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Resumen.

Mediante los sentidos, los organismos reciben informacion del medio ambiente. A
través de la evolucion los organismos han desarrollado diferentes receptores, capaces de
percibir y distinguir estimulos especificos. La vision, siendo uno de los sentidos méas
estudiados, esta ampliamente distribuida en el reino animal; en insectos, se conocen
varios tipos de fotorreceptores capaces de percibir diferentes longitudes de onda y estos
organismos presentan conductas fototacticas caracteristicas ante los estimulos
luminosos. En el presente trabajo se estudid la respuesta fototéctica innata de la mosca
del vinagre, Drosophila melanogaster, ante varios estimulos luminosos de colores del
espectro de luz visible, se utilizaron cuatro métodos diferentes: (1) estudio de fototaxis a
colores de cepas mutantes y silvestre, (2) seleccion a estimulo de luz roja en la cepa
silvestre Canton-s, (3) cruzas de poblaciones seleccionadas y (4) fototaxis de mutantes y
cepas seleccionadas en tubo negro. Los resultados indican que la mosca presenta un
comportamiento diferencial ante los colores utilizados, inclusive al rojo, aunque en
estudios previos no se ha reportado un receptor especifico para este color. La respuesta
al color rojo de la mosca silvestre se modifica al aplicar seleccion artificial, por lo que
esta conducta tiene una base genética. La fototaxis como conducta es afectada por la
presencia de diferentes mutaciones en el organismo portador; inclusive en moscas
mutantes en donde el marcador altera estructuras no relacionadas con la visién (alas y
color del cuerpo), presentan una respuesta fototactica diferente a la cepa testigo del tipo
silvestre. Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren diversas lineas de
investigacion mediante las cuales se puedan aclarar los mecanismos geneéticos,
fisiolégicos y conductuales que subyacen en el complejo fendmeno de la fototaxis en D.

melanogaster.



I. INTRODUCCION

Sentidos

Los seres vivos interacttan con el ambiente constantemente por medio de los sentidos,
adaptandose a éste a través de un constante procesamiento de informacién que se
detecta y analiza por los sistemas sensoriales en respuesta a cambios en el ambiente
(Diaz et al., 1995). La informacion obtenida es valiosa para la alimentacion, deteccion
de peligro, busqueda de pareja y en el intercambio de informacién con otros seres vivos
(Brodal, 1992).

Segun el punto de vista de donde se le analice, el nimero de sentidos que existen varia
segun la definicion que se use. Para algunos un sentido es la facultad por la cual se
percibe un estimulo externo”, la definicion de la Real Academia de la Lengua Espafiola
(2001) sostiene a un sentido como “Proceso fisiolégico de recepcidn y reconocimiento
de sensaciones y estimulos que se produce a traves de la vista, el oido, el olfato, el gusto
o el tacto, o la situacion de su propio cuerpo”. En un contexto fisioldgico, un sentido se
puede definir como un sistema que consiste en un grupo de tipos de células sensoriales
que responden a fendmenos fisicos especificos, y a su correspondencia con una region

particular en el cerebro donde se reciben e interpretan las sefiales (Fact-archive, 2007).

Los drganos de los sentidos actian como instrumentos, monitoreando la energia
proveniente del ambiente. Debido a la gran variedad de estimulos que el medio
ambiente ofrece, los organismos han desarrollado diferentes estrategias para percibirlos.
Existen estimulos externos que los humanos no son capaces de detectar; sin embargo
algunos organismos han desarrollado diversos sistemas sensoriales capaces de
percibirlos. Ejemplos claros de estos sentidos son la electrorrecepcion y la
magnetorrecepcion entre otros.

En el sentido de magnetorrecepcion, el campo geomagnético terrestre puede
relacionarse con la orientacidn y navegacion de un gran nimero de organismos (Palmer,
1963; Motta y Lings, 1986; Phillips y Sayeed, 1993). Los estimulos que puede ofrecer
el campo geomagnético terrestre estan bien definidos y son del orden de 50 puT (micro

Teslas), variando desde 25 uT en la anomalia del Atlantico Sur hasta los 60 uT en los



polos, y la inclinacion varia desde 80° en el polo magnético Norte hasta —80° en el polo
magnético Sur con una inclinacién 0° en el Ecuador (Motta y Lings, 1986; Ritz et al.,
2002); los organismos con magnetorrecepcion pueden percibir estos estimulos y utilizar
la informacion de diferentes maneras (Frankel y Bazylinski, 2006). Existen basicamente
dos teorias en cuanto a la percepcion de los campos magnéticos por los organismos. En
una, las moléculas fotosensibles, como la rodopsina, estan sujetas a influencias
magnéticas que pueden derivar en cambios y efectos quimicos (Phillips et al., 2001). La
segunda sostiene que una molécula fotorreceptora no es necesaria para la
magnetorrecepcion (Wiltschko y Wiltschko, 1995; Kirschvink et. al., 2001). En
organismos como abejas, tortugas y aves la percepcion se asocia con un material
magnético intracelular (Wiltschko y Wiltschko, 2005). Los receptores son particulas
como la magnetita (FesO4) presente en microorganismos como Magnetospirillum
gryphiswaldense (Frankel y Bazylinski, 2006). Se tiene un amplio registro de animales
que utilizan sistemas sensoriales altamente especializados en la percepcion de estimulos
magnéticos en donde se ha establecido una relacion entre el estimulo y el receptor
(Wiltschko, 1980; Kirschvink, 2000), esta relacion es importante para definir un sentido
ya que en la mayoria de los sentidos estimulos especificos son reconocidos Unicamente
por receptores especializados.

Cada drgano sensorial contiene células receptoras especificas y selectivas a una forma
particular de energia; el tipo de energia a la que responde un érgano sensorial determina
su modalidad sensorial, relacionada directamente con los tipos de receptores (Youg,
1989; Diaz et al., 1995). Las células receptoras que se encuentran en los organismos
cambian de forma, tamafio, elementos y constitucion; esto tiene efecto sobre la
capacidad con la que un receptor responde a un estimulo asociado, cambiando asi la
sensibilidad del receptor. Existen varios tipos de receptores: quimiorreceptores,
mecanorreceptores y fotorreceptores, entre otros. Los quimiorreceptores son 6rganos
sensoriales estimulados por iones o moléculas quimicas con diferentes propiedades.
Estos incluyen los sentidos del olfato y del gusto, ademas de receptores que monitorean
concentraciones de oxigeno y diéxido de carbono (Hallem et al., 2006). Los
mecanorreceptores, Organos sensoriales que son estimulados por formas de energia
cinética, incluyen érganos que monitorean funciones internas como el tacto y la tensién
muscular o el oido y el equilibrio (Hogervorst y Brand, 1998; Gillespie y Walter 2001;

Barth, 2004). En el sentido de la vista, los fotorreceptores asociados a 6rganos como los



ojos, responden a energias electromagnéticas (Bowmaker, 1991; Diaz et al., 1995;
Nathans, 1999; Kremers et al., 1999).

Visién en humanos

El sentido de la vista se ha estudiado bien en el hombre (Litzinger y Tsonis, 2002;
Gouras, 2007). Anatémicamente, el ojo humano presenta varias estructuras que en
conjunto son capaces de percibir la luz del medio ambiente (Figura 1); ademas de los
bastones asociados a la percepcion de intensidades de luz, existen tres diferentes tipos
de ceélulas receptoras al color conocidas como conos (S, M y L), cada uno cuenta con
diferentes opsinas con un espectro de sensibilidad caracteristico, con picos de
sensibilidad a diferentes longitudes de onda. Al juntar los espectros estos se traslapan
(Sharpe et al., 1999) y el conjunto de estos tres intervalos hacen el espectro de
sensibilidad al color del humano que abarca longitudes de onda de 400nm a 750nm
(espectro de luz visible) (Schnapf et al., 1987 citado en Schnapf y Schneeweis, 1999;
Stockman y Sharpe, 1999) (Figura 2).
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Figura 1. Anatomia general del ojo humano. En la retina se encuentran los fotorreceptores humanos
de la vista: conos y bastones. Modificado de http://science.nasa.gov/headlines/y2004/images
/cataracts/anatomy_med.jpg.
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Una vez que se estimula la célula fotorreceptora, la transduccion de la sefiales implica
una cascada de reacciones que involucran basicamente tres proteinas: el fotopigmento
rodopsina (molécula receptora), que es modificado a su forma activa metarodopsina por
la absorcion de fotones de luz, la metarodopsina hace contacto con la proteina G
convirtiéndola en su forma activa G*; dado que la metarodopsina permanece en su

forma activa, la cascada de sefiales se amplifica rapidamente. La proteina G* activa a la
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Figura 2. Espectros de sensibilidad de los conos. (A) Espectros de sensibilidad
al color, 400 nm a 750 nm. (B) Conjunto de efectos de apagado y encendido de
conos para formar la vision tricromética caracteristica de los humanos.
Modificado de Sharpe et al, 1999 y Gouras, 2007.
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molécula efectora Fosfodiesterasa (PDE) al entrar en contacto con ella, transformandola
en cGMP-fosfodiesterasa (PDE forma activa); esta molécula cierra los canales de iones
celulares al hidrolizar cGMP, la obstruccion de la circulacion eléctrica en la célula,

conduce a una respuesta eléctrica a la luz (Lamb, 1999; Schnapf y Schneeweis, 1999).

Los bastones y los conos hacen sinapsis con las neuronas de las capas bipolar y
ganglionar de la retina (Dacey y Lee, 1999; Lee, 1999). Las sefiales nerviosas
abandonan la retina y salen del ojo por el nervio dptico, en la superficie posterior del
globo ocular. Después de salir del ojo el nervio dptico entra en el encéfalo y llega hasta



la corteza visual (Lennie, 1999; Gouras, 2001). En esta zona la interpretacion visual de
los impulsos nerviosos generados por los estimulos luminosos se analiza y compara
para producir la vision (Lennie, 1999; Shapley y Hawken, 1999).

Aungue el sentido de la vista se encuentra ampliamente distribuido en el reino animal,
los componentes y mecanismos que la conforman cambian entre grupos. En los insectos
existe una gran variabilidad de espectros de sensibilidad (Kremers et al., 1999; Briscoe

y Chittka, 2001) y de sistemas con los que perciben estimulos luminosos.

Vision en insectos

Para percibir informacion del mundo exterior, los ojos se han convertido en estructuras
sensoriales altamente especializadas en diferentes especies animales, y aun siendo
anatomicamente muy diversas, muestran caracteristicas de organizacion y funcién
comunes (Horridge 1977; Hummel y Klambt, 2006).

Los insectos tienen cuatro tipos de érganos sensitivos a la luz: 0jos compuestos, ocelos,
stemmata y el 6rgano de Hofbauer-Buchner (Helfrich et al., 2001; Nation, 2002). Los
0jos compuestos permiten la deteccion del color y la formacion de imégenes visuales,
siendo detectores especializados de movimiento (Meyer-Rochow y Gal, 2004; Smith,
2007; Stavenga y Arikawa, 2006; Wernet et al., 2007). Los ocelos se encuentran tanto
en formas inmaduras y adultas de los insectos, su funcion principal es detectar las
intensidades y cualidades de la luz formando imégenes de baja resolucion (Hu et al.,
1978; Hu y Stark, 1980; Piatigorsky et al., 1989). Los stemmata son 0jos que detectan
direccion e intensidad de la luz en estadios larvarios de algunos insectos (Nation, 2002).
El érgano Hofbauer-Buchner es un grupo de células fotosensibles de origen larvario que
permanecen hasta el adulto, se encuentra por debajo del ojo compuesto y cerca de los
cuerpos hongales; no forma imagenes y principalmente regula la entrada a ciclos
circadianos (Wolf y Ready, 1993; Emery et al., 2000; Helfrich et al, 2001).

Los espectros de sensibilidad a la luz de los insectos son muy diversos incluso entre
grupos evolutivamente cercanos como en mariposas (Lepidoptera) (Stavenga y
Arikawa, 2006). Ecologicamente también existe una considerable variacion entre
especies que comparten las mismas condiciones de luz y opuestamente existen especies

con condiciones y estilos de vida diferentes que comparten espectros de sensibilidad



muy parecidos como las hormigas del desierto y las abejas alpinas (Briscoe y Chittka,
2001).

Los insectos con dos alas (dipteros), forman uno de los grupos cosmopolitas de
insectos, con alrededor de 125,000 especies que representan el 12 % del total de
especies de insectos (Burnie, 2007); poseen grandes 0jos compuestos, los cuales aunque
no se mueven poseen un gran campo de vision periférica (Meyer-Rochow y Gal, 2004;
Wolf y Ready, 1993). En este grupo podemos encontrar el género Drosophila en el que
los espectros de sensibilidad y vision tricroméatica han sido caracterizados (Briscoe y
Chittka, 2001). La mosca del vinagre Drosophila melanogaster estudiada desde hace
mas de un siglo y con cierta relacién al hombre en diferentes aspectos (Greenspan y
Dierick, 2004; Keller, 2006); ofrece un modelo ejemplar para la comprension de la
biologia de la visién en insectos, ya que se conocen diferentes aspectos de su fisiologia,
desarrollo, transduccion de sefiales y moléculas involucradas en vision; ademas, es un
modelo de facil mantenimiento, presenta un ciclo de vida corto, y se conocen gran

cantidad de genes relacionados con la percepcion a estimulos luminosos (Pak, 1996).

Drosophila melanogaster

Vision

La mosca del vinagre D. melanogaster cuenta con dos 0jos compuestos que ocupan
gran parte de la cabeza de una mosca y tres ojos sencillos u ocelos, que son o0jos
localizados en el vértice de la cabeza, cada uno con alrededor de 90 celulas
fotorreceptoras expresando una rodopsina RH2 con sensibilidad a ultravioleta (440 nm)
(Hu et al., 1978; Feiler et al., 1992). Si bien se ha estudiado la funcidn que tienen cada
una de estas estructuras en la vision, aun existen controversias a partir de los resultados
de varios experimentos: los ocelos por si solos son insuficientes para variar la conducta
visual dado que moscas con 0jos compuestos obstruidos y ocelos expuestos se
comportan como si estuvieran ciegas. Mientras estudios realizados con mutantes que
carecen de ocelos y del nervio ocelar ocelliless (oc), pero conservan 0jos compuestos
intactos muestran solamente una pequefia variacion en la respuesta a la luz (Hu y Stark,
1980). Cada uno de los dos ojos compuestos es una matriz de alrededor de 750
subunidades con forma hexagonal Ilamadas omatidias, que se encuentran juntas (Wolf y
Ready 1993; Moses, 2001). Cada omatidia cuenta con un total de 23 células no

compartidas: 8 células R, 4 células cono (sin relacion a los conos de vertebrados) que



secretan la lente de la omatidia, 5 células de cerdas y 6 diferentes células pigmentadas
divididas en: 2 células pigmentadoras primarias (PPC), 3 células pigmentadoras
secundarias (SPC), 1 célula pigmentadora terciaria (TPC) (Wolf y Ready, 1993) (Figura
3).

B CETRER
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Rh3/ Rh5 thd | Rh6
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Figura 3. Ojo compuesto de D. melanogaster. (A) Diferentes mutantes para color de ojos. (B)
Micrografia del ojo compuesto, (C) Ampliacion de ojo compuesto en donde se observan
omatidias, (D)Tipos de omatidias, dependiendo de la expresion de rodopsinas en las células R7
y R8 dan lugar a dos tipos de omatidias: “pale” en azul y “yellow” en verde. (E) Micrografia de
una omatidia donde se muestran las células R1 a R7, la R8 se encuentra por debajo de la R7.
(F) Anatomia general de una omatidia. Modificado de Desplan, 2001,
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En las células pigmentadas se localizan los pigmentos que no forman parte de la retina y
cuya funcion principal es cubrir a la omatidia lateralmente para que los rayos de luz no
puedan entrar oblicuamente, también previenen de efectos borrosos al absorber fotones
dispersos (Fingerman, 1952; Wolf y Ready, 1993). D. melanogaster contiene pigmentos
de dos tipos: el pigmento rojo (pteridinas) y el pigmento café (ommocromos), cada uno
presentando un espectro de absorcidn caracteristico. Estos pigmentos definen el color de
0jos de una mosca, conociéndose para Drosophila una gran cantidad de mutantes que
difieren cuantitativamente en los pigmentos cafés o rojos, cambiando el color de ojos;
en algunos casos hay una completa ausencia de uno o los dos pigmentos (Fingerman,
1952; Volpe et al., 1967; Lindsley y Zimm, 1992).

Cada omatidia tiene 8 fotorreceptores o células “R” (R1-R8) para un total de alrededor
de 6,000 receptores individuales por ojo compuesto, estas células tienen un rabdémero o
especializaciéon de la membrana compuesto por microvellosidades en donde se
encuentra la maquinaria implicada en la fototransduccion; el rabdémero incrementa el
area superficial de contacto con la luz y permite a las células fotorreceptoras
empaquetar mas de 100 millones de moléculas de rodopsina (Wolf y Ready, 1993;
Zuker, 1996).

Las células receptoras R1-R6 estan localizadas en la periferia del centro de la omatidia
formando un trapezoide en vista frontal, estas células cuentan con un rabdoma largo,
expresan la rodopsina Rhl cuyo espectro de sensibilidad es caracteristico al azul 486
nm y cuentan con alta sensibilidad debido a la elevada concentracion de rodopsina
(Zuker et al., 1987; Feiler etal., 1992; Wernet et al., 2006).

Por otro lado, las células R7 y R8 se encuentran sobrepuestas una de la otra
presentando un rabddémero corto, la R7 o distal, ubicada arriba de R8 expresa uno de
dos tipos de rodopsinas Rh3 (345 nm) o Rh4 (375 nm) sensibles ambas al ultravioleta
(Feiler et al., 1992; Earl y Britt, 2006). La rodopsina que se encuentra en la célula R8 de
una omatidia depende directamente de la rodopsina en R7, cuando la célula R7 tiene la
rodopsina Rh3, la célula R8 expresa la rodopsina Rh5 con sensibilidad al azul (442nm);
cuando R7 tienen Rh4, R8 expresa la rodopsina Rh6 con sensibilidad al verde (515nm)
(Stark, 1977; Wolf y Ready, 1993; Stavenga y Arikawa, 2006; Wernet et al., 2007).

Los espectros de sensibilidad de las rodopsinas en los 0jos compuestos de las moscas,
perciben longitudes de ondas que van desde menos de 331nm a 515 nm, lo que implica
una vision de ultravioleta a verde (Briscoe y Chittka, 2001). Las rodopsinas se expresan
desde el tercer estadio larvario a bajas concentraciones, alcanzando un 70% de la

11



concentracion total en el adulto alrededor del estadio pupal 12 (80 % del desarrollo
pupal) (Earl y Britt, 2006).

Cada omatidia del ojo compuesto de la mosca posee las estructuras necesarias para la
captacion de luz por las células fotorreceptoras, una vez que las moléculas de
rodopsinas se excitan en el rabdomero se transforman en su forma activa
metarodopsinas y se llevan acabo reacciones quimicas mediadas por proteinas G y
segundos mensajeros en donde la respuesta se amplifica rapidamente; culminando en la
produccion de una sefial eléctrica que después se analizada para producir informacién
(Montell, 1999; Heisenberg, 2001; Katsov y Clandinin, 2007; Neuser et al., 2008). En el
Electroretinograma (ERG) se secuestra la sefial eléctrica producida por una poblacion
de omatidias, la sefial se amplifica y registra graficamente para estudiar la forma,
duracion, intensidad, entre otras caracteristicas (Hotta y Benzer, 1969; Stark, 1976; Hu
et al., 1978; Zuker, 1996). La vision en D. melanogaster se ha estudiado por diferentes
técnicas a distintos niveles de organizacion para conocer las caracteristicas de las
moléculas, la organizacion celular y la generacion de sefiales eléctricas por poblaciones
de células, pero ademas, para estudiar la respuesta del individuo a través de su conducta
(Benzer, 1971y 1991; Connolly, 1998; Sokolowski, 2001).

Conductas

Fototaxis

La fototaxis como conducta se ha estudiado en Drosophila desde 1905 (Carpenter,
1905 citado en Rockwell y Seiger, 1973), muchos aspectos de sus caracteristicas, desde
los mecanismos de respuesta a los efectos de la luz en las poblaciones, han sido
considerados (Rockwell y Seiger, 1973). En general se ha utilizado la respuesta
fototctica innata de las moscas a diversos estimulos de luz. La fototaxis es una
conducta compleja, la luz es absorbida por un pigmento en la célula receptora,
produciendo excitacion neuronal, transmisién en conexiones sinapticas, integracion en
el sistema nervioso central involucrando comparaciones con otros estimulos, y la
generacion de sefiales motoras apropiadas para que la mosca se mueva en una direccion
particular (Benzer, 1967). Algunos de los parametros que contribuyen a la conducta de

la mosca son el estado de agitacién, el aparato que se utilice, la seleccion de los
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estimulos ofrecidos, el nivel general de intensidad de luz y el estado de adaptacion del
receptor, entre otros (Hu y Stark, 1980). Lejos de ser una respuesta uniforme, la
fototaxis es un comportamiento que puede ser muy variable (Dobzhansky y Spassky,
1969).

Se han propuesto varios métodos utilizando la conducta de la mosca ante estimulos
luminosos, cuyos disefios experimentales se pueden dividir en tres grupos (Rockwell y
Seiger, 1973). El primero donde la medicion de fototaxis es una funcion del movimiento
hacia la fuente de luz, como la metodologia de Benzer (1967), en donde las
distribuciones de las moscas se analizan después de repetidos intervalos de estimulo en
donde la mosca se mueve directamente hacia la luz. La segunda clase utiliza la
distribucion de moscas en un campo como funcién de fototaxis. En este ambiente
experimental difieren gradualmente la cualidad y cantidad de la luz. En el tercer disefio
la distribucion de las moscas, tras haber elegido entre dos 0 mas estimulos, se usa como
medicién de fototaxis. En estos experimentos generalmente se utilizan laberintos en
forma de T donde la alternativa de luz es perpendicular al plano de movimiento, tras
varias elecciones las moscas entran a tubos donde son contadas (Dobzhansky y Spassky,
1967 y 1969; Dobzhansky et al., 1974). Cabe destacar que estas metodologias permiten
comprender de una manera global el resultado de una alteracién visual en el individuo,
nivel de organizacion que permite hacer un gran numero de observaciones dado el
pequefio tamafio de la mosca y su relativa facilidad de manejo en laboratorio (Markow,
1975); .

La utilizacion de mutantes conductuales, metabdlicos o estructurales en estos métodos
es amplia, analizando generalmente la variacion en la respuesta fototactica de mutantes
en donde una estructura del ojo se encuentra ausente o modificada (Fingerman, 1952;
Benzer, 1967; Volpe et al., 1967; Hu y Stark, 1980; Pak, 1996; Helfrich et al., 2001).

Geotaxis

La geotaxis o gravitaxis es una conducta presente en muchos organismos, se define
ampliamente como la orientacion y movimiento de individuos con la gravedad o como
un movimiento dirigido y mediado por la gravedad (Stewart, 2005). Carpenter (1905)
fue el primero en divulgar que las moscas presentan una conducta geotactica negativa.

La geotaxis en D. melanogaster se ha definido como una orientacion y movimiento de

13



individuos con respecto a gravedad, encontrada y clasificada operacionalmente como
movimiento de los individuos hacia arriba y hacia abajo adentro de un laberinto
multiple de clasificacion (Hirsch, 1959). Este laberinto de gravedad es una red de tubos

orientados verticalmente con una entrada y muchas salidas en diversas alturas; a lo largo
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orientan y dirigen hacia la parte superior del

frasco, en contra de la fuerza de gravedad. Puesto

que la conducta de un organismo esta influenciada
por muchos estimulos sensoriales, los efectos de la  Figura 4. Laberinto mudltiple de
gravedad en una conducta compleja como ésta son %'ﬁigﬁicé‘lns‘iguvz;‘ﬂ,ozgg5_geOtaXiS'
dificiles de disectar (Armstrong et al., 2005).

Los primeros indicios y analisis de genes que afectaban las conductas de poblaciones se
encontraron en la conducta geotactica negativa de D. melanogaster, al cuantificar los
efectos sobre la geotaxis de cada uno de los tres cromosomas principales (X, 2 y 3)
Hirsch y Erlenmeyer-Kimling (1961 y 1962) reportaron que los tres cromosomas
contribuyen de manera diferente al comportamiento, y que los tres habian respondido a
la seleccidn artificial a geotaxis. Esto los llevo a concluir que “hay genes distribuidos
sobre la mayor parte del genoma que influyen en la respuesta a la gravedad” es decir
que la conducta geotéctica negativa de la mosca tiene un origen poligenético. Como
complemento a estas investigaciones, Ricker e Hirsch (1988) demostraron que la
evolucion de este sistema poligenético en las lineas seleccionadas con baja y alta

geotaxis implicaba varios tipos de cambios en la poblacion.
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Genética de Poblaciones

La utilizacion de D. melanogaster en genética data desde Morgan en 1902. El corto
ciclo de vida y el tiempo generacional de estos organismos ha permitido a los
investigadores comprobar de una manera fécil y en un tiempo relativamente corto
diferentes hipoétesis sobre seleccion, deriva génica y evolucion entre otros (Pasteur,
1968; Markow, 1975; Brookfield, 1998). Algunos trabajos tratan de elucidar la
arquitectura genética de comportamientos en poblaciones de Drosophila (Dobzhansky y
Spassky, 1967 y 1969). La gran variacién conductual de la respuesta a la luz de las
moscas esta relacionada con un origen poligenético, varios experimentos a nivel de
poblaciones confirman que este comportamiento es mediado por una gran cantidad de
genes, distribuidos en todos los cromosomas de las moscas (Pasteur, 1968; Markow,
1975; Ricker e Hirsch, 1988). Algunos se enfocan a estudiar la divergencia estructural
de poblaciones seleccionadas para estimulos de luz, encontrando pequefias variaciones
en estructuras no relacionadas con la vision como las alas y las antenas. El seleccionar
poblaciones con respecto a una conducta puede llevar a la seleccién directa o indirecta
de variaciones morfologicas (Pasteur, 1968) que al parecer no tienen relacion. Existen
genes que tienen este comportamiento, modificando mas de una estructura o funciones
sin relacion aparente, estos genes son conocidos como genes pleiotrépicos (Caspari,
1952).

Genes Pleiotrépicos

El fendmeno de pleiotropia fue encontrado tempranamente en la historia de la genética,
en donde la accion de un gen puede no estar restringida a un 6rgano o sistema; genes de
este tipo que afectan méas de una caracteristica fueron llamados pleiotrépicos por Plate
en 1913 (Caspari, 1952). Actualmente la pleiotropia es un atributo cominmente
observado en muchos organismos.

Las explicaciones de porqué un gen afecta varias caracteristicas en un individuo pueden
ser sencillas en algunos casos y complicadas si se observan otros genes. Por ejemplo,
las personas afectadas por diversos genes de albinismo no producen las cantidades
usuales del pigmento llamado melanina, causando esto los fenotipos tipicos de personas

con albinismo. Se sabe que estos genes afectan ojos, piel, cabello e inclusive tejido
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nervioso en donde se tienen poco o nada de pigmento. Aqui los hechos pueden
explicarse por la supresion de pigmento melanina en donde quiera que esto ocurra
(Caspari, 1952; NOAH, 2002).

Sin embargo, las causas de los efectos pleiotrdpicos de otros genes no son tan sencillas;
el gen Frizzle encontrado en gallinas y algunas otras aves, tiene como efecto primario
una queratinizacion anormal de las plumas en condiciones heterdcigas y pérdida
completa de las plumas en condiciones homocigas
(Landauer y Dunn, 1930) (Figura 5). La alteracion de esta
caracteristica por el gen lleva a una serie de efectos
secundarios donde otras estructuras se afectan, estos
cambios pueden explicarse como cambios secundarios
compensatorios. Como ejemplo de esto, se sabe que las
aves incrementan su metabolismo, posiblemente para
compensar la pérdida de calor por la falta de plumas. Estas

aves presentan también un corazon mas grande, incremento

del volumen sanguineo, ritmo cardiaco acelerado, mayor

. . . L Figura 5. Ave portadora
volumen de organos internos y diversas deficiencias en la  gel gen Frizzle.

tiroides (Caspari, 1952).
Genes Pleiotrdpicos en Drosophila melanogaster.

La conducta en la mosca del vinagre no escapa de los efectos pleiotropicos de los genes;
por ejemplo el gen yellow (y) es conocido por alterar el color del cuerpo de un mosca
cambiandolo a un tono amarillo, controlando y regulando el proceso melanotdnico de la
cuticula de la mosca, ademas de alterar la conducta. Cuando Margaret Bastock trabajo
con estas moscas en 1959, encontré que las moscas portadoras de este gen diferian a las
moscas silvestres no solo en el color del cuerpo, si no que también presentaban
diferencias conductuales entre los cortejos de machos con color de cuerpo amarillo
comparado con el silvestre. Concluyd que aparte de cambiar el color del cuerpo de la
mosca, el gen tuvo otro efecto en estas moscas que habia pasado desapercibido hasta
entonces: el gen modificé la conducta de las moscas haciendo que presentaran un
cortejo anormal. De hecho este gen se considera el primer gen reportado que altera la

conducta; cincuenta afios después de su descubrimiento, la relacion exacta entre los
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efectos de la mutacién y el fenotipo conductual observado por Bastock permanece
incierta (Bastock y Manning 1959; Lindsley y Zimm, 1992; Cobb, 2007).

Existen genes en donde la explicacion de los efectos pleiotropicos no son del todos
claros aunque se conozca la molécula implicada, en la mosca del vinagre D.
melanogaster, el gen polymorph (pym, sinbnimo: ade2) se sabe que codifica la enzima
formilglicinamida ribotido aminotransferasa usada en la ruta metabdlica de sintesis de
purinas. Los individuos con el gen mutante presentan varias alteraciones asociadas: 0jos
translucidos color rubi, ocelos mas palidos que el silvestre, tibias de la pata delanteras
dobladas, fémur deformado, halterio alargado, alas pequefias con venaciones extra,
pelos en diferentes arreglos y cantidades, completa esterilidad en ambos sexos, entre
otras caracteristicas. La relacion entre la enzima y las caracteristicas alteradas no estan
bien definidas dadas las complejas cascadas de reacciones ademas de los diversos
tiempos en el desarrollo en donde ocurren (Neel, 1942; Linsley y Zimm, 1992).

Se ha observado que la interaccion de varios genes puede generar efectos pleiotropicos.
Los organismos con dos genes mutantes de este tipo, presentan fenotipos y algunos
caracteres bioldgicos que no se observan en ninguno de los individuos con un solo gen
mutante. Tal es el caso del gen garnet en D. melanogaster, este gen forma parte de un
grupo de genes llamados “mutantes granulados de color de o0jos” que presentan colores
de ojos caracteristicos y que posiblemente tienen efectos pleiotrépicos en la biogénesis
de lisosomas (Lloyd et. al., 1998). Combinaciones de garnet con otros genes de este
grupo dan como resultado fenotipos y alteraciones que no se recuperan en individuos
con un solo gen mutante, incluyendo esterilidad, baja viabilidad y letalidad.
Combinaciones entre otros miembros del grupo como carnation- light, deep orange-
purploid y carnation - deep orange, presentan interacciones semiletales o letales (fig 6)
(Lucchesi, 1968; Nash, 1971).

Existen ademas diversos reportes de efectos pleiotropicos en caracteristicas bioldgicas
reguladas por varios genes. Por ejemplo, en una seleccion artificial para obtener moscas
con baja y alta senescencia, se encontraron varios efectos pleiotrépicos en las moscas
gue no estaban considerados, uno de los cuales fue el mayor tamafio de larvas en las
moscas con alta senescencia, debido probablemente al alargamiento general de los

periodos de crecimiento en esta cepa (Partridge y Fowler, 1992; Simon et al., 2006).
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Figura 6. Interacciones entre genes del grupo granulado. Presentan interacciones letales
(flechas amarillas), no rescatan vermillon en transplantes de disco imagal (6valo rojo) y
muestran una variedad de interacciones genéticas con garnet (flecha azul) (tomado de Lloyd et
al. 1998).

Otro ejemplo de un gen que altera estructuras aparentemente no asociadas lo
encontramos en el mutante ebony (e): este gen se conoce por cambiar el color del
cuerpo de la mosca a un color mas obscuro, como consecuencia de la falta de B-Alanina
y Dopamina. Cuando Simour Benzer en 1967 trabajo con este mutante analizando la
fototaxis, encontré que aunque la estructura del ojo parecia ser totalmente silvestre, el
mutante presenta un comportamiento anormal a los estimulos de luz, presentandolo
como un mutante no fototactico. Dos afios mas tarde el mismo Benzer reportd que este
mutante presenta un electroretinograma anormal ante estimulos luminosos, lo cual
explica en parte los resultados anteriores; mas tarde cuando se analiza la morfologia del
0jo compuesto del mutante se encuentra que posee una lamina diferente, la cual se
encontraba reducida, razén por la cual se observaron los resultados anteriores (Benzer,
1967; Hotta y Benzer, 1969; Lindsley y Zimm, 1992)

Por ultimo se ha visto también este fenémeno en genes como Notch (N) y miniature
(m) que ademés de regular el desarrollo de las alas, también estan implicados en el
desarrollo de los ojos (Wolf y Ready, 1993). En general se reporta que la variacion es de
organizacion y origen celular, sin un cambio morfol6gico en las pocas omatidias que
son afectadas, aunque no se tiene un registro amplio de otro tipo de variacion

conductual o perceptiva.
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Justificacion

En la mosca del vinagre Drosophila melanogaster, se han reportado diferentes
moléculas fotorreceptoras en los 0jos compuestos y ocelos capaces de percibir
longitudes de onda que van del ultravioleta al verde (345 nm a 515 nm); sin embargo,
en el trabajo cotidiano de docencia con estas moscas, se observo un comportamiento en
donde las moscas presentaban un fototactismo positivo ante longitudes de onda
correspondientes al color rojo (mayor a 580 nm), a pesar de no estar descrito un
receptor para esta longitud de onda. Aunado a esto, trabajando con la conducta
fototactica innata de las moscas, se recurrié a cepas mutantes de facil manejo ya que no
vuelan; como el mutante p4 que carece de alas pero los 0jos compuestos permanecen
silvestres. Se observé que, la respuesta a muchos de los estimulos ofrecidos era menor
comparada con la cepa silvestre. Las diferentes mutaciones que se conocen en D.
melanogaster ofrecian un gran abanico de posibilidades para investigar las respuestas
fototacticas; el Banco de Moscas de la Facultad de Ciencias de la UNAM cuenta con
diversos mutantes que alteran diferentes estructuras en la mosca. Todos estos factores
ofrecieron el ambiente propicio para investigar la respuesta fototactica de la mosca

D. melanogaster ante estimulos de colores del espectro electromagnético.
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Objetivos

General

Analizar la respuesta a la luz de Drosophila melanogaster.

Particulares

A. Comparar la respuesta a la luz de diferente longitud de onda entre moscas

silvestres y mutantes.
B. Determinar si la respuesta fototactica al rojo es sujeta a seleccion.
C. Determinar si la respuesta fototéactica al rojo tiene una base heredable.

D. Comparar la respuesta a la luz entre cepas seleccionadas y mutantes.
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Il MATERIALES Y METODOS

Fototaxis de moscas mutantes y silvestres.

Se utilizaron moscas de tipo silvestre y mutantes para el color, forma y tamafio de los
ojos, tamarfio y forma de las alas y el color del cuerpo. Los mutantes se seleccionaron
buscando establecer si la respuesta a la longitud de onda estaba relacionada con alguna
estructura particular del cuerpo. En total se trabajo con 29 cepas de moscas cuyas
caracteristicas se muestran en el Apéndice 1.

Grupos de 10 moscas, 5 hembras y 5 machos (excepto para la mutacion zeste, en la
que se probaron los dos sexos por separado, dado que el color de los 0jos entre sexos es
diferente), se colocaron en tubos homeopaticos de vidrio con fondo plano y se cubrieron
con un tapon de hule espuma. Los tubos con moscas se conservaron en un sitio obscuro
antes de cada prueba. Para el estimulo luminoso se utiliz6 una lampara Steren modelo
Lam-100 con foco de Kriptdn de alta luminosidad de 1,2 Volts, cuya pantalla se cubrid
con papel celofan de color, a manera de filtro.

Al activar el interruptor se colocé de manera vertical un tubo con moscas encima de la
superficie de la lampara durante 10 segundos, al finalizar el tiempo se contd cuantas
moscas se dirigieron al fondo del tubo; es decir, cuantas moscas acuden al estimulo de
luz (tiempo Optimo para respuesta en la cepa silvestre). Se repitié el experimento con
filtros de color rojo, verde, amarilla, azul y adicionalmente se utilizo un filtro
transparente. Los espectros de emision de la lampara con los diferentes filtros se
muestran en el Apéndice 2.

Para cada cepa se realizaron 3 repeticiones el mismo dia, entre cada medicién se dio un
periodo de descanso a las moscas de 5 minutos aproximadamente en oscuridad (tiempo
Optimo para la cepa silvestre), esto se repiti6 tres veces en diferente dia con diferentes

individuos (Figura 7).

21



¢, Las moscas silvestres y mutantes responden a los estimulos luminosos ?
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Fig 7. Esquema de metodologia para Fototaxis de cepas de moscas mutantes y silvestres.

Seleccion de moscas silvestres con fototaxis al color rojo.

A partir de un frasco con una poblacion homogénea de moscas silvestres de la cepa
Canton-s se tomaron muestras al azar para dividirla en tres subpoblaciones hombradas:
Positiva (pos), Neutra o sin seleccion (neu) y Negativa (neg), cada una de éstas con
cuatro frascos en donde se aplicé individualmente la seleccidn sin juntar moscas de dos
frascos diferentes, la seleccion se realizo durante diez generaciones nombradas como
F1,F2, ..., F10 (Fig 8).
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Seleccidn a moscas silvestres.

Poblacion homogénea
de moscas Canton-s

Positiva Sin seleccion Negativa

#
moscas

# respuestas al rojo

l

»>10 % de la poblacién es separada para tener descendencia
»Repetir para cada frasco
»Repetir en cada generacion hasta F10

Figura 8. Esquema de la seleccién de moscas silvestres durante 10 generaciones. Circulo
amarillo indica el extremo de la distribucion del que se obtienen a los individuos para la
siguiente generacion.

La seleccidn a las subpoblaciones se llevd acabo de la siguiente manera (Figura 9):

- -|--------
Al comienzo TR - Fuente de luz
& 2

Respuesta negativa

Al final

Seleccion negativa 1

| (5 F— Al | Pz —)
comienzo ubo 1

tuba n tuba -1 tubo 1 tubo 2

Al final i:

L) v
conteo conteo Ciclo 3

'
l_F‘arar ciclos hasta que quede aproximadamente el 10 % de la poblacién inicial

Figura 9. Esquema donde se muestra el avance de los ciclos que se us6 para seleccionar
a las poblaciones de moscas positivas y negativas.
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e Poblacion positiva

Una muestra al azar de la subpoblacién se traspasé en un tubo homeopético de fondo

plano, nombrado como tubo 0. Se mantuvo en obscuridad por un tiempo minimo de 5

minutos antes de realizar la prueba.

Se prendi6 el estimulo (Lampara steren con foco de Kripton 1.2 V con pilas cargadas a

1.4 v) con el filtro de celofan rojo al inicio de la lampara.

En el extremo abierto del tubo 0 se coloco un tubo de iguales dimensiones nombrado

como tubo 1, formando una cdmara en la que las moscas estaran expuestas al estimulo,

localizado a treinta centimetros de la unién de ambos tubos y de manera horizontal se
ubicd el estimulo de luz.

Ciclo 1 Se colocan las moscas en el extremo del tubo 0, se dejan transcurrir 20
segundos (determinados preliminarmente) de estimulo en los cuales las moscas
podran acudir a este, trasladandose hacia el tubo siguiente (tubo 1). Esto se
registr6 como una respuesta positiva.

Transcurridos los 20 segundos se separan los tubos 0 y 1; las moscas en el tubo
1 pasan al siguiente ciclo mientras que las moscas del tubo O se guardaron para
posterior conteo.

Ciclo 2 Se coloca un nuevo tubo, tubo 2 al extremo del tubo 1, se colocan las moscas
en el extremo del tubo 1 y se dejan transcurrir 20 seg. Al terminar el tiempo se
separan los tubos, las moscas del tubo 2 pasan al siguiente ciclo mientras que las
moscas del tubo 1 se guardan para posterior conteo.

Los ciclos Ilegaron como méximo al ciclo 40, se detienen los ciclos cuando el numero

de moscas es aproximadamente el 10% de la poblacién con la que se inicio. A partir de

la F6 se procedio a contar el nUmero de moscas en cada tubo (0, 1, 2 ,... n). Las moscas
del ultimo tubo (ciclo n) se traspasaron a un frasco nuevo donde tuvieron descendencia.

Se repitid todo el proceso para los frascos 1, 2, 3y 4 de la poblacién positiva.

e Poblacion negativa
Una muestra al azar de la subpoblacion se traspasa en un tubo homeopatico de fondo
plano, nombrado como tubo n. Se mantiene en obscuridad por un tiempo minimo de 5
minutos (determinados preliminarmente) antes de realizar la prueba, se prendio el

estimulo con el filtro de celoféan rojo al inicio de la lampara.
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En el extremo abierto del tubo n se colocé otro tubo de iguales dimensiones nombrado
como tubo 0, a treinta centimetros de esta unién y de manera horizontal se ubicé el

estimulo de luz .

Ciclo 1 Se colocaron las moscas en el extremo del tubo n, se dejan transcurrir 20

segundos de estimulo, en los cuales habrd moscas que no acudan al estimulo;

es decir que permanezcan en el tubo inicial. Esto se registr6 como una
respuesta negativa.

Transcurridos los 20 seg se separaron los dos tubos; de los cuales las moscas
en el tubo inicial n (que no acudieron) pasan al siguiente ciclo mientras que las

moscas del tubo 0 se guardan para posterior conteo

El tubo con moscas que acudid al estimulo se nombra como tubo 0 y el de
moscas que no acudié como tubo n el cual pasa al siguiente ciclo.

Ciclo 2 Se coloca el tubo -1 al extremo del tubo n, se colocan las moscas en el
extremo del tubo n y se dejan transcurrir 20 seg. Al terminar se separan los
tubos, las moscas que no acudieron (tubo n) pasan al siguiente ciclo (ciclo 3
donde se afiade el tubo —2), mientras que las moscas del tubo -1 se guardaron
para posterior conteo.

Los ciclos se detuvieron cuando el tubo n tuvo aproximadamente el 10 % de la

poblacion con la que se inicid. A partir de la F6 se procedié a contar el nimero de

moscas de cada tubo (0, -1, -2... — n). Las moscas del ultimo tubo (ciclo n) se

traspasaron a un frasco nuevo donde tuvieron descendencia. Se repitié todo el proceso

para los frascos 1, 2, 3y 4 de la poblacion negativa.

e Poblacién neutra o sin seleccion.

Dado que a este grupo no se le desea dar seleccion, solamente se tomé una muestra al
azar de aproximadamente el 10 % de la poblacién que se traspasa a un frasco nuevo
donde puedan tener descendencia. Repitiendo todo el proceso para los frascos 1, 2, 3y 4

de poblacion neutra o sin seleccion.

Dado el método que se utiliza, el nimero de tubo indica el nimero de respuestas

positivas 0 negativas que mostraron un grupo de moscas; por ejemplo el tubo 10 indica
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que estas moscas respondieron diez veces positivamente, por el contrario un tubo -5
indicaria que estas moscas respondieron negativamente cinco veces.

Se eligieron dos tipos de gréaficas: en la primera se muestra la respuesta de fototaxis de
una poblacion en histogramas del nimero de respuestas vs la frecuencia de moscas,
donde mientras mas recorrida hacia respuestas positivas esté una poblacion, mayor sera
su fototaxis al rojo. EIl otro tipo de grafica que se escogid fue el de caja y bigotes
mostrando el promedio de promedios de los cuatro frascos, por generacion. La
amplitud de la caja es el error estandar y la amplitud de los bigotes es la desviacion
estandar para la seleccion.
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Cruzas de poblaciones seleccionadas.

De los procedimientos anteriores se obtuvieron moscas Canton-s seleccionadas con
respecto a su fototaxia al color rojo, esta seleccion se llevd acabo durante diez
generaciones, mostrando una respuesta positiva de las moscas hacia la luz roja en el
caso de las moscas seleccionadas positivamente; por el contrario las moscas
seleccionadas negativamente mostraron una menor fototaxia hacia la longitud de onda
del rojo. En este experimento se pretende dilucidar si la seleccion tuvo un efecto
transgeneracional sobre las moscas y si su descendencia mantiene estas caracteristicas
aun en un ambiente libre de seleccidn. Otro de los puntos que se pudieron observar en la
metodologia de seleccion fue que al parecer existen diferencias en fototaxia dentro de
los sexos, esto se observd en los dltimos tubos de la seleccién en repetidas
generaciones, recobrandose mas individuos de un sexo en particular, por lo cual se

disefio una metodologia que pudiera mostrar estas diferencias con mayor claridad.

* Homogenizacién de poblaciones

Los diferentes frascos de moscas de las selecciones positiva, negativa y neutra se
dejaron sin seleccién durante tres generaciones, al final de la cuarta generacion se
tomaron al azar moscas de cada uno de los frascos para dividir en dos categorias: (A)
Sin homogenizar a las poblaciones seleccionadas; es decir que las subpoblaciones no se
juntan y (B) homogenizando a las poblaciones seleccionadas. Las poblaciones de

positivas, negativas y neutras se homogenizaron de la siguiente manera (Figura 10):

Homogenizacion de moscas seleccionadas

Poblaciones Poblaciones Poblaciones
positivas sin seleccibn  negativas

Figura 10. Esquema de homogenizacién de cepas seleccionadas

Se tomaron al azar tres @ virgenes y tres & recién emergidos, de cada uno de los
frascos 1, 2, 3, y 4; dando un total de veinticuatro moscas, las cuales se siembran en un
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frasco nuevo. Notese que este frasco homogenizado por seleccion (pos 6 neu 6 neg),
contiene moscas de todas las selecciones individuales.

Esto se llevé acabo por cuadruplicado para cada seleccion, al final se obtuvieron 4
frascos con poblaciones homogenizadas para cada una de las selecciones, estos frascos
se nombraron de la siguiente manera: Pos hl, Pos h2, .... , Pos h4, Neu hl, ....,Neu h4,
Neg hl, ..., Neg h4.

* Preparacion de las cruzas

Se esper0 la descendencia de las poblaciones homogenizadas y se tomaron al azar a los
individuos que se utilizaron para las cruzas, en cada experimento se llevaron acabo
nueve cruzas. Tres cruzas que actuaron como testigo Pos X Pos, Neg x Neg y Neu X
Neu; tres cruzas experimentales Pos X Neu , Neg X Neu y Pos X Neg ; y tres cruzas
reciprocas de estas Ultimas en donde se cambian progenitores hembras por macho y
viceversa. Se decidid utilizar para cada una de las cruzas un total de 32 moscas, 16

provenientes de una seleccion y 16 provenientes de otra.

Tabla I. Las cruzas probadas, mostrando de donde provienen los individuos utilizados en cada cruza.

Seleccion Positiva Sin Seleccion Seleccion Negativa | Total
Cruza Frasco H Frasco H Frasco H moscas
1 12 3 |4 |1 |2 |3 |4 |1 2 3 4
Qpos X (4 |4 |4 |4 32
dpos [y Ry [RY %Y
431438 |48 |48
Qpos X 42 42 |49 [4Q |43 |43 |43 |44 32
J neu
Qneu X |43 (43 |43 (43 |42 |49 (42 (49 32
3 pos
Qpos X [42 42 (42 [40Q 43 143 |43 |48 | 32
d neg
Qneg X |43 |48 |48 |48 49 (49 149 |49 32
J pos
Q neu X 49y |49y | 4Qy 4%y 32
J neu 43 143 (48 |43
Q neg X 43143 (43 143 |49 |49 (42 |49 | 32
J neu
Q neu X 4914949 149 |43 |43 |48 |48 | 32
d neg
@ neg X AQy |4Qy |4y 14Qy | 32
d neg 44 1448 |43 1448
Total 24 |24 |24 |24 |24 |24 |24 |24 |24 |24 |24 |24 288
moscas
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Por ejemplo la cruza @ Pos X & Neg tiene 32 individuos, 16 hembras positivas 4 del
Pos hl, 4 del Pos h2, 4 de Pos h3 'y 4 de Pos h4 ; y 16 machos negativos provenientes
4 del Neg hl, 4 del Neg h2, 4 de Neg h3y 4 de Neg h4 (Tabla | y Figura 11).

Esta metodologia se repiti6 al dia siguiente para obtener nuevos individuos que fueron
los utilizados en el experimento 2, para el experimento 3 se utilizaron moscas de la

primera repeticion.

*En F1 analizar distribucion de descendencia de cruzas

Figura 11. Esquema de las cruzas de poblaciones seleccionadas.

* Obtencion de fototaxia de la descendencia de cruzas

Se espero la descendencia de las cruzas y se aplicd la metodologia de conteo recurrente
utilizada en seleccion (ciclos), los resultados de la fototaxis de las cruzas se recabaron
mediante el conteo de moscas de cada tubo, obteniendo los datos correspondientes de

cada cruza. Esto se repitié nuevamente en dos experimentos independientes.
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Metodologia tubo negro

Para comparar la respuesta fototactica de las cepas seleccionadas con los diferentes
mutantes utilizados en la metodologia de fototaxis, se propuso esta metodologia por las
siguientes razones: El tiempo en el que se observaba la respuesta fototactica parecia ser
un factor importante, observandose que los tiempos de respuesta de las cepas eran
distintos y que la geotaxis negativa innata en las moscas parecia estar mermada en
algunas de las cepas con baja fototaxis; se disefié entonces esta metodologia en donde el
tiempo de estimulo es mayor y donde el experimento se realizd6 de manera horizontal
para reducir el posible efecto de geotaxis en la respuesta a estimulos de luz roja.
Ademas de las tres cepas obtenidas de fototaxis positiva, sin seleccién y negativa; se
ocuparon 9 cepas que se eligieron por dos caracteristicas importantes: (1) la magnitud
de la respuesta observada en fototaxis (se utilizaron cepas con alta, media y baja
respuesta) y (2) la estructura alterada asociada al gen mutante, ocupéndose cuatro
diferentes tipos de cepas: (1) con alteracion en el color del cuerpo, se ocupd la cepa con
color de cuerpo color amarillo yellow (y) y el mutante ebony (e) donde el color del
cuerpo es mas obscuro que el silvestre, (2) cepas con alteracién en ala, en donde ésta se
encuentra reducida nubbin (nub) y miniature (m), (3) cepas con alteracién en pigmento
de los ojos, brown (bw) con color de ojos cafés, cinnabar (cn) con color de 0jos rojo
brillante y la intraccion de éstos dos ultimos cinnabar-brown (cn,bw) con ojos color
blancos y (4) una cepa con un menor tamafio de ojos compuestos Bar (B); se utilizo
como referencia a la cepa silvestre Canton-S (CS).

La camara consiste en dos tubos homeopaticos de fondo plano unidos con un tapén de
hule espuma con un abertura circular de 5mm en el centro, por donde las moscas pueden
pasar libremente; uno de los tubos se encuentra cubierto con plastico negro para evitar
entrada de luz lateral, asi, uno de los tubos estéd iluminado y la GUnica entrada de luz al
tubo negro es por la abertura del tapén (Figura 12). A treinta centimetros de la union de
los tubos y de manera horizontal se ubicd el estimulo de luz roja.

En el tubo negro se colocan cinco hembras y cinco machos de la cepa a probar, durante
10 minutos (determinados preliminarmente, utilizando un tiempo maximo de respuesta)
el estimulo de luz permanece encendido y en este tiempo las moscas que inicialmente se
encuentran en el tubo negro podran o no trasladarse al tubo iluminado, registrandose el

traslado como una respuesta positiva. Se repitié este procedimiento tres veces dejando
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descansar en obscuridad a las moscas 10 minutos entre cada prueba, se repite tres veces
todo el procedimiento en dias diferentes con moscas diferentes para cada cepa. La
hipétesis utilizada fue que la respuesta fototactica de las cepas utilizadas era igual. Se

buscaron diferencias entre la respuesta de las diferentes cepas utilizadas.

Fototaxis de moscas seleccionadas y moscas mutantes

Tapon de hule con orificio

f-/
I

\\\\

\
“

» Repetir para cada cepa.
»Repetir tres veces mismo dia.
Tubo vacio iluminado »Repetir tres veces dia diferente.

Tubo con moscas

Figura 12. Esquema de la metodologia del tubo negro, al final se registra el nUmero de moscas

que se encuentran en el tubo iluminado.
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Il RESULTADOS
Fototaxis cepas mutantes

Para determinar la respuesta fototactica de los organismos se registré la proporcion de
moscas que acudian al estimulo en cada observacién (0 = ninguna mosca, 1 = todas las
moscas), se obtuvieron los promedios totales de respuesta a cada color para cada una de
las cepas, éstas se muestran ordenadas de menor a mayor con base en la respuesta total
(promedio general del promedio diario de respuesta a estimulos) en la Tabla 1l.

La respuesta promedio se analizé por medio de un Analisis de Varianza (ANOVA) de
dos vias utilizando como factores los colores y las cepas; se encontrd que los dos
factores producen diferencias significativas en la respuesta (p < 0.001), indicando que
ambos factores modifican la respuesta fototactica de las moscas, es decir que las cepas
responden diferente y de manera diferencial ante los diversos estimulos luminosos.

Al comparar la respuesta de cada cepa mutante a cada color con la respuesta obtenida
para la cepa silvestre se obtuvieron diferencias significativas (ANOVA-Bonferroni),
estos resultados se indican con diferente color dependiendo del nivel de significancia en
la tabla I1.

La cepa silvestre Canton-s se ubicO en el extremo alto de respuesta a estimulos
luminosos. Su respuesta a los diferentes estimulos luminosos vari6 de 0.70 a 0.81 con
una respuesta promedio total de 0.76. El estimulo en donde se obtuvo la mayor
respuesta fue el blanco con 0.81 seguido de los colores verde y rojo con 0.78, el color
amarillo con 0.76 y para el color azul 0.70, en donde se observd la menor respuesta.

Comparadas con la cepa silvestre, los mutantes obtuvieron una menor y mayor
magnitud de respuesta a estimulos luminosos de colores, ésta varia, como en la cepa
silvestre en un intervalo cerrado, dado que no se encontraron diferencias significativas
(ANOVA, Tukey P< 0.05) en la respuesta a los diferentes colores evaluados dentro de
cada cepa.

En general, la menor respuesta a los estimulos luminosos se obtuvo para los mutantes
yellow (y) que afecta el color del cuerpo de la mosca, nubbin (nub) y p4 que afectan el
ala de la mosca y Lobe (L) que afecta la forma del ojos sin modificar el tamario,
encontrandose estos mutantes con los valores mas bajos de respuesta fototactica para los

estimulos probados.
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En cinco cepas mutantes, la respuesta promedio fue mayor a la de la cepa silvestre:

appricot coffee

w (w-a) , w (w-cf) , brown (bw), Machos Zeste ( Z-M) y Hembras Zeste
(Z-H), todos ellos mutantes que modifican la pigmentacién de los o0jos.

Se obtuvieron diferencias significativas en la respuesta total a estimulos luminosos
(ANOVA - Bonferroni; p < 0.05) para 9 cepas diferentes con respecto a la silvestre,
desglosadas en: mutantes de ojo que afectan el tamafio y forma del ojo Lobe (L),
eyeless (ey), Bar (B) (Figura 13); mutantes de ala en donde se encuentran alas reducidas
0 ausentes nubbin (nub), p4 (p4), aptera (ap) (Figura 14), mutantes para color de cuerpo
ebony (e), yellow (y), multiple wings hair,ebony (mwh,e) (Figura 15) y mutantes de
tricomas multiple wings hair, ebony (mwh,e) y yellow (y) (Figura 16). Aungue se
encontrd variacion en la respuesta de las cepas mutantes con alteracion en color de ojo,
ninguna presentd diferencias significativas en el promedio total con respecto a la cepa
silvestre. Mostrando que la respuesta a los estimulos no se modifica significativamente
por genes que afectan la coloracion de los o0jos.

En las cepas doble o triple mutante se encontraron diferentes resultados en la ubicacion
de la respuesta, respecto a los mutantes simples. Para la interaccion mwh-e una relacion
de mwh,e < e < mwh; en la interaccion cn-bw de cn bw < cn < br, para y-w-B una
relacion dey <B <yBw <w Yy para laf-se-edee <se<fsee.

No se encontraron diferencias significativas (ANOVA- Tukey p > 0.05) en la respuesta
de las cepas a la luz roja comparada con la respuesta registrada a otros estimulos,
indicando que las moscas presentan un mecanismo de respuesta similar a estos
estimulos luminosos, inclusive al rojo, aungue no se encuentren reportados receptores
especificos para este intervalo de longitud de onda.

Se encontraron diferencias significativas (ANOVA-Bonferroni p< 0.05) en la
respuesta a la luz roja de 7 cepas mutantes yellow (y), nubbin (nub), p4 (p4), Lobe (L),
eyeless (ey), aptera (ap) y ebony (e) comparada con la respuesta al rojo de la cepa

testigo Canton-s (CS) (Figura 17).
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Tabla Il. Promedios totales + error estandar de la respuesta de moscas mutantes y silvestres a diferentes
estimulos luminosos.

Amarillo

Total individuos = 712

ANOVA , Bonferroni.

P <0.05

N

2

3

3

2

3

3

2

2 0.58 + 0.08

2 0.60 + 0.00 | 0.65 + 0.02

3 | 0.60 +0.03 0.72 + 0.02 | 0.59 + 0.03

2 | 0.65+0.02 | 0.63 + 0.03 + +

2 | 0.60 +0.03 | 0.58 + 0.08 0.60 + 0.00 | 0.67 + 0.07 | 0.60 + 0.02

2 [ 0.75+0.05 0.60 + 0.03 | 0.65 + 0.02 | 0.62 + 0.00

2 | 0.68+0.02|073+0.06 | 0.63+0.10 | 0.71+0.08 | 0.70 + 0.10 | 0.69 + 0.03

3 | 0.77+0.10 | 0.68 + 0.02 | 0.58 + 0.05 | 0.87 +0.03 | 0.70 + 0.06
m 2 | 0.70+0.03 | 0.65+0.02 | 0.70+0.03 | 0.68 + 0.08 | 0.77 + 0.07 | 0.70 + 0.03
cnbw 3 |071+0.08 071 +0.04 | 0.62+0.12 | 0.66+0.09 | 0.81 +0.06 | 0.70 + 0.07
v 3 | 070+0.09 | 0.75 + 0.11 | 0.60 +0.09 | 0.65 + 0.09 | 0.84 + 0.04 | 0.71 + 0.08
cn 2 | 0.77+0.03 | 0.70 + 0.03 | 0.63+0.03 | 0.65+0.02 | 0.80 +0.03 | 0.71 + 0.00
se 2 | 0.75+0.02 [ 0.75 + 0.05 | 0.65+0.08 | 0.65 + 0.05 | 0.87 +0.03 | 0.73 + 0.03
y2wa 3 | 0.73+0.07 | 0.76 + 0.01 | 0.60+0.22 | 0.79 + 0.04 | 0.81 + 0.04 | 0.74 + 0.05
w-e 3 | 070+0.17 | 0.73+0.13 | 0.71+0.08 | 0.77 + 0.13 | 0.79 + 0.11 | 0.74 + 0.12
fsee 3 | 0.80+0.04 | 0.67+0.03| 0.78+0.08 | 0.61+0.11 | 0.84 +0.02 | 0.74 + 0.01
w-a 3 | 0.84+0.08 | 072+015 | 0.76+0.13 | 0.78 + 0.08 | 0.81 + 0.04 | 0.78 + 0.09
w-cf 3 | 0.82+0.08 | 0.78+0.02 | 0.78+0.05 | 0.78 + 0.12 | 0.78 + 0.02 | 0.79 + 0.00
bw 2 | 0.95+0.02]085+005] 0.68+0.15]0.68 +0.12 | 0.93 +0.07 | 0.82 + 0.03
zM 2 | 0.82+0.05]083+0.00]| 0.83+0.07 | 0.78+0.05 | 0.90 + 0.03 | 0.83 + 0.04
z-H 2 | 0.92+0.02|087+003| 0.82+0.08 0.98 + 0.02 | 0.90 + 0.02

Promedios | 0.67 +0.029 | 0.63 + 0.027 | 0.59 +0.029 |0.62 + 0.025

P<0.001

0.71 +0.031 | 0.64 + 0.027
P<0.01

N = Numero de tubos utilizados para cada cepa, cada tubo con 10 moscas, evaluados por triplicado
para cada color. En gris obscuro se sefiala la respuesta de la cepa silvestre Canton-s.
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Promedio total de moscas con alteraciones en 0jo que acuden a estimulos luminosos
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Figura 13. Respuesta de cepas con mutaciones en forma y tamafio de ojo ante diversos estimulos luminosos. Cepas significativamente distintas en su
respuesta (ANOVA-Bonferroni p<0.05): Lobe (L), eyeless (ey), Bar (B).
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Promedio total de moscas con alteracion en ala que acuden a estimulos luminosos
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Figura 14. Respuesta de cepas con mutaciones en ala ante estimulos luminosos. Cepas

significativamente distintas en su respuesta (ANOVA-Bonferroni p<0.05): nubbin (nub), p4 ( p4),

aptera (ap).

Promedio total de moscas con alteraciones en cuerpo que acuden a estimulos luminosos.
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significativamente distintas en su respuesta (ANOVA-Bonferroni p<0.05): yellow (y) ,ebony (e),

Figura 15. Respuesta de cepas con mutaciones en cuerpo ante estimulos luminosos. Cepas
multiple wing hairs-ebony (mwh,e).
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Promedio total de moscas con alteracion en tricomas o cerdas que acuden a estimulos

luminosos
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Figura 16. Respuesta de cepas con mutaciones en tricomas ante estimulos luminosos. Cepas
significativamente distintas en su respuesta (ANOVA-Bonferroni p<0.05): multiple wing hairs-
ebony (mwh,e), yellow (y).

Promedio total de moscas que acuden a estimulos luminosos de color Rojo.
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Figura 17. Gréfica mostrando el promedio + error estdndar de moscas que acuden al estimulo
rojo, todas las cepas. Diferencias significativas en cepas yellow (y), nubbin (nub), p4 (p4), Lobe
(L), eyeless (ey), aptera (ap) y ebony (e) con respecto a la cepa Canton-s.
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Seleccion de moscas silvestres con fototaxis al color rojo.

Para la cepa silvestre Canton-s al aplicar seleccidn, se obtuvieron las distribuciones del
nimero de respuestas fototacticas de cada poblacion a lo largo de las generaciones, la
representacion grafica en cada generacion se presenta en forma de histograma a partir
de la generacion Fg (Figura 20). De los datos poblacionales registrados se obtuvo el
promedio de respuesta para cada poblacién en cada generacion, los cuales se muestran
en la Tabla Il1l. Para analizar la respuesta a la seleccién, se obtuvieron promedios
generales de respuesta en cada generacion; uno para las poblaciones negativas, uno para
las poblaciones neutras o sin seleccién y un ultimo para las poblaciones positivas, estos
datos se obtuvieron al promediar la respuesta promedio de poblaciones en una
generacion (Tabla IV y Figura 19).

En la generacion Fip se encontraron diferencias significativas (ANOVA-Kruskal
Walllis p < 0.01) en el promedio total de la respuesta fototactica para las poblaciones
negativas y positivas con respecto al testigo poblacion neutra o sin seleccion (Figura

18).
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Figura 18. Histograma de respuesta fototactica de poblaciones en la generacion Fig.
Diferencias significativas (Kruskal Wallis p < 0.01) en poblaciones positivas y negativas con
respecto al testigo poblaciones neutras o sin seleccion.
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Se encontraron diferencias significativas (ANOVA-Kruskal Walllis p < 0.001) en la
respuesta promedio total de las poblaciones negativas comparada con la respuesta
promedio de las poblaciones positivas en las generaciones Fg a F1o (Tabla IV y Figura
7).

Tabla lll. Promedios de la respuesta a la luz roja de cada poblacién en cada generacion.
Desglosadas por replica.

neg-a |neg-b |neg-c |neg-d
Fs -592 | -1.63 | 0.67 | -6.61 | 7.34 7.07 | 5.01 | 6.09 | 3.05 |11.99|11.87
F, -4.74 | -1.47 | -2.05 | -2.37 | 4.25 | 512 | 5.75 14.07 | 15.10 | 15.27 | 15.35
Fs -5.24 | 0.61 | -2.67 | -0.35 --- --- --- 7.82 | 571 | 7.78 | 14.00
Fo -3.17 | -1.25 | -2.99 | -2.66 | 9.26 --- 4,15 | 5.01 | 4.75 |12.25|11.65| 4.22
Fio -12.33] -1.80 | -5.23 | -341 | -1.12 | 164 | 355 | 0.13 | 3.48 | 7.90 | 859 | 7.32
--- no determinado

Se encontraron diferencias significativas (ANOVA- Kruskal Wallis p< 0.05) en las
poblaciones negativas comparadas con la poblacién neutra o sin seleccion en las
generaciones Fg, F7, Fg y Fip (Tabla 1V); también se encontraron diferencias
significativas (ANOVA- Kruskal Wallis p< 0.05) en las poblaciones positivas
comparadas con la poblacion neutra o sin seleccion en las generaciones F7y Fio (Tabla
V).

Tabla IV. Promedios totales de la respuesta a la luz roja de las poblaciones en varias generaciones.
N |Negativo Negativo Negativo

Fe | 2151 | -3.38 6.47 8.25 3.4808 | 1.2694 | 4.4254 | 1.7404 |0.7329]| 2.2127
F; | 2544 | -2.65 5.04 | 14.95 | 1.4392 | 0.7514 | 0.5958 | 0.7196 |0.4338| 0.2979
Fg | 2506 | -1.91 8.83 2.6099 3.5854 | 1.3049 1.7927
Fo | 3425 | -2.52 6.14 8.22 0.8702 | 2.7371 | 4.3217 | 0.4351 |1.5803| 2.1608
Fio | 3864 | -5.69 1.05 6.82 4.6399 | 2.0114 | 2.2874 | 2.3199 |1.0057| 1.1437

Total de individuos utilizados 14,490 ---- no determinado

Promedios de promedios de las poblaciones seleccionadas a través de varias generaciones.

Diferencias significativas (ANOVA-Kruskal Walllis p < 0.001) en negativo vs positivo en todas

las generaciones. Numeros en rojo muestran diferencias significativas (ANOVA-Kruskal Walllis

p < 0.05) en poblaciones comparadas con poblacién neutra.
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Figura 19. Diagrama de caja y bigote mostrando la respuesta de las poblaciones
seleccionadas (caja 1 error estandar, bigotes 1 desviacion estandar). Diferencias significativas
(Kruskal Wallis p< 0.05) entre poblaciones positivas y negativas en todas las generaciones.

La respuesta de las poblaciones negativas siempre fué menor que las poblaciones no
seleccionadas o neutras, mientras que la respuesta de las poblaciones positivas en todas
las generaciones fue ligeramente superior a las poblaciones neutras, excepto en las
generaciones F7 y Fio en donde si existen diferencias significativas. Se observd también
que la respuesta fototactica de las poblaciones en cada generacién se hizo mas evidente
en los extremos de las poblaciones, en cada generacion se obtuvieron categorias en los
histogramas que no se recuperaban en el testigo, teniendo respuestas cada vez mas
extremas tanto para las poblaciones positivas como para las negativas; sin embargo en
todas las poblaciones hubo una tendencia general de un gran nimero de moscas a
responder pocas veces al estimulo luminoso, esto se puede observar en los histogramas

de las poblaciones a través del tiempo (Figura 20).
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Figura 20. Histogramas de la respuesta fototactica al rojo de las poblaciones
por réplica a través de las generaciones F6 a F10 para cada seleccion.
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Cruzas de poblaciones seleccionadas

Después de tres generaciones en donde no se aplicd seleccion, se realizaron por

triplicado diferentes cruzas con moscas provenientes de la seleccion pos, neu y neg), se

obtuvieron los histogramas de respuesta poblacional y los datos poblacionales con el

mismo metodo utilizado en seleccion (Tabla V, Figura 21y Figura 22).

Tabla V. Datos poblacionales de las cruzas de moscas seleccionadas, desglosadas por experimento.

Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 | Promedio de experimentos

mvidos | PrOMeU | EarCer| promedio | TR promedi | S e | Promed | o | Esandar
pOS X pos 679 839 | 3064 | 465 | 2142 | 563 | 2741 | 6.22 1.94 112
pos X neu 767 1.01 14.63 2.81 16.32 4.60 22.70 2.81 1.80 1.04
pos x neg 736 -0.08 | 17.20 4.33 20.56 3.05 18.19 2.43 2.27 131
neu X pos 892 6.55 23.31 4.90 22.68 2.51 17.28 4.65 2.04 1.18
Neu X neu 835 2.16 16.40 4.18 20.44 6.69 26.48 4.35 2.27 131
Neu X neg 516 5.14 2594 | 046 | 15.60 2.34 3.96 2.29
neg X pos 837 1.27 13.52 3.84 2174 | -123 | 21.26 1.29 2.54 1.46
neg x neu 837 0.31 10.52 1.27 1462 | -1.74 | 16.77 | -0.05 1.54 0.89
neg x neg 889 0.47 14.08 0.45 17.32 1.37 17.46 0.76 0.52 0.30

g, | o

Al comparar los promedios de las cruzas por medio de varios ANOVA de una via se

encontr6 que el factor Cruza modifica la respuesta obtenida, mas no asi para el factor

Experimento, por lo que existe una relacion entre la respuesta de la progenie y el tipo de

cepa seleccionada del progenitor.

No se encontraron diferencias significativas (ANOVA- Tukey p>0.05) en el promedio

total de las poblaciones, comparadas entre si.
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Diagrama Caja y Bigote para Cruzas de poblaciones
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Figura 21.- Gréfica de caja y bigote para cruzas de los experimentos 1,2 y 3 (promedio de
promedios). Se pueden observar diferencias entre los promedios de cada una de las cruzas,
diferencias entre las cruzas reciprocas y menor respuesta de las cruzas donde se utilizaron
hembras negativas (Ultimas tres cruzas).

Histograma de fototaxia de cruzas . Suma de experimentos 1,2y 3

n = 6988 .
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Figura 22. Histogramas de fototaxia de cruzas sumando las frecuencias de cada uno
de los experimentos. Cualitativamente se puede apreciar que la respuesta a la luz de
la descendencia de cada cruza tuvo una diferente distribucion.
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Adicionalmente, al sumar las frecuencias de los tres experimentos se obtuvieron las
medianas de cada cruza y una mediana general, las cuales se utilizaron para analizar los
datos obtenidos a través de varios andlisis de medianas por medio de tablas de

contingencia, estos datos se muestran en la Tabla V1.

Tabla VI. Datos de medianas de poblaciones provenientes de cruzas. Suma de poblaciones.
POSX | POSX | POSX | NeUX | NeuXx | neux | negx | negx | neg x

pos | neu | neg | pos | neu | neg | pos | neu | neg S
1 2 3 4 5 6 7 8 g |general
mediana 2 1 1 2 2 1 0 0 0 1
valoressobre | o | oo | g | 040 | 312 | 226 | 514 | 474 | 496 | 3163
mediana general

Iguales a mediana | 59 105 | 142 | 180 96 39 88 178 88 975

Valores debajo a

mediana general 363 | 304 | 308 | 472 | 427 | 251 | 235 | 185 | 305 | 2850

total individuos 679 | 767 | 736 | 892 | 835 | 516 | 837 | 837 | 889 | 6988

Suponiendo que las caracteristicas seleccionadas no sean heredables, las poblacionales
de las cruzas tenderian a ser iguales; por medio de una prueba de mediana aplicada los
datos de todas las cruzas de los tres experimentos, se encontré que existen diferencias
significativas (p< 0.005) entre las poblaciones.

Se encontraron diferencias significativas (Analisis de medianas y tablas de contingencia
p< 0.05) entre los datos sumados de los histogramas de fototaxia para las cruzas
reciprocas de todas las cruzas experimentales, por lo que existe suficiente evidencia
para suponer que las medianas poblacionales de las cruzas reciprocas son diferentes,
posiblemente por un efecto de sexo del progenitor.

Se encontraron diferencias significativas (analisis de mediana p<0.05 y tablas
contingencia 2x2) en las medianas de las distribuciones de las moscas hembra y la
mediana de los machos provenientes de una misma cruza. Estas diferencias en las
medianas poblacionales de los sexos se encontraron para todas las cruzas

experimentales, excepto la cruza de moscas sin seleccion (figura 23).
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Figura 23. Gréafica donde se muestra los histogramas de algunas de las cruzas del
experimento 3, desglosado por sexos. Cualitativamente se pueden observar diferencias entre la
respuesta de los machos y la respuesta de las hembras de una misma cruza, también se

observan diferencias entre el mismo sexo comparado con su cruza reciproca.
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Metodologia de Tubo Negro

Para analizar la respuesta fototactica de las cepas seleccionadas con respecto a las cepas
mutantes, se obtuvieron los datos de la proporcién (0 = ninguna mosca, 1 = todas las
moscas) de moscas que pasaban al tubo iluminado en cada repeticion. Se promediaron
los resultados obtenidos en las tres repeticiones del mismo dia y después se obtuvo un

promedio total de respuesta al promediar los promedios de los tres dias (Tabla VII).

Tabla VII. Respuestas promedio de cepas seleccionadas y mutantes que pasan al tubo iluminado.

Promedio de dia Total
Desviacio
Ndamero de Promedio n Error
Cepa N Individuos 1 2 3 total estandar | estandar

nub 9 57 0.02 0.02 0.06 0.03 0.024 0.014
CS neg 9 60 0.08 0.03 0.05 0.06 0.025 0.015
M 9 49 0.11 0.09 0.30 0.17 0.120 0.069
Y 9 58 0.35 0.53 0.03 0.30 0.250 0.144
Bw 9 60 0.33 0.43 0.27 0.34 0.084 0.048
B 9 58 0.39 0.72 0.03 0.38 0.343 0.198
Cn 9 60 0.62 0.33 0.50 0.48 0.142 0.082
E 9 56 0.83 0.38 0.25 0.49 0.306 0.176
Cnbw 9 59 0.53 0.58 0.46 0.52 0.064 0.037
CS neu 9 54 0.72 0.65 0.43 0.60 0.154 0.089
CS pos 9 61 0.85 0.85 0.86 0.85 0.004 0.002
total de individuos analizados 632 |

La cepa silvestre sin seleccion (Canton-S neutra) presento una respuesta promedio total
de 0.60 mostrando un intervalo cerrado de variacion en la respuesta.

Se encontraron diferencias significativas (ANOVA, p <0.05) en la respuesta promedio
de las cepas ante el estimulo de luz roja.

Existen diferencias significativas (ANOVA -Tukey p < 0.05) en el promedio de
respuestas para las cepas mutantes nubbin (nub), y (yellow) y m (miniature) y para la
cepa seleccionada negativa comparadas con la cepa testigo.

La menor respuesta en la metodologia se obtuvo para la cepa mutante nubbin (nub) lo
cual es consistente con la respuesta obtenida en la metodologia de fototaxis, por otro
lado la cepa seleccionada positiva mostrd la mayor respuesta dentro de la metodologia
(Figura 24).
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En general la respuesta de las cepas mutantes al estimulo mantuvo las caracteristicas
que se observaron en la metodologia de fototaxis, ya que se pudo ver una relacion de la
estructura alterada con la respuesta observada:

alteracion en ala < alteracion cuerpo < alteracion en ojo.
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Figura 24. Grafica de promedio total de respuesta al rojo de las cepas mutantes y
seleccionadas para la metodologia tubo negro

La respuesta promedio de las poblaciones seleccionadas mostraron diferencias
significativas entre si (Tabla VIII), por lo que hay suficiente evidencia de que la
respuesta promedio de las poblaciones seleccionadas es diferente ante el estimulo
luminoso rojo. Para las cepas seleccionadas se obtuvo una relacion en la respuesta
neg < neu < pos, recuperada experimentalmente, resultado congruente también con la

metodologia de seleccion y de cruzas.
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Tabla VIII. Diferencias significativas de la respuesta de cepas mutantes y seleccionadas.

CS pos |CS neu |CS neg
3 3
3 1
2 3
3 3
3 1
2 3
3 1
chbw 2 3
CS pos 3
CS neu 3
CS neg

Diferencias significativas (ANOVA-Tukey) en la respuesta hacia el estimulo de las

cepas utilizadas. (1) p <0.05, (2) p < 0.01, (3) p <0.001.
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IV DISCUSION

Fototaxis

Los organismos interactan con el ambiente por medio de los sentidos, por medio de la
vista los organismos obtienen informacion de su ambiente, la respuesta a estimulos
luminosos en los organismos estd fuertemente ligada a la capacidad de sus
fotorreceptores a excitarse ante la luz. En los ojos compuestos de D. melanogaster se
han reportado varios fotorreceptores que responden a diversos estimulos luminosos
(Bishop, 1974; Stark et. al., 1976; Stark, 1977). Dadas las caracteristicas de los
fotorreceptores, es de esperar que las moscas no se comporten igual ante diferentes
estimulos de luz. En experimentos en los que se han alterado de manera selectiva a los
fotorreceptores, la respuesta fototactica y el electroretinograma (ERG) de las moscas
resulta modificado (Pak et. al., 1969; Stark, 1977; Hu y Stark, 1978 y 1980; Zuker,
1996). También se ha mostrado que las moscas y muchos otros insectos pueden con su
visién, distinguir colores (Stark et. al., 1976; Stark, 1977; Briscoe y Chittka, 2001;
Desplan, 2001; Hummel y Klambt, 2006; Earl y Britt, 2006); los resultados observados
son consistentes con estos reportes ya que las moscas respondieron de manera
diferencial ante los estimulos de colores.

Como todas las mutaciones, los genes utilizados en el estudio han sido descritos con
base en la funcion alterada, sin embargo, para muchas de ellas, sus efectos en aspectos
como la conducta, bioquimica y procesamiento de la informacion en el organismo
portador no se conocen o0 han sido poco estudiados. Los resultados indican que la
respuesta fototactica de algunas cepas mutantes es diferente a la respuesta de la cepa
testigo, en mutantes que presentan cuerpo amarillo yellow (y), ausencia de alas aptera
(ap) y p4 (p4), alas reducidas nubbin (nub) y moscas donde se reduce el tamafio del ojo
Lobe (L) la respuesta fototactica registrada es diferente a la de la cepa silvestre. Cabe
suponer que un gen puede afectar de varias maneras la respuesta fototéctica; al alterar
estructuras, mecanismos de percepcion y respuesta, en uno o varios puntos desde que la
luz es recibida hasta que se genera un movimiento orientado, por lo que los genes
pueden modificar esta conducta en varias escalas. Hu y Stark (1978) reportaron
diferencias en ERGs en cuanto a la percepcion de luz de moscas mutantes donde se
alteran diferentes estructuras del ojo como w, sev, rdgB, oc, comparada con la respuesta

de la mosca silvestre. Benzer (1967) encontré diferencias en la respuesta conductal de
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diferentes cepas mutantes (e, sineocullis, tan, entre otras) en donde la respuesta
conductual es diferente a la de las moscas silvestres; analizdndolos con una metodologia
similar a la empleada, en donde se cuenta cuantas veces acuden las moscas al estimulo

de luz.

Una de las aproximaciones para revelar un sistema complejo involucrado en conducta
es el alterar uno por uno los elementos que lo componen. En los insectos, el ojo
compuesto es uno de los drganos relacionados con la visién, de manera que, al ser
modificado ultraestructuralmente con la ayuda de mutantes que alteran el tamafio y
forma del ojo (Bar, Lobe y eyeless), es posible que este cambio reduzca e incluso
desaparezca la capacidad del ojo para captar la luz, generar sefiales correctas de
excitacion, entre otras alteraciones (Heisenberg, 1971; Chen y Stark, 1992; Wolf y
Ready, 1993). En el presente trabajo se observo que genes que alteran tamarfio y forma
del ojo modifican negativamente la conducta fototactica, sin embargo, cuando la
alteracion por mutacion afectd los pigmentos que dan coloracion al ojo, el promedio
total no mostrd diferencias significativas para las diversas cepas mutantes utilizadas
aungue si se observé variacion en la respuesta.

Existen diversos reportes en donde los resultados son muy similares a los obtenidos,
Benzer (1967) reporté como mutante no fototactico a sine oculis en donde los ojos se
encuentran totalmente ausentes, Pak et. al. (1969) no encontraron respuesta eléctrica en
el ERG de la cepa mutante glass (gl) en donde los ojos estan reducidos y tienen las
facetas fusionadas y Helfrich-Foforster et al. (2001) encontraron que, después de la
eliminacién por pasos de todos los fotorreceptores, la conducta ante la luz se modifica,
hasta que la mosca no puede regular la entrada a ciclos circadianos de luz y obscuridad.
En estudios en donde se utilizan moscas con alteracion en los pigmentos de los 0jos
(ommocromos y pteridinas), la tendencia general es a que la respuesta se modifique en
intensidad y percepcion, por ejemplo en mutantes sin pigmentos como white, asi como
en la interaccion cnbw, el ERG obtenido es similar en forma al de la mosca silvestre,
pero presenta un umbral de respuesta menor y un mayor tiempo de acostumbramiento a
la luz (Hadorn y Mitchel, 1951; Fingerman 1952; Hengstenberg y Gotz 1967 citado en
Pak et. al., 1969; Pak et. al., 1969; Heisenberg, 1971; Stark y Wasserman 1974; Stark
et.al, 1976).
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Dentro de los resultados obtenidos se observéd que algunos de los mutantes que afectan
la conducta fototactica no precisamente se relacionan con una alteracion directa en lo
que podriamos llamar el sistema visual, estos mutantes son: e y y que modifican el

color del cuerpo y nub, p4 y ap que afectan el tamario del ala.

Estos resultados sugieren un posible efecto pleiomoérfico de estos genes, afectando la
respuesta fototactica por mecanismos aun desconocidos. Los resultados obtenidos para
el mutante con color de cuerpo obscuro ebony (e) son consistentes con reportes
anteriores, en donde se le caracteriz6 como mutante no fototactico sin razon aparente
(Benzer 1967); mas adelante al revisar la anatomia del aparente ojo silvestre se encontro
que existe una anomalia morfoldgica en la lamina del ojo compuesto que modifica la
generacion y transmision de sefiales eléctricas (efecto pleiomorfico), posible razon por
la cual su ERG y fototaxia son anormales (Hotta y Benzer, 1969). No todas las
anormalidades en mutantes de color de cuerpo estan asociadas con defectos en ERG,
para los mutantes black, blond, silver con color de cuerpo obscuro e incluso para yellow
y yellow? con alteraciones de color de cuerpo opuestas a ebony se conoce que tienen un
ERG normal (Hotta y Benzer, 1969), no obstante se han observado que existen cambios
conductuales para el mutante yellow en relacion a su aleteo y conducta sexual (Bastock
y Manning, 1959; Cobb, 2007) y diferencias metabolicas (Wittkopp et. al., 2002), es
probable que la respuesta fototactica claramente menor de esta cepa mutante se
encuentre ligada a una alteracion en el sistema motor ya que presentd poca actividad
durante el estudio. Cabe destacar que aun en el presente se siguen estudiando y
descubriendo diferentes alteraciones y efectos que tiene el primer mutante conductual
reportado yellow en la mosca.

Las alas y las ventajas adaptativas que ellas proveen han permitido a los insectos
convertirse en uno de los grupos mas exitosos en la tierra, la diversidad de patrones de
formas, tamarios y colores es un reflejo directo del importante papel que las alas han
tenido en la radiacion de los insectos (Roff 1986; Gillespie y Walter, 2001; Parchem et
al., 2007). Ademaés de ser la base para el vuelo, las alas estan relacionadas con otras
conductas en los insectos, como en el cortejo de D. melanogaster (Bastock, 1959) en
donde el aleteo es muy importante para la eleccion de pareja.

La fototaxia es profundamente afectada por la condicion de las alas de las moscas,
aungue la respuesta, en un tubo cerrado, involucre mas el caminar que el volar (Benzer,

1967). Para las cepas con alteraciones en ala se observé que la reduccion en el tamafio
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del ala modificé negativamente la respuesta, mutantes en donde la mayor parte del ala
es afectada mostraron poca fototaxis y en miniature donde la superficie del ala es
reducida en menor medida se modifico la respuesta aunque no alcanzé el nivel de
significancia. Ademas, en moscas silvestres Canton-s, donde las alas fueron removidas
quirargicamente, se observd muy poca fototaxis (datos no mostrados). Benzer (1967)
reportd que la eliminacion del ala por cirugia o por mutacion reduce en gran medida la
fototaxis, lo cual es consistente con los resultados obtenidos. Aunque no se ha
establecido una explicacion satisfactoria de como el ala estd relacionada con la
fototaxis, no se encontraron otros registros en donde se estudie directamente este
fendmeno.

Algunas de las posibles explicaciones del fendmeno son:

(1) Posibles efectos pleiotropicos de los genes que afectan el ala. Se sabe que genes
como miniature y Notch afectan el desarrollo del ojo en cierta medida (Wolf y
Ready, 1993; Baena- Lopez et al., 2005); sin embargo, los ERG permanecen sin
cambio y esto no explicaria el hecho que las moscas sin alteracion genética y
alas afectadas presentan baja fototaxis.

(2) Que las alas jueguen un papel importante para el sistema motor. Esto implicaria
que las alas controlaran o regularan de alguna manera el movimiento de las patas
de las moscas, ya que el movimiento fototactico observado implica mas el
caminar que el volar.

(3) Que probablemente las alas tengan un papel en la cascada de respuesta
fototéctica. Es decir, que sin regular directamente el movimiento de las patas, la
sefial de respuesta fototactica esté mediada de alguna manera por el ala, al faltar
este paso se modificaria la respuesta fototactica (Figura 25). Newby et al. (1991)
reportan anomalias en la entrada y regulacion de ciclos circadianos de luz y
obscuridad en moscas portadoras de diversos alelos del gen dy (dusky) que

afecta a las alas.

Estimulo Receptor Intérprete Efector (patas)

—>
v

(luz) 7|

Alas

Figura 25. Posibles relaciones del ala con la respuesta fototactica observada.
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Respecto a las cepas doble o triple mutante, se encontré que las interacciones de los
genes pueden modificar la respuesta fototactica de diferente manera. Basicamente, la
modificacion se puede dar de tres formas, una en la que la respuesta de la cepa doble
mutante es menor a los mutantes sencillos y otra en donde la respuesta de la mosca
doble o triple mutante se puede encontrar intermedia comparada con los mutantes
simples y una ultima en donde la interaccion tiene mayor respuesta. En general se
esperaba que las interacciones ayudaran a esclarecer la respuesta fototactica de cepas
con Yy sin alteraciones en el ojo, sin embargo las infinitas posibilidades en las que se
pueden combinar mutaciones en la mosca de la fruta, la falta de datos de fototaxia de
algunas cepas como yellow® y forket y el poco conocimiento de cémo los genes
interactlan, no permitieron establecer una respuesta clara con los resultados obtenidos.
No obstante, al parecer en las interacciones mwh,e y cnbw la respuesta obtenida fue
menor que en los mutantes simples, donde cada gen aparenta tener un efecto negativo
aditivo, los genes que afectan pigmentos de Ifios ojos como w, se y w® al parecer pueden
modificar positivamente la respuesta de cepas con baja fototaxis posiblemente alterando
los umbrales de respuesta en el ojo (Fingerman, 1952; Heisenberg, 1971; Zuker, 1996).
Existen varios reportes donde se observan interacciones de genes que afectan tanto
positiva como negativamente a la mosca, al modificar diferentes elementos relacionados
con la percepcion y respuesta a estimulos luminosos (Stark et al., 1976; Hu et al., 1978;
Hu y Stark, 1980; Helfrich-Foforster et. al., 2001).

Los insectos poseen diferentes espectros de sensibilidad a la luz, siendo éstos diferentes
entre orden, clase, familia y especie. Inclusive se conoce que hay variacion entre la
percepcion dentro de los sexos, en algunos insectos como mariposas se ha caracterizado
la percepcion por fotorreceptores al color rojo (Briscoe y Chittka, 2001; Stavenga y
Arikawa, 2006). En el presente trabajo se encontrd que las moscas presentan una
respuesta fototactica al color rojo, ademas se encontré que esta respuesta no es
significativamente diferente a la respuesta a otros estimulos luminosos, lo que indicaria
que presentan un mecanismo de respuesta similar para este color. Los resultados
obtenidos difieren con diversas investigaciones que se han realizado para determinar los
espectros de sensibilidad a ondas electromagnéticas en D. melanogaster (Stark, 1977;
Bernard y Stavenga, 1979; Briscoe y Chittka, 2001) en los que no se reportaron
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receptores especificos para esta longitud de onda, sin embargo, es importante destacar
que estas determinaciones estan basadas en resultados de técnicas no conductuales
como espectrofotometria y electroretinogramas, en donde se analizan sustancias y
grupos de células del ojo respectivamente; mientras que al analizar la fototaxis se tiene
un registro de respuesta de todo el organismo. No existen reportes en donde se analice la
respuesta conductual de la mosca a longitudes mayores de 500nm.

Estos resultados aparentemente contrapuestos podrian reconciliarse con la idea de que
la percepcion a los estimulos de luz (incluido el rojo) podria no encontrarse Gnicamente
en el ojo compuesto. En D. melanogaster se conocen, aparte del ojo compuesto, otras
estructuras involucradas en la percepcion de ondas electromagnéticas (Emery et. al.,
2000; Helfrich-Foforster et. al., 2001).
En ocelos se conoce que el fotorreceptor Rh2 (con un pico de sensibilidad alrededor de
440nm) puede responder aunque levemente a longitudes cercanas a 510nm, aunque
existen indicios de otro tipo de respuesta, ya que Hu et al. (1978) reportaron que al
colocar un electrodo en la region ocelar en moscas sin ocelos, ocelliless (oc), existe una
pequerfia respuesta eléctrica a estimulos luminosos.

En la mosca, como en otros animales, existen indicios de una posible percepcion de la
luz por estructuras y moléculas extra-oculares. Hofbauer et. al. (1989) encontraron una
estructura con fotorrecepcion extra-ocular detras del ojo de la mosca y cerca de los
cuerpos hongales, Helfrich y colaboradores (2001) reportan que esté involucrada en la
regulacion y entrada a ciclos circadeanos de luz y obscuridad; y que posiblemente tenga
algunas otras funciones desconocidas ya que ha sido poco estudiada su relacion con
estimulos visuales.

En coleopteros, la especie Melanophila acuminata posee un mecanismo de percepcion
extraocular para infrarrojo, encontrandose que existen estructuras en el ala de este
escarabajo que funcionan como un mecanorreceptor (mas que como fotorreceptor)
capaz de responder a longitudes de onda infrarrojas (Vondran et. al., 1995 y Evans,
1966 citados en Nation, 2002). Como ya se discutio anteriormente, es posible que el ala
esté involucrada en la percepcion de estimulos luminosos, en el caso del escarabajo se
puede observar un buen ejemplo de como podria funcionar este tipo de percepcion.
Existe evidencia de que ademas de las rodopsinas otras moléculas pueden estar
involucradas en la respuesta a estimulos luminosos (Goldsmith, 1965; Kirschfeld et. al.,
1977; Phillips y Sayeed, 1993; Emery et. al., 2000; Helfrich-Foforster et. al., 2001). Por

ejemplo, se conocen sistemas de percepcion extraoculares basados en moléculas
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pigmentadoras como la melanopsina (Van Gelder, 2003 y 2007). En ratones, cuando los
fotorreceptores (conos y bastones) de los ojos son eliminados ya sea por cirugia o por
diseccion genética, pero mantienen melanopsina en el organismo, se presentan diversas
respuestas a luz, mas no asi en ratones con ambos sistemas alterados. Se sabe que la
presencia de melanopsina esta involucrada en esta respuesta, aunque se desconocen las
cascadas de sefializacion y percepcion involucradas (Provencio et. al., 1998; Panda et.
al., 2003; Hattar et.al., 2003; VVan Gelder, 2003 y 2007).

La utilizacién de diferentes estimulos luminosos en la metodologia ayudé a establecer la
respuesta de diversas cepas mutantes, en algunas de las cuales no se tenian registros
anteriores de fototaxis; en general se esperaba una respuesta diferencial a colores, la
cual se recuperd experimentalmente.

En general se esperaba que al utilizar diferentes cepas mutantes se pudiera asociar la
respuesta a la luz roja con alguna estructura en particular, sin embargo los resultados
obtenidos no presentan alguna respuesta clara y concluyente para este fendmeno por lo
que se decidio trabajar en las metodologias siguientes solo con la respuesta al color rojo

de la mosca silvestre Canton-s.

Metodologia de Seleccion

Durante la metodologia de seleccion se trabajé en concentrar la respuesta de la cepa
silvestre ante el color rojo, basicamente el objetivo fue el poder de obtener cepas con
alta y baja fototaxia ante este estimulo, analizandolas por un cambio en el promedio de
la poblacidn a través del tiempo. Dado que a la fecha no existen reportes de fototaxis de
moscas al rojo, no se contaba con una metodologia especial para analizar el fenémeno
directamente, por lo que se tratd de establecer una metodologia adecuada para el
estudio. Se conjuntaron y modificaron dos metodologias ya establecidas, la primera de
Benzer (1967) de Conteo Recurrente basada esencialmente en la capacidad de desglosar
la respuesta fototactica de una poblacion, al contar el nimero de respuestas fototacticas
de las moscas y ademas, se utiliz6 el modelo de seleccion de cepas hacia respuestas
extremas opuestas, probado ampliamente en geotaxis por Hirsch & Erlenmeyer-Kimling
(1961 y 1962) y Dobzhanzky & Spassky (1967 y 1969), entre otros.

Una de las primeras modificaciones que sufre una poblacién al ocupar un nuevo nicho
es un cambio en la conducta, este cambio en la conducta del organismo puede estar

asociado a la accion de varios genes distribuidos a lo largo del genoma de la mosca,
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como se ha visto en la conducta de geotaxis (Hirsh y Erlenmeyer-Kimling, 1961 y 1962;
Ricker e Hirsh, 1988; Toma et al., 2002). Existe también evidencia de que la fototaxis
como conducta tiene una regulacién poligenética: Markow (1975) reportd que al aplicar
seleccion artificial a moscas portadoras de diferentes cromosomas que no recombinan,
la fototaxis de la mosca es modificada por genes ubicados en diferentes cromosomas.
Dado esto, es posible que la fototaxis al rojo observada en la mosca, tenga una herencia
poligenética, la cual puede ser observada indirectamente al someter a las poblaciones a
seleccion.

Durante la metodologia de seleccion se observé que las cepas respondieron a la
seleccion aplicada, los promedios de respuesta de las cepas seleccionadas fueron
modificados por seleccion a través de las generaciones tanto positiva como
negativamente. Existe entonces en la poblacion, material genético involucrado en la
respuesta fotactica al estimulo rojo, del cual hasta la fecha no se tenia registro, sin
embargo con la metodologia utilizada es dificil establecer cuantos genes estan

involucrados y la ubicacion en el genoma de estos.

Cruzas de poblaciones seleccionadas

Se ha observado que en modelos de evolucion en donde alguna caracteristica esta
modificada por varios genes, en general se entiende que los genes aunque puedan
ofrecer alguna ventaja al analizar cierto aspecto, también pueden tener un efecto
pleiotrépico adverso en otras caracteristicas aunque no estén relacionadas. Bajo este
escenario, una caracteristica que ofrezca un aparente beneficio puede no ser
seleccionada e inclusive la seleccion natural puede actuar en contra de ella; asi una
caracteristica fijada por seleccion artificial, puede ser modificada por seleccion natural
(Dudley, 1977; Tanaka, 1998; Otto, 2004). En conductas complejas como la fototaxis al
parecer puede existir un efecto de este tipo ya que se observé que después de aplicada la
seleccion a la Fyo y tras tres generaciones donde no se aplicd seleccion, las cepas
mostraron una disminucion tanto positiva como negativa en el promedio de respuesta.
Existen reportes en donde se puede ver este fendmeno al trabajar con conductas
complejas como geotaxis y fototaxis en moscas (Pasteur, 1969; Markow, 1975; Ricker e
Hirsh, 1988; Anholt, 2004), por lo que los resultados obtenidos concuerdan con los
anteriores. Ademas, la respuesta de las poblaciones positivas se mantuvo por encima de

las poblaciones neutras y las poblaciones negativas por debajo; sin embargo, la
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seleccion tuvo un mayor efecto sobre las poblaciones negativas en donde el promedio
fue modificado en mayor magnitud comparado con las poblaciones positivas y se
observo una tendencia general de las cepas positivas a conservar la respuesta en los

primeros tubos de registro.

Después de la seleccion aplicada se procedid a preparar a las cepas (como se muestra en
los métodos) para realizar la metodologia de cruzas de poblaciones; mediante éstas
cruzas se confirmé que las poblaciones seleccionadas presentan material genético
heredable que fué seleccionado, dado que existe una relacion entre la respuesta de la
progenie con las cruzas de poblaciones seleccionadas.

Adicionalmente se encontré que las cruzas reciprocas mostraban diferencias entre si,
indicando que la respuesta también se modifica por los sexos de los progenitores, en
donde alguno de los sexos tiene mas peso sobre la respuesta de su progenie, por ejemplo
se observo que cuando se cruza hembras negativas la respuesta es superior a la respuesta
de las cruzas de machos negativos. Inclusive, al separar la respuesta de la cruza neg x
neg, la respuesta de las hembras es mas negativa que la de los machos. En varios otros
insectos, los receptores de color no se encuentran uniformemente distribuidos, en
lepiddpteros se ha visto que existen diferencias en percepcion de los dos sexos, es decir
que entre sexos los espectros de sensibilidad a ondas electromagnéticas son diferentes.
Por ejemplo, en las mariposas Lycaena heteronea y Lycaena rubis se ha observado que
hay una diferente distribucién, por sexos, de los receptores al color en los ojos; mientras
los machos de las dos especies tienen una vision dicroméatica UV —Azul , las hembras
adicionalmente poseen receptores a rojo (Briscoe y Chittka, 2001; Stavenga y Arikawa,
2006). Posiblemente estas diferencias estén asocias a adaptaciones de los sexos a

realizar tareas especificas, como la ovoposicion.

Metodologia de Tubo Negro

Durante los experimentos se observd que la metodologia de conteo recurrente
modificada de Benzer (1967), propuesta para seleccionar y analizar la respuesta
poblacional de las cepas resulté adecuada, ya que permitid cuantificar la respuesta
fototéactica en los diversos experimentos, trabajando con un considerable nimero de
individuos por repeticion y separandolos efectivamente por su respuesta al rojo, lo que

permiti6 la seleccion efectuada, ocupando pocos materiales de facil acceso vy
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manutencion. Ademas, en la metodologia de cruzas se pudo cuantificar por separado la
respuesta por sexos sin necesidad de anestesiar previamente a los individuos. A lo largo
de la investigacion se observd que el tiempo de exposicion y respuesta a los estimulos
luminosos es crucial para poder cuantificar efectivamente la respuesta de las cepas,
ocupandose en fototaxis un tiempo de 10 segundos y en la metodologia de conteo
recurrente se establecio un tiempo de 20 segundos de estimulos, ambos tiempos se
eligieron con base en la respuesta de la cepa silvestre. Sin embargo, también se observo
que la respuesta de moscas con color de cuerpo amarillo yellow (y), 0 moscas con menor
tamano de alas miniature (m) y nubbin (nub) al parecer era mas lenta por lo que se
decidié disefiar una ultima prueba para estos mutantes, con un tiempo mayor (10
minutos) que les permitiera responder adecuadamente; adicionalmente se incluyeron
también a las cepas seleccionadas para tener un registro de su respuesta comparada con
la de otros mutantes.

Durante la metodologia de tubo negro se encontrd que en general, la respuesta de las
cepas mutantes mantuvo una relacion con la respuesta obtenida en la metodologia de
fototaxis, los mutantes yellow, miniature y nubbin mostraron una respuesta inferior a la
cepa silvestre y las cepas seleccionadas una relacion de neg< neu < pos , como en las
metodologias anteriores; ademas la respuesta cepa neg se encontrd entre la respuesta de
nubbin y miniature con una baja fototaxis como se esperaba. La cepa positiva mostro la
mayor de las respuestas en el estudio. Estos resultados indicarian que, aunque
posiblemente exista un efecto adverso en la capacidad motora de algunas cepas, existe
una menor respuesta a estimulos luminosos en las cepas mutantes. Burnet et al., (1988)
analizo la capacidad motora de mutantes y cepas silvestre de moscas, encontrando que
la capacidad motora puede ser modificada por varios genes y afectar de manera
diferente a cada sexo, por lo que los resultados obtenidos concuerdan con los anteriores.
La fototaxia de las cepas es consistente aln variando la metodologia y el tiempo de
exposicion, por otro lado las cepas seleccionadas al compararse con otros mutantes

mostraron que la respuesta si puede ser modificada por seleccion artificial.
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V CONCLUSIONES

La mosca del vinagre Drosophila melanogaster presenta una vision a colores.
Las moscas responden de manera diferencial ante los estimulos de luces de
colores utilizados.

Diversos genes que modifican ojo, ala y color del cuerpo tienen un efecto en la
respuesta fototéctica de la mosca del vinagre.

Algunas cepas de moscas presentan una respuesta fototctica a la luz de color
rojo.

La respuesta fototactica al color rojo es seleccionable y presenta una base
genética heredable.

Las metodologias utilizadas fueron adecuadas para el estudio de la conducta

fototactica.

Explorando futuros estudios

Electroretinogramas de moscas seleccionadas.

Estudiar los mecanismos de genes pleiotropicos que afectan la conducta
fototactica de las moscas (yellow, mwh,e , aptera, nubbin, entre otros).

Explorar la relacion del ala con la fototaxis y la percepcion en moscas.
Investigar la posible percepcion extraocular de ondas electromagnéticas en la
mosca, empezando con estructuras como ala 6 en relacibn a moléculas
pigmentadotas como melanopsinas.

Continuar la seleccién a estimulo rojo, ademas de recorrer el estimulo a
longitudes de onda mayores, asi como la obtencion de cepas puras.

Investigar los cambios en las frecuencias alélicas de cepas seleccionadas,
comparando las cepas positivas y negativas.

Busqueda de los genes que estan involucrados en la respuesta fototactica a la

luz roja, utilizando técnicas como Micro-arreglos.
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VI ANEXOS

ANEXO 1 CARACTERISTICAS DE CEPAS MUTANTES Y FIGURAS.

Anexo 1. Ce

as de moscas con diversos genes utilizados en el estudio.

Lugar

Gen Cepas Nombre | Posicion Caracteristicas Observaciones Referencia
afectado
Alas y alterios reducidos a trazas, cedas 2 Pag. 42-
ap ap aptera 2-55,2 ala alrededor de la base del ala a veces Menor tiempo de vida del adulto. 494
ausentes.
~ Ojo reducido a barra vertical de unas 90 e . o . .
B B, ywB Bar 1-57.0 tamapo de facetas en machos y 70 facetas en Expresion por d05|s..Tamano del disco 2 Pag. 64-
0jo hembras reducido. 65
Color de ojo café. Carencia de pigmentos
igmento rojos, Xanthommatina reemplazada por Produce ojos blancos en combinacion
bw | bw, cnbw brown 2-104,5 pigme! dihidroxantomatina. Pigmentos ) 2 P4g. 88
de ojo conv, cn, st.
granulados presentes pero mas
pequefios que en silvestre.
Color de ojo rojo brillante, como v o st.
cn cn, cnbw | cinnabar 2-57,5 pigmento Menos color en ocelli. Obscurecimiento Actividad enzimatica por dosis. 1 Péag. 54
de ojo con edad, pero ocelo permanece con
menos color
. CS Canton-s sin efectos
(silvestre)
e,fsee color de Color del cuerpo mas obscuro que Falta de B-alanina y dopamina.lamina
e ' ' ebony 3-70,7 p q potencialmente reducida o ausente. 2 Pé&g. 180
mwh e cuerpo silvestre. . i |
Diferencias en cortejo.
Tamafo de ojo reducido a ausente, Algunas ey muestran duplicacion de
ey ey eyeless 4-2.0 tamafio de tamafio y forma de la requcmon antenas <_:om_p]etas 0 segmentos con o 2 Pag. 207
0jo dependiente del alelo, expresién variable. sin duplicacion de arista, estructuras
Disco éptico reducido. maxilares extra también observadas.
f fsee forket 1- 56,7 tricomas Cerdas bifurcadas. Algunos alelos suprimidos por su 2 Pag. 211
Quetas y Tricomas en torax y abdomen
flr3 flr3 flare 3 3- 38,8 tricomas con forma anormal. Parecida a una Letal en homozigosis 2 Pag. 218

guemada.
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Por dosis reduccién y viabilidad

L L Lobe 2-72,0 forr(r;%del Reduccién variable de tamafio de ojo. dependiendo del alelo. Reduccion de 2 Pag. 303
) células que dan origen al ojo.
Tamafio de ala reducido, apenas mas Alas gris obscuras y menos trasparentes
m m miniature | 1- 36,1 ala largas que el abdomen con proporciones 9 y P 2 Péag. 432
de lo normal.
normales.
- forma del Qjo en forma} dgio_ndas de sec_ias, luz cambia forma del ojo sin alterar nimero .
Mo Mo Moire 3-19.2 ; trémula, patron iridiscente debido a un g 1 P4g. 163
0jo . ; de omatidias
anillo de seis manchas
mw | mwh - mwh multiple Afecta los tricomas en general del
h é wing 3-0,3 tricomas cuerpo, teniendo multiples “cabellos” en 2 Pag. 483
hairs comparacion con la silvestre
nub nub nubbin 2-47.0 ala Ala§ muy pequefas. Qpacas, curvea_d,as Solo una vena , glterlos a veces 2 Pag. 516
hacia arriba 0 abajo, infladas a eclosion. reducidos
P4 p4 p4 ala Alas reducidas a trazas. Cepa obtenida en el banco de moscas.
iamento Ojo naranja en combinacion con sty
pr pr purple 2-54,5 pge oi0 Ojo color rubi, se obscurece con edad. café rojizo en combinacién con bw, 1 Pag. 191
) interaccioén letal con ey.
Ojos color café a la eclosion,
iamento obscurecidos a sepia y negros con la Gen estructural de enzima PDA
se se,fsee sepia 3- 26,0 pge 00 edad. No tiene pigmentos rojos y sintetasa, que es importante en ruta de | 2 Pag. 626
) presenta acumulacion de pigmentos pigmentos rojos.
cafés
iamento Ojos color escarlata brillante debido a la
% % vermillion | 1- 33,0 pge oi0 ausencia de homocromos café. Ocelos Codifica Enzima triptofano oxidasa 2 Pag. 744
) menos coloreados.
Envuelve la produccion y distribucion de
w w white 1-1,5 p|gme_nto Color de ojo blanco. p!gment0§ de homogromo (_cafe) y 2 Pag. 759-
de ojo pteridina (rojo) , ausencia de pigmentos. 766
Interaccién con zeste
. . Compensacion de dosis, wa/Y machos
. . Alelo de w, ojos de macho amarillos- . . . .
white pigmento . tienen el mismo color de ojos que wa/wa | 2 Pag. 759-
w-a | w-a,y2wa . 1-1,5 ; naranja, hembra mas claros, mas . . k
apricot de ojo : y no suprimen (pero interactdan) con 766
amarillos.
zeste
w-cf w-cf white 1-1,5 pigmento Alelo de w, ojos rubi profundo. 2 Pag. 759-
coffee de ojo 766
white pigmento Alelo de w, ojos de hembras rosas 2 Pag. 759-
w-e w-e . 1-15 . -
eosina de ojo amarillentos, en machos mas claros. 766
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. Controla el pigmento melaloténico de la
Cuerpo del adulto amarillo, cabellos y . ' . .

color de Y X cuticula de la mosca. Exhiben un nivel | 2 Pag. 785-
y y, ywB yellow 1-0,0 cedas cafés con puntos amarillos, venas ; " .

cuerpo X reducido de locomocién y cortejo 790

de ala y cabellos amarillos.
anormal.
v?2 owa ellow 2 color de Cuerpo del adulto amarillo, cabellos y 2 Pag. 785-
y Y cuerpo cedas negras, venas del ala color gris. 790

iamento Color de ojo silvestre en machos, amarillo| Gen regulatorio que interactla con el

z z-H, z-M zeste 1-1,0 pge oio limén a 25°, moteado amarrillo y rojo locus white y con bithorax, cambiando la | 2 Pag. 794
) cafesoso a 19° en hembras homozigas expresion fenotipica de este loci.
Referencias

1. Lindsley DL, Grell EH: Genetic variations of Drosophila melanogaster. Carnegie Institution of Washington Publication. No. 627,

Library of Congress Catalog Card Number 68-15915. Second Printing (1972) .

2. Lindsley DL, Zimm GG. The genome of Drosophila melanogaster . Academic Press, Inc .. San Diego, California (1992).

72




Figura 1. Moscas a) silver; y mutantes de los 0jos b) w—a, c) w-e, d macos z, e) bw.,f)se,
g)B.h) L,1) ey, j) v, K)pr, 1) cn, m) hembras z, n) w, o) cn bw, p) w- cf. q) Mo

Figura 2. Moscas con alteracion en ala: Figura 3. Diferentes cepas mutantes para color de cuerpo:
a) ap, b) m, c) fir3, d) p4, e) mwh, f) nub. a)fsee; b)ywB,c)e,d)y>w?, e) mwhe,f)y.
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ANEXO 2 ESPECTROS DE EMISION DE LA LAMPARA CON Y SIN FILTROS DE COLORES.
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