, no existe una unica hipdtesis que pueda explicar satisfactoriamente

todas las observaciones.

4.1.2. Polimorfismo nucleotidico en poblaciones naturales de D.

simulans

En D. simulans se han secuenciado 22 lineas provenientes de dos
poblaciones naturales, 11 de una poblacion europea (Montblanc, Espana) y
otras 11 de una poblacién africana (Maputo, Mozambique). El analisis de la
variabilidad nucleotidica indica que las dos poblaciones estan genéticamente
diferenciadas y que las estimas de variabilidad silenciosa en la poblacién
europea (7). = 0.009) son menores que en la poblacion africana (7). = 0.020).
La distribucion de la variabilidad silenciosa a lo largo de la region OS en esta
especie presenta un patrén algo diferente al observado en D. melanogaster. No
se observa un gradiente de diversidad nucleotidica a lo largo de la region,
aunque se confirma la presencia de una region altamente conservadas dentro
del primer intron del gen OS-F. Al contrario que en D. melanogaster, no se
detecta una desviacion significativa de la relacion esperada bajo el modelo
neutro entre polimorfismo y divergencia. Las estimas, obtenidas a partir de los
datos, de la tasa de recombinacién en la regibn OS de D. simulans son
bastante mayores que en la region homoéloga de D. melanogaster, lo que
concuerda con un mayor efecto del ligamento en D. melanogaster y podria
explicar los resultados obtenidos en la region OS de D. simulans. Cuando
aplicamos el test MK (utilizando tanto las 22 secuencias conjuntamente, como
en las dos poblaciones por separado), usando D. melanogaster para las
estimas de divergencia, el resultado es altamente significativo, cosa que no
ocurre usando D. mauritiana o D. erecta, lo que vuelve a apuntar al linaje de D.

melanogaster como responsable ultimo de la desviacidn. A pesar de que el
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numero de polimorfismos nucleotidicos en D. simulans es mayor que en D.
melanogaster, no se detecta ninguno que implique un cambio de amino acido;
ademas, todos los cambios de amino acido fijados entre las dos especies,
excepto uno, ocurren en el linaje de D. melanogaster. Por lo tanto, la hipotesis
mas probable que explicaria los resultados significativos del test MK (ver
seccion anterior) seria la de un exceso de substituciones no sinébnimas en el
linaje de D. melanogaster.

La poblacién de Montblanc de D. simulans destaca por la alta y atipica
estructuracion de la variabilidad nucleotidica. Esta estructuracion no se
encuentra en la muestra africana y es debida a la presencia de un grupo de
lineas (haplogrupo #1) formado por secuencias idénticas (o casi idénticas; so6lo
se diferencian por una unica mutacion) segregando a frecuencias intermedias
(capitulo 3.2, figura 2). El resto de secuencias de esta poblacién (haplogrupo
#2) presenta mucha mas variabilidad y se encuentra mas cercano al equilibrio.
Las simulaciones de coalescencia (usando el modelo neutro como hipétesis
nula) demuestran, incluso para el caso extremadamente conservativo de
recombinacién cero, que existe un defecto significativo de diversidad
haplotipica, de numero de haplotipos y de lineas idénticas, y un exceso de
desequilibrio de ligamento y estructuracion en la muestra (capitulo 3.2, tabla 4).

La diferencia en los niveles de variabilidad nucleotidica entre
poblaciones europeas y africanas de D. simulans ya se habia observado en
otros estudios (HAMBLIN and VEUILLE 1999; ANDOLFATTO 2001). D. simulans, al
igual que D. melanogaster, es una especie de origen africano que se extendio
hacia zonas templadas coincidiendo con el desarrollo de la agricultura (hace
unos 3000-10000 anos; DAvVID and CAPY 1988; LACHAISE et al. 1988). El menor
nivel de variabilidad de la poblacion derivada (europea) podria ser debido a un
efecto de cuello de botella ocurrido en la salida de Africa durante el proceso de
colonizacion de nuevos ambientes. Simultaneamente a dicha colonizacién
pudieron ocurrir otros procesos de tipo adaptativo, ya sea por la fijacion de
nuevas mutaciones ventajosas en los nuevos ambientes, o bien por la
adquisicion de ventaja selectiva de mutaciones ya existentes.

En algunos estudios se ha observado que las poblaciones de D.
simulans, tanto europeas como africanas, presentan una cierta estructuraciéon

de la variabilidad. En ningun caso, no obstante, se habia descrito un patrén de
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estructuracion tan extenso como el observado en la regién OS. Existen varios
escenarios demograficos que podrian generar una estructuracion de la
variacion similar a la observada en D. simulans. Por un lado, HAMBLIN and
VEUILLE (1999) sugirieron que las poblaciones derivadas de esta especie se
habrian formado recientemente por una mezcla de poblaciones ancestrales
(africanas) genéticamente diferenciadas. Por otro lado, ANDOLFATTO and
PzZREWORSKY (2000), ANDOLFATTO (2001) y WALL et al. (2002) demostraron que
aunque algun aspecto de los datos podria ser compatible con un cuello de
botella poblacional, ningun modelo evolutivo simple, demografico o selectivo,
explicaria por si mismo el patrén de variabilidad de esta especie. Debido a que
las dos poblaciones estudiadas estan genéticamente diferenciadas, siendo la
poblacion europea mucho menos variable que la africana, pareceria que el
escenario mas plausible que explicaria los datos seria el de un cuello de botella
poblacional durante la colonizacion de Europa. No obstante, bajo este
escenario no se esperaria una estructuracion genética con un grupo de
secuencias idénticas (o casi idénticas), y otro grupo mucho mas variable y mas
cercano al equilibrio. Esta configuracion parece mas probable en un modelo de
mezcla de dos poblaciones altamente diferenciadas, una de ellas con un
tamano poblacional muy pequefio. No conocemos si esta situacion pudo ocurrir
en el origen de la poblacion de Montblanc, aunque no es la explicacion mas
sencilla.

El conjunto de secuencias idénticas podria reflejar también el incremento
en la frecuencia de una mutacién beneficiosa situada en -o cerca- de dicha
region (e.g. un arrastre selectivo, completo o parcial). Este escenario ha sido
propuesto por RozAs et al. (2001) para explicar la similar estructuracién
haplotipica detectada en la region gendmica que incluye el gen rp49; en este
caso, sin embargo, la estructuracion se detectaba tanto en una poblacion
africana como en una europea (las mismas poblaciones que las estudiadas en
este trabajo). En un analisis posterior de la poblacion africana se demostré que
la estructura decaia gradualmente con la distancia, tal como se esperaria para
un arrastre selectivo en una region de recombinacion alta (QUESADA et al.
2003). En la region OS la estructuracion haplotipica inusual esta presente
unicamente en la poblacion europea, lo que podria reflejar, quizas, algun

proceso de adaptacion de tipo local ocurrido en la poblacién europea. Algunos
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resultados obtenidos en diferentes poblaciones de D. simulans usando datos
de microsatélites son consistentes con este escenario (SCHOFL and
SCHLOTTERER 2004). De todas maneras, no se puede descartar por completo
que el origen del arrastre selectivo se haya originado en la poblacion africana.
De hecho, el alelo mayoritario (haplogrupo #1), que segrega a frecuencias
intermedias en Europa, se encuentra también en la poblacion africana, aunque
a frecuencias mucho mas bajas (se detectd en una unica linea). Ademas, la
estimacion del tiempo del origen del arrastre selectivo (~10000 afos) es
compatible con esta ultima hipotesis. No obstante, para determinar claramente
el papel de estas fuerzas evolutivas en la formacion del patrén de variabilidad
observado en la region OS de D. simulans haria falta explorar otros modelos
evolutivos, tanto selectivos como demograficos, utilizando informacion empirica

de mas poblaciones (sobre todo africanas).
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4.2 Polimorfismo nucleotidico y cromosémico en D.
subobscura y divergencia dentro del grupo obscura de

Drosophila.

Otra de los grupos del subgénero Sophophora donde se ha analizado el
polimorfismo nucleotidico es el grupo obscura, concretamente en la especie D.
subobscura. La localizacion cromosémica de la region OS se determiné
mediante hibridaciéon in situ sobre cromosomas politénicos (utilizando la
secuencia de la region OS de D. melanogaster como sonda). Los genes OS-E
y OS-F se localizaron en la banda cromosdmica 98D, en el cromosoma O de D.
subobscura. Una vez secuenciada y caracterizada la region, se analizo la
variabilidad nucleotidica en varias lineas de dos poblaciones naturales, 14
lineas de una poblacion de Galicia y 15 lineas de una poblacién de Bizerta,
Tunez. Estas lineas presentan un rico polimorfismo cromosémico por
inversiones que afecta a la regién OS y que determina que la muestra presente
dos clases diferentes de ordenaciones cromosomicas, 1) aquellas que incluyen
la region OS -la inversion Oy3- y que provienen de la poblacion de Tunez
(ordenacién Ogs.4+23) Y 2) las que no la incluyen que provienen de la poblacion
Gallega (Oy3+4) (capitulo 3.3, figura 1). Debido a que la recombinacion entre las
dos clases cromosomicas estara reducida en los heterozigotos para la
inversion, las regiones incluidas podran evolucionar de manera independiente.
No obstante, el aislamiento no es total, ya que puede existir un cierto flujo
genético entre las diferentes inversiones mediante dobles entrecruzamientos o
eventos de conversion geénica.

Los niveles de variacion nucleotidica estimados para la region OS de D.
subobscura (75 = 0.013) son similares a los estimados para la misma region
en D. simulans, y por lo tanto, mucho mayores que los de D. melanogaster. La
distribucion del polimorfismo a lo largo de la regién OS también se asemeja al
de D. simulans, siendo de nuevo el gen OS-F el menos variable con la
excepcion de una regién de mas alta variabilidad en su primer intrén (capitulo
3.3, figura 3). En todas las especies donde se ha estudiado el polimorfismo se

han detectado regiones altamente conservadas en el primer exén y primer

- 216 -



intron del gen OS-F, no presentes en el gen OS-E, que podrian corresponder a
importantes regiones reguladoras. El analisis de estas regiones conservadas
(tanto en su grado de conservacién -a nivel interespecifico-, como en el patron
de variabilidad nucleotidica intraespecifica) en otras especies del género
Drosophila podria aclarar su papel en la regulacién de los genes OS-E 'y OS-F
y quizas en una posible diversificacion funcional.

El analisis de las regiones codificadoras de los genes OS-E y OS-F en
D. subobscura revela un desvio significativo de la relacién esperada, bajo el
modelo neutro, entre el numero de substituciones sinébnimas y no sinénimas
polimorficas, y fijadas con relacion a D. guanche (MK test, P = 0.03). Al analizar
por separado las zonas codificadoras de cada gen se observa que el desvio se
produce unicamente en el gen OS-E (P = 0.005). Para intentar averiguar el
sentido del desvio se analizaron estas substituciones pero utilizando la
secuencia del gen OS-E de D. pseudoobscura como grupo externo. En este
caso, el resultado del test no fue significativo. Por lo tanto, los resultados del
test MK nos indicarian la existencia de un exceso de substituciones no
sinénimas fijadas entre D. guanche y D. subobscura (y probablemente en el
linaje de D. guanche), y no por un defecto en los niveles de polimorfismo en D.
subobscura.

D. guanche es una especie endémica de Canarias y que probablemente
presente un tamano efectivo poblacional mucho menor que el de una especie
de distribucidén paleartica como D. subobscura. Esta disminucion del tamano
efectivo, desde el ancestro comun a ambas especies, podria provocar un
incremento de la tasa de fijacidn de mutaciones ligeramente deletéreas (como
podrian ser las substituciones no sinénimas) debido a una reduccién en la
eficacia de la seleccion purificadora (LLOPART et al. 1999; PEREZ et al. 2003). Si
esta hipotesis fuera cierta, ambos genes deberian verse afectados, y en
principio con una magnitud similar, caracteristica que no observamos. A pesar
de que el test MK sdlo es significativo en el gen OS-E, no podemos descartar,
totalmente, que el gen OS-F también se haya visto afectado por la relajacion de
la seleccion; de hecho como este gen tiene una tasa evolutiva mas pequefia
acumulara menos substituciones y presentara una menor potencia estadistica.
Ademas, las mutaciones sinénimas, en el caso de existir algun tipo de

selecciéon en contra de codones no preferentes (codones no utilizados
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preferencialmente para un determinado amino acido) en el ancestro de D.
subobscura y D. guanche, también reflejarian esta reduccion, incrementando
su tasa de fijacion. Debido a que el numero de substituciones sindnimas fijadas
entre D. subobscura y D. guanche es muy reducido, no se puede realizar un
analisis fino de la tasa de fijacién de codones preferentes y no preferentes, al
menos, con una potencia estadistica aceptable.

Otra posibilidad es que el exceso de reemplazamientos fijados en el gen
OS-E de D. guanche sea el resultado de la fijacibn de mutaciones
selectivamente favorables. El analisis de la ratio ® = Ka/Ks a lo largo de la
region codificadora del gen OS-E mediante sliding window muestra un pico de
o en el exdn 3, donde alcanza una proporcién de cambios no sinébnimos (Ka) de
hasta dos veces la de sindnimos, que podria ser el resultado de la accion de la
seleccién positiva (ver capitulo 3.4). El error estocastico asociado al analisis de
sliding window, no obstante, puede ser importante, por lo que se debe de
comprobar si existe realmente alguna region del gen OS-E que pueda haber
sufrido la accion de la seleccion direccional positiva; la metodologia mas
adecuada para ello es mediante el analisis por maxima verosimilitud utilizando
modelos apropiados de codones (ver seccion siguiente).

El analisis conjunto del polimorfismo cromosdmico y nucleotidico
muestra que las dos ordenaciones cromosomicas estudiadas en este trabajo
presentan una fuerte diferenciacion genética (Snn = 0.965, P < 0.001; HUDSON
2000). La supresion (o reduccion) de la recombinacion en los heterocigotos
para estas ordenaciones es probablemente |la causa de dicha diferenciacion. El
aislamiento genético, no obstante, no es completo: las dos ordenaciones
comparten mas mutaciones (50 polimorfismos compartidos) que las esperadas
por un origen independiente de las mismas en cada ordenacién (2.67 + 1.6).
Ademas, se pudieron identificar 6 pequefios tractos de conversion génica
(BETRAN et al. 1997). A pesar del intercambio genético, el arbol filogenético de
las secuencias de la region OS es claramente compatible con un origen
monofilético de las ordenaciones ya que las secuencias de cada ordenacion se
agrupan en un mismo grupo. Aunque una de las lineas (TB132) se posiciona

exteriormente a los dos grupos, podria representar algun intercambio genético
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(doble entrecruzamiento o conversion génica) de este cromosoma con el de
otras ordenaciones no analizadas en el presente estudio.

Las estimas de diversidad nucleotidica silenciosa de la ordenacion Ojz.+4
(7siL = 0.014) son mayores que los de la ordenacion con la inversion 23 (7 =
0.009). El patron de distribucion de la variabilidad nucleotidica, no obstante, es
similar en ambas clases y presenta valores negativos de los estadisticos de
TAJIMA (1989) y de Fu and LI (1993). Aunque estos valores no son significativos
—asumiendo que la recombinacion intragénica es nula- si incorporamos en las
simulaciones de coalescencia el valor de recombinacion mas conservativo
(estimado independientemente en cada una de las ordenaciones), los
resultados de los test son altamente significativos.

Probablemente, el patron de distribucion de las mutaciones en cada una
de las dos ordenaciones refleja aun el efecto del proceso de expansidn
producido por el incremento de frecuencia de la inversion (desde su origen)
hasta alcanzar su frecuencia actual (quizas la de equilibrio). Un proceso de
expansion poblacional genera una distribucion del numero de diferencias entre
pares de secuencias (mismatch distribution) caracteristica (muy similar a la
distribucién de Poisson; SLATKIN and HUDSON 1991; ROGERS and HARPENDING
1992). No obstante, en presencia de recombinacion una poblacion de tamano
constante (estado estacionario) puede presentar una mismatch distribution que
también se asemeje a una distribucion de Poisson. Asi pues, la forma de la
distribucion (como el resultado de los estadisticos basados en ella) no es una
evidencia de un proceso de expansidn reciente. Los estadisticos R, y Fs (FU
1997; RAMOS-ONSINS and RozAs 2002) son mucho menos sensibles al efecto
de la recombinacion intragénica y permiten detectar la huella dejada por un
proceso reciente de expansion. Los valores de estos estadisticos son
significativos en las dos ordenaciones cromosémicas estudiadas. Por lo tanto,
el patron de distribucion de la variabilidad nucleotidica intraespecifica
posiblemente esta reflejando el efecto del proceso de expansion poblacional
que afecté a cada una de las inversiones cromosdémicas a partir de su origen.
Consecuentemente, la informacion nucleotidica de las dos ordenaciones

cromosdmicas aun no ha alcanzado el equilibrio.
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Este desvio del estado estacionario nos puede permitir estimar la edad
de la inversiéon cromosémica O,3; mediante el analisis del patréon de variabilidad
nucleotidica que existe dentro de ella (RozAs et al. 1999). Asumiendo que la
inversion O3 tiene un origen unico, y que por tanto toda la variacién presente
en esta inversion se originé con posterioridad (a excepcion de la incorporada
por flujo genético -conversién génica o dobles entrecruzamientos-), y que las
secuencias aun no han llegado al equilibrio (genealogia en estrella), se puede
estimar el tiempo de coalescencia de todas las secuencias que en el fondo sera
una estima de la edad de la propia inversion. El analisis requiere de la estima
de la tasa de mutacion (estimada a partir de los datos de divergencia), y de
datos de la variabilidad intraespecifica. A partir de la estima de divergencia
silenciosa entre D. subobscura y D. guanche (Ksi. = 0.079) y asumiendo un
tiempo de divergencia de entre 1.8 y 2.8 millones de afos para estas dos
especies (RAMOS-ONSINS et al. 1998), la tasa de substitucidon nucleotidica
silenciosa seria de entre 2.19 x 10®y 1.41 x 10® substituciones por sito y por
afo. Con estos valores la edad de la inversion O3 seria de 0.19 a 0.29 millones
de anos. Estos valores son algo menores que los estimados para la ordenacién
Os:4+23 a partir de la variabilidad en el gen rp49 (0.28-0.43 millones de afos)
(Rozas et al. 1999). En este ultimo trabajo, sin embargo, la posicion de la
region de estudio (rp49) estaba mas alejada del punto de rotura de la inversién
cromosdmica, y podria haber incorporado mas informacion genética —por flujo

génico- procedente de otras ordenaciones cromosomicas.
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4.3. Evolucién molecular de los genes OS-E y OS-F en

el subgénero Sophophora

Se ha realizado un analisis de variabilidad en las zonas codificadoras de
los genes OS-E y OS-F en 14 especies pertenecientes al subgénero
Sophophora de Drosophila: D. melanogaster, D. simulans, D. mauritiana, D.
yakuba, D. teissieri, D. erecta y D. ananassae, del grupo melanogaster y D.
subobscura, D. guanche, D. madeirensis, D. pseudoobscura, D. miranda, D.
persimilis y D. bifasciata, del grupo obscura.

La secuencia de DNA de la regidén codificadora de las especies fue
obtenida mediante amplificacién por PCR usando oligonucleétidos disenados
en las regiones mas conservadas de las secuencias de las especies mas
distantes ya determinadas. Para completar la secuenciacion se utilizaron
oligonucledtidos especificos para cada especie. Los analisis se realizaron
usando un alineamiento multiple especifico para cada gen -con toda la
secuencia codificadora, e incluyendo péptido senal-, y un tercer alineamiento
con las secuencias correspondientes a la proteina madura (sin incluir el péptido
sefnal) de los dos genes. Para el analisis de la variabilidad nucleotidica (region
codificadora) se utilizaron métodos de maxima verosimilitud usando la
informacion filogenética y un modelo especifico de codones (GOLDMAN and
YANG 1994; YANG 2000; KosAKOVSKY POND and FROST 2005).

En todas la especies estudiadas —tanto del grupo melanogaster como
del obscura- se identificaron los ortélogos de los genes OS-E y OS-F, mientras
que en D. virilis (al igual que HEKMAT-SCAFE et al. 2000) no se pudo identificar
el ortélogo del gen OS-E. Esta observacién es compatible con nuestra estima
de la edad de la duplicacion a partir de la informacién de la variabilidad
nucleotidica (43-94 millones de afos, asumiendo que la separacion entre los
grupos melanogaster y obscura dentro del subgénero Sophophora ocurrié hace
unos 25-55 millones de anos, Russo et al. 1995; TAMURA et al. 2004). En todas
las especies los genes OS-E y OS-F se situan en tandem, con la misma
orientacién, con un tamafio muy similar y con un patrén de distribucién intron-
exoén equivalente. La distancia fisica entre los genes, a pesar de ser variable,

también se mantiene razonablemente conservada. La estructura de ambos
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genes, por lo tanto se ha mantenido relativamente estable durante un largo
periodo de tiempo, lo que sugiere la existencia de algun importante mecanismo
de preservacion.

Los genes OS-E y OS-F presentan una marcada diferencia en la tasa
evolutiva global, tanto sinbnima como no sinénima, que puede reflejar una
diversificacion funcional de estos genes. Para intentar averiguar si algun tipo de
diversificacién funcional pudiera estar implicado en el mantenimiento de la
duplicacién se analizaron los niveles de constriccion funcional de cada uno de
los genes. Los niveles de divergencia sindnima y no sindbnima en parejas de
secuencias indican que el gen OS-E evoluciona mucho mas rapidamente que
el gen OS-F (capitulo 3.4, figura 3). De hecho, el gen OS-E (region
codificadora) acumula un numero significativamente mayor de substituciones
nucleotidicas que el gen OS-F (RRT, P = 0.001). No obstante, tanto el analisis
de la divergencia nucleotidica, como el de maxima verosimilitud muestran que
la constriccion funcional es alta y aproximadamente la misma en los dos genes
(o ~0.06). Estos resultados concuerdan con los obtenidos para duplicaciones
antiguas (LINCH and CONERY 2003a, 2003b), y no descarta que hubiera
procesos de diversificacion funcional en los momentos inmediatamente
posteriores a la duplicacion. La distribucion de la divergencia sindbnima y no
sindbnima no es homogénea a lo largo de la zona codificadora de estos genes,
destacando dos regiones altamente variables para ambos tipos de
substituciones (regiones het1 y het2; capitulo 3.4, figura 9). Asi, las distintas
tasas evolutivas de OS-E y OS-F podrian reflejar algun tipo de diferenciaciéon
que haya contribuido a la preservacion de la duplicacion.

El anélisis de maxima verosimilitud indica que los datos se ajustan mejor
a un modelo donde los dos genes evolucionan con la misma constriccion
funcional en todos los linajes (con excepcion de D. guanche). De todas
maneras, la constriccion funcional no es homogénea a lo largo de la region
codificadora; de hecho, los dos genes se ajustan mejor a un modelo con una
variacion de o a lo largo de los sitos, que a un modelo con un unico valor de ®
para todos ellos (capitulo 3.4, tabla 1). En particular, el modelo que mejor se

ajusta a los datos asume dos clases de sitios con diferente presion selectiva,
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aunque siempre con valores muy bajos de ® y sin evidencias de sitios que
hayan evolucionado por seleccion positiva.

Sdlo aquellos modelos que permiten la inferencia de la seleccion positiva
en sitios particulares de linajes concretos (modelos de branch-site), mostraron
un resultado significativo (capitulo 3.4, figura 7); concretamente, en el linaje de
D. guanche, en el de la rama mas interna que separé a ambos genes, y en los
linajes que conducen a las especies del grupo melanogaster en cada uno de
los 2 genes (capitulo 3.4, tabla 2). Los resultados de este analisis permitieron
identificar 15 posiciones seleccionadas favorablemente. Interesantemente, 5 de
estas posiciones implican cambios de amino acido de tipo radical (en relacion a
la carga o a la polaridad) fijados entre los dos genes. Estos cambios,
promovidos por la seleccion natural positiva, podrian haber tenido un papel
relevante en la diversificacion funcional de los genes OS-E y OS-F, y por ende
en el mantenimiento de ambas copias en el genoma de forma estable.

Se ha determinado la posicion de los residuos aminoacidicos
potencialmente interesantes en la putativa estructura tridimensional de la OBP
codificada por los genes OS-E y OS-F. Al no disponerse de la estructura real
de estas proteinas, se posicionaron los amino acidos identificados en el analisis
bayesiano sobre la estructura tridimensional de la OBP de Apis mellifera
(AmelASP); esta OBP es la proteina con mayor similitud de secuencia de
amino acidos con las proteinas OS y que tiene la estructura tridimensional
resuelta. Tanto los 5 amino acidos fijados entre los genes, como la mayoria del
resto de amino acidos identificados como posibles dianas de la seleccién
positiva, se concentran en unicamente tres segmentos de la proteina, el
extremo N-terminal, formado esencialmente por la primera hélice a (donde se
encuentra la region het2), la region formada por las hélices D y E (que incluyen
casi exclusivamente la regidén het1), y el extremo C-terminal de la proteina. Es
interesante destacar que estudios estructurales en OBPs con la estructura
resuelta (LARTIGUE et al. 2003; TEGONI et al. 2004) han demostrado que
reemplazamientos de amino acidos en estos segmentos pueden provocar
cambios importantes en las propiedades cinéticas y de solubilidad de la

proteina, y en las de interaccion y unién con el ligando.
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Es importante matizar que alguna de las metodologias utilizadas han
sido criticadas por provocar falsos positivos sobre la inferencia de la seleccién
positiva (Zhang 2004). No obstante, en el presente trabajo se han utilizado las
ultimas implementaciones de los modelos de codones (ver YANG et al. 2005),
que intentan evitar precisamente este comportamiento liberal. Ademas, y para
evitar estimas subodptimas (estimacion por maxima verosimilitud de valores de
los parametros por debajo del maximo real), se realizaron multiples ejecuciones
para cada uno de los modelos. Asimismo, se utilizé un test especifico de
seleccibn muy conservativo (test 2), para evitar confundir un proceso de
relajacion total de la seleccion (seleccion purificadora), con él de la accion de la
seleccion positiva. Esta ultima hipétesis no pudo ser rechazada en el caso de la
rama interna que separa ambos genes (branch d; capitulo 3.4, figura 7) y en el
linaje de D. guanche, no pudiéndose —por tanto- demostrar la existencia de
seleccion positiva en estos linajes. Estas mutaciones identificadas como
selectivamente favorables podrian en realidad ser mutaciones deletéreas
complementarias (modelo DDC; FORCE et al. 1999; LYNCH and FORCE 2000).
En cambio en las ramas me y mf los resultados del test 2 son significativos, lo
que indicaria que la seleccion positiva pudo haber actuado en estos linajes.

Asimismo, la posible diversificacién funcional de estos genes podria
haber ocurrido por cambios en regiones no codificadoras. En D. melanogaster,
estos genes tienen un mismo patron espacial de expresion génica; por lo tanto,
no parece que la diversificacion se dé a este nivel. Por otro lado, al no existir
datos experimentales sobre los niveles de expresion relativos de estos genes,
no se puede determinar si existen diferencias a este nivel de regulacion. En
este contexto, la diferente estructura génica de los dos genes (presencia de un
exon no traducido y de un extenso intron en el gen OS-F y no presentes en el
OS-E capitulo 1, figura 1) puede tener importancia. Los analisis de
polimorfismo y divergencia en D. melanogaster, D. simulans y D. subobscura
han identificado dos regiones altamente conservadas dentro de dicho intrén,
candidatas a ser importantes regiones reguladoras. En este sentido,
recientemente se ha argumentado que el tamafo del primer intron esta
correlacionado positivamente con los niveles de expresion, efecto que podria
estar causado por la presencia de regiones reguladoras en dichos intrones

(MARAIS et al. 2005). Por lo tanto, las diferencias en la estructura génica
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podrian provocar diferencias en los niveles de expresién que podrian ser
determinantes en la diversificacion funcional de los genes OS-E y OS-F. Seria,
pues, necesario cuantificar los niveles de expresion de estos dos genes, y
estudiar la existencia de elementos reguladores en las regiones conservadas
del primer intrén del gen OS-F; esta informacion puede ser crucial para
determinar si existen diferencias susceptibles que puedan justificar el
mantenimiento en el genoma de ambos miembros. Asimismo seria también
interesante realizar estudios funcionales para investigar si los sitos que
potencialmente han sido promovidos por la seleccion natural positiva tienen o

han tenido un papel relevante en la funcién de estas OBPs.
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