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I. INTRODUCCION

La temperatura es uno de los factores ambientales mas importan -
tes en la sobrevivencia de los insectos. Su papel,como regulador del
tamafio poblacional en la naturaleza,ha sido estudiado en numerosas es-
pecies. En todas ellas se observa un margen de variacidn de la tempera-
tura,dentro del cual la especie tiene su desarrollo &ptimo y su repro-
duccidn maxima.

En muchas partes del mundo las Drosophilas presentan una abundan-
cia de caricter estacional,con un tamafio de poblacidn méximo durante
la época estival,disminuyendo a practicamente cero,durante la tempora-
da fria. De particular interés son los trabajos pioneros de Timofeeff- -
Ressovsky(1940). Este autor,estudid la viabilidad relativa de Drosophi-
la funebris en regiones que cubren las principales zonas climdticas de
Europa,observando que poblaciones de distribucién norte eran mds resis-
tentes a temperaturas frias,mientras que poblaciones de distribucidn
sur eran mds resistentes a temperaturas altas. Estos antecedentes fue-
ron importantes,puesto que evidenciaron el efecto selectivo del medio
ambiente(temperatura en este caso) sobre determinados genotipos,al se-
flalar que el caricter resistencia a la éemperatura fuese geogrdfica -
mente variable.

Otras evidencias experimentales,sefialaron la existencia de cepas
de Drosophila sensibles a la temperatura. Tantawy y Mallah(1961) ob -
servaron que el porcentaje de emergencia de moscas,desde el estado hue-

vo,es mayor para Drosophila simulans,en el rango de 18°C a 25°C,mien-




- Tras que en el rango de 10°C a 31°C,Drosophila melanogaster tiene una

sobrevida promedio mayor. Esta observacidén fué confirmada también por
Hosgood y Parsons(1966). Un hecho importante es que estos datos,obte-
nidos en el laboratorio,se correlacionan con los de distribucidn re -

portados,para estas especies en Estados Unidos,por Wallace(1968).

La existencia de especies de Drosophilas y Dipteros,en general sen-
sibles a cambios de temperatura y la correlacidén de estas observacio -
nes con la distribucidn observada en la naturaleza,permite postular la
existencia de mecanismos adaptativos,que permitan la sobrevivencia ba-
jo condiciones ambientales de temperaturas extremas.

Uno de los mecanismos de resistencia a bajas temperaturas mids co -
nocido hasta ahora,es el estado de hibernacidn llamado diapausa.

La diapausa facilita la sobrevivencia de los insectos en estaciones
desfavorables. Sin embargo poco se conoce acerca de ella,como adi tam-
bién sobre los factores ecoldgicos involucrados. Salt(1961) reconoce
dos tipos principales de resistencia al frio en los insectos: 1) supér-

congelamiento,que es un mecanismo que permite que los insectos sopor -

ten temperaturas bajo el punto de congelacidn,sin que el agua de su or-

ganismo cristalice. 2)Estado de semicongelamiento:este mecanismo impli-

ca liberacidn de glicerol en la Hemolinfa.

Estos procesos han sido descritos para varias especies del género

Drosophila,como también para otra gran cantidad de insectos,pudiendo

observarse en cualquier estado del ciclo vital del desarrollo de una

especie. Carson y Stalker(1948) indican que Drosophila robusta entra en




diapausa durante el periodo adulto,lo mismo le sucede a Drosophila

tristis,mientras que en Drosophila reflexa la diapausa ocurre en el es-

tado larval(Basden 1954).

Los mecanismos que controlan este fendmeno no eétén atin determina-
dos claramente. Por un lado,se cree que es un proceso regulado exclusi-
vamente por factores ambientales,como temperatura y cantidad de luz. De-
bido a la estrecha dependencia que presentan los insectos respecto del
medio ambiente,una adecuada combinacidn de temperaturas y periodos de
fotofases suficientemente largos podrian inducir o terminar el proceso.

Asi en Drosophila subartica,Drosophila littoralis y Drosophila bifascia-

ta,que diapausandurante el estado adulto,el proceso parece depender del.

fotoperiodo. En Chymomyza costata,el fendmeno ocurre durante su perio-

do larval y parece depender de la temperatura(Lakovaara y col.1972).

Por otra parte,se considera que la diapausa puede ser inducida o
terminada por la presencia o ausencia de determinada hormona en la he-
molinfa,cuya presencia seria necesaria para el crecimiento. En sentido
estricto,ambas interpretaciones no son alternativas,sino que son comple-
mentarias,ya que en Gltimo término la liberacidn o represidn de la hor-
mona estd regulada por un reloj bioldgico,que es accionado por las va-

riaciones ambientales de temperatura y luminosidad.

En relacidn con las especies chilenas del género Drosophila,se co-

noce muy poco sobre las caracteristicas del fendmeno de diapausa inver-

nal. Sin embargo,muchas de las formas chilenas son abundantes solamen-
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te en determinad;é épocas del afio(primavera y verano) y desaparecen en
invierno. E1 problema que se presenta,es saber si desaparecen realmen-
te y la presencia de ellas en las estaciones cdlidas se debe a nuevas
colonizaciones,o bien han permanecido en estado de latencia en alguné
de los diferentes estados de su metamorfosis.

Drosophila pavani,Brncic(1957 a) es una especie endémica chilena,

muy abundante en la zona central de Chile. Su &rea de distribucidn se
extiende desde Copiapd a Valdivia,y a la zona oriental de la cordillera
de Los Andes en Argentina(San Luis),donde sobrepone su drea con la de

su especie criptica Drosophila gaucha. La abundancia de D.pavani es de

cardcter estacional. Su tamafio poblacional md&ximo se presenta durante
la primavera y verano,y disminuye hasta el punto de ser muy dificil en-’
contrarla en invierno(Brncic 1958).

A través de numerosos estudios citogenéticos se ha podido estable-
cer que D.pavani es una especie polimdrfica,con respecto al orden de
los genes en los cromosomas,debido a la presencia de inversiones en el
cromosoma II y en los dos brazos del cromosoma IV. Este polimorfismo no
parece ser dependiente de la temperatura,hiimedad y otras condiciones cli-
maticas. Las muestras obtenidas desde Copiapd a Valdivia no revelan cam-
bio en la frecuencia de inversiones ni existen diferencias entre las
muestras de una misma poblacidn,estudiadas en diferentes estaciones del
afio(Rev.en Brncic 1970,1973).

Ford(1945) define polimorfismo como "la ocurrencia conjunta,en el
mismo medio ambiente y al mismo tiempo,de dos o mds formas discontinuas

de la misma especie,en tales proporciones que la mas escasa de ellas no
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puede ser mantenida exclusivamente por la tasa de mutaciones". De a-
cuerdo a Dobzhansky(1962),las especies polimdrficas pueden dividirse en
dos grandes grupos: 1) aquellas donde el polimorfismo es'flexible". Es
decir,donde la frecuencia de los diferentes ordenamientos genéticos en
un cromosoma,puede ser modificada en la naturaleza o en el laboratorio
por cambios ambientales,tales como clima,altura,humedad,etc. 2) espe -
cies o poblaciones cuyo polimorfismo es '"estable" oﬁrigido",o sea,en
las que las diferentes condiciones ambientales no modifican la frecuen-
cia de los ordenamientos genéticos en un cromosoma. Dentro del primer
grupo existe una serie de estudios que ilustran el fendmeno,entre ellos

los realizados en Drosophila pseudoobscura y Drosophila persimilis(Dob-

zhansky 1956),Drosophila robusta(Carson 1958,1965;Sperlich 1961). En

Chile ,Drosophila flavopilosa,Drosophila funebris y Drosophila gasici,

exhiben también polimorfismo flexible(Rev.en Brncic 1970).

Dentro del segundo grupo:Drosophila willistoni(Dobzhansky 1962) y

D.pavani(Brncic 1958) representan buenos ejemplos.

Para la mantencidn del polimorfismo rigido,se ha postulado un me-
canismo de balance determinado por la superioridad selectiva de los he-
terocigotos estructurales. En este laboratorio,se han realizado una se-
rie de experimentos que llevaron a confirmar la hipotesis de que los
heterocigotos estructurales en D.pavani,son heterdticos para varios com-
ponentes de la adecuacidn darwiniana,como longevidad(Brncic y Del So -
lar,1961);actividad sexual(Brncic y Koref-Santibafiez,1964 y Koref-San-

tibafiez y Brncic,1965);velocidad de desarrollo(Budnik y col.1971la);ha-
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bilidad competitiva(Budnik y col.1971 b);resistencia a la contaminacidn

por detritus(Brncic y Budnik 1976).

Este trabajo,es un estudio preliminar en el que se ponen en marcha
técnicas para estudiar en el futuro,el efecto de temperaturas muy bajas
sobre la sobrevivencia de los diferentes estados de desarrollo en varias
especies del género Drosophila.Esto es importante para llegar a enten -

der la exclusidn estacional observada en varias especies,tanto de Droso-

philas,como de Dipteros en general.

En este trabajo se muestran los resultados obtenidos en la especie

Drosophila pavani y en su especie criptica Drosophila gaucha.
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II.MATERIAL Y METODOS

IT-1. Linajes empleados

En los experimentos que constituyen el objeto del presente trabajo,
se utilizaron los siguientes linajes:

a) Drosophila pavani Brncic 1957,linaje "Bellavista",establecido en la

localidad del mismo nombre ,en la comuna de La Florida,Santiago en 1961.

Este linaje es polimdrfico para sus ordenamientos genéticos en los
cromosomas II y iV,debido a la presencia de inversiones(Fig.l y 2). En
el cromosoma II,junto con la secuencia "Standard",existe otro ordena -
miento que difiere del primero por la presencia de dos inversiones,una
incluida dentro de la otra(Inv.A+B),las que siempre se han visto asocia-
das.

En el brazo derecho derecho del cromosoma IV,existen tres inver -
siones sobrepuestas,ademds de la secuencia Standard(Inv.IV-R:A+B+C),las
que jamds han sido encontradas separadamente,y en el brazo izquierdo
del mismo cromosoma existe otro reordenamiento genético,que difiere del
standard,también por tres inversiones siempre asociadas(Inv.IV-L:A+B+C).
Las caracteristicas y ubicacidn exacta de estas inversiones han sido
descritas en detalle por Brncic(1957b).

En el momento de realizar estos experimentos la frecuencia de he-
terocigotos para el ordenamiento IV-R:A+B+C,era de 64% y para la secuen-
cia en el brazo izquierdo, alrededor del 67%. En este estudio no se con-
siderd el polimorfismo observado en el cromosoma II,debido a la gran va-
riabilidad que presenta bajo condiciones de laboratorio.

b) Drosophila gaucha Jaeger y Salzano 1953,linaje proveniente de Rio
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Grande do Sul,Brasil,proporcionado por el profesor Antonio R.Cordeiro,
de la Universidad de Porto Alegre en 1955.

Las secuencias en lps cromosomas II,III y IV de gfgaucha,corres -
ponden a los ordenamientos standard de D.pavani. En cambio el ordena -
miento gendtico en el cromosoma I(el par sexual) difiere en las dos es-
pecies por la presencia de dos inversiones sobrepuestas en el tercio
basal.

Ambos linajes sé han mantenido en el laboratorio a 25°C,durante va-
rias generaciones en botellas de cultivo apropiadas de 250cc.

Con el objeto de evitar la endogamia y asegurar el mdximo de hete-
rogeneidad genética de la poblacidn,se recurrid al siguiente método de
mantencidn(Fig.3)(Brncic y Koref-Santibafiez,1964).Se sembraron indivi-
dualmente en tubos con medio de cultivo,100 hembras de D.pavani reco -
lectadas en la naturaleza. La progenie obtenida de 10 de estos tubos
se reunid en una botella. En la misma forma se procedid con los tubos
restantes,de modo que se obtuvo un total de 10 botellas. La descenden-
cia de ellas se mezcld en una sola,para luego distribuirse en otras 10.
Este método se continud en cada generacidn. De esta manera se logrd un
linaje que se estima bastante heterogéneo desde el punto de vista gené-
tico,.

El método usado para la obtencidn de huevos fue el siguiente:250-
300 hembras virgenes de cada especie,cuya edad fluctuaba entre los 8 y
12 dias,fueron colocadas separadamente con los machos respectivos en

cajas de poblaciones pldsticas,cuyo interior contenia tubos con medio
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de cultivo destinado a la ovoposicidn. Estos tubos se dejaron por un
élazo de 48 horas,para que las moscas se aparearan. Después de ese tiem-
po se retiraron y se reemplazaron cada 24 horas por otros. Los huevos
depositados se trasladaron en un nimero determinado,seglin el experimen-

to,a tubos que contenian 10cc.de medio de cultivo.

II-2.- Experimentos

El estudio del efecto de la temperatura sobre la viabilidad,se rea-
1izd en tres situaciones experimentales diferentes,seglin el congelador

usado y el nlmero de tubos que se puso a congelar cada vez.

Experimento I.

Se usd un cridstato(I.E.C.):INTERNATIONAL HARRIS CRYOSTAT,MODEL CT;,
el que se mantuvo a una temperatura de -24°C. Se pusieron a congelar 25
tubos simultineamente de cada una de las especies en forma independien-
te.

La variacidn de temperatura registrada entre el interior de los
tubos y la del cridstato fue minima. El cridstato tiene una superficie
4til de 647,75 cm2,de modo que al poner sdlo 25 tubos,&stos quedan se-
parados unos de otros. Cada estado de desarrollo se sometid al shock de
baja temperatura por espacio de 4 horas. Se hicieron dos réplicas,de mo-
do que se analizaron 1000 huevos,igual cantidad de larvas,pupas y a -

dultos.

Estado huevo : Para estudiar el efecto del shock en este estado del de-

sarrollo,se sembraron 25 tubos de 12 x 27 cm. con medio de cultivo,con
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20 huevos cada uno(total 500 huevos);.Se mantuvieron en el'criésfaté'
durante 4 horas. Al cabo de ese tiempo se llevaron a una cémara de tem-
peratura constante de 25°C,donde se mantuvieron hasta que se completd
el desarrollo. Se contaron los individuos adultos que emergieron,(Serie
experimental).

Simultdneamente se estableciefon los grupos controles consisten-
tes en 25 tubos con 20 huevos cada uno (total 500 huevos),los que fue-

ron mantenidos a 25°C. Cuando se completd el desarrollo,se contaron

los imagos emergidos.

Estado larva : Se sembraron 20 huevos por tubo(12x27 cm.),en un total

de 25 tubos(500 huevos). Se permitid que se desarrollaran a larvas de
5 a 6 dias en la cimara a 25°C. En seguida se sometieron al tratamien-
té de shock(-24°C) por 4 horas. Despuds se llevaron a una cimara de
temperatura constante a 25°C,hasta que se completd el desarrollo. Se
contaron los adultos emergidos(serie experimental). Para la serie con-
trol se sembraron 25 tubos,con 20 huevos cada uno. Se mantuvieron a 25

°C,hasta que emergieron los adultos. Se contaron.

Serie pupa :En el momento de establecer las series anteriores se sem -
brd una gran cantidad de huevos con el propdsito de obtener pupas.

Se montaron 20 pupas sobre un papel filtro humedecido,en tubos de
12%27 cm. sin medio de cultivo. Se completaron 25 tubos(500pupas).En
seguida se sometieron a -24°C,por 4 horas. Al té&rmino de este periodo
se trasladaron a la c@mara de temperatura constante de 25°C.Se esperd

Yy se contaron los adultos que emergieron. Los controles se mantuvieron
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en la c3mara de 25°C.

Estado adulto: Se pusieron simultdneamente 10 machos y 10 hembras en tu-

bos con medio de cultivo.Se completd un total de 25 tubos(500 adultos).
Se sometieron al shock durante 4 horas. Al término de este periodo. se

pusieron a 25°C. Se contaron los individuos que lograron resistir.

Experimento II

Se utilizd el cridstato ocupado en el experimento I. Se trataron
ambas especies simult@neamente de manera que en la misma superficie
habian ahora 50 tubos. De esta forma los tubos estaban en estrecho con-
tacto.En estas condiciones,la temperatura en el interior de los tubos
fué 2 a 3°C. superior a la del cridstato,que se encontraba a -2u4°C.

Las series controles y experimentales,para estudiar el efecto de la
baja temperatura,en cada estado de desarrollo se establecieron siguien-
do el mismo procedimiento sefialado en el experimento I.

En cada estado de desarrollo se hicieron 3 réplicas,de manera que se
analizaron un total de 1500 huevos e igual cantidad de larvas y de pupas.
En el estado adulto se hicieron 2 réplicas,lo que significd analizar

1000 individuos.

Experimento III

Se utilizd un refrigerador vertical BAUKNECHT AUTOMATIC. Se trataron
ambas especies simultdneamente,de modo que habian 50 tubos en una super-
ficie de 1820 cm2. Se sometid a -24°C. durante 4 horas.

En este experimento sblo se analizaron los estados de huevo y lar-
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va. El montaje de cada serie experimental y control,para observar el e-
fecto del shock en ambos estados,ya ha sido descrito para el experimen-
to I.

Se hicieron 3 réplicas para cada estado(1500 huevos y 1500 larvas).

II-3.- Andlisis citogenético

Se hizo analisis citogenético de los individuos nacidos posterior-
mente al shock durante el estado huevo y de los controles. Paré ello,se
cruzaron individuos de D.pavani de ambos sexos con machos y hembras de
la especie D.gaucha.

Se considerd esta ltima especie por ser: 1) monomdrfica,es decir,
homocigota para los ordenamientos standard,en todos sus cromosomas.2)
por ser una especie criptica de D.pavani.3) Da abundantes hibridos esté-
files con individuos D.pavani.l4) Las hembras hibridas que llevan un cro-
mosoma sexual(X) de D.pavani y otro de D.gaucha,que poseen ordenamien-
tos genéticos diferentes,son fidciles de reconocer a través del estudio
de las gléandulas salivales.

Los cruzamientos se realizaron en tubos con medio de cultivo y
fueron mantenidos en una c@mara de temperatura constante a 25°C. A me-
dida que las larvas comenzaron a aparecer,se trasladaron a una camara
de temperatura constante de 16°C.,enriqueciéndose previamente el medio
con gotas de levadura para poder realizar en dichas larvas la prepara-
cidn de los cromosomas de las glandulas salivales. Ocho larvas fueron
examinadas en cada tubo,con el método de aplastamiento y tincidn con
orceina acética(Demerec 1950),para determinar si los progenitores pava-
ni eran homocigotos para los ordenamientos St/St,In/In o heterocigotos

St/In en los brazos derecho e izquierdo del cromosoma IV.
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ITIT. RESULTADOS

En la Tabla I se da a conocer el nlmero total y el porcentaje de
individuos adultos de D.pavani emergidos desde los estados de Huevo,
larva y pupa,en los experimentos I,II y III. En cada experimento se ob-
serva una sobrevivencia diferencial segfin el estado de desarrollo. La
que presentan los huevos,en los tres experimentos,es superior a la de
los otros estados pre-adultos.

La Tabla también sefiala que el efecto mds drdstico se produce en
el experimento I. En &1 se pusieron 25 tubos en el cridstato y sdlo so-
brevivieron el 17,1% de los huevos tratados. En cambio,en el experimen-
to II,en el cual se pusieron 50 tubos simultdneamente,sobrevivieron in-
dividuos de los tres estados pre-adultos en porcentajes mayores. Es asi
que un 46,3% de los huevos sobrevivej;en las larvas un 27% y en las pu-
pas un 2,4%. En el experimento III,sobrevivid el 29,8% de los huevos y
el 11,2% de las larvas.

La Tabla 2 muestra los resultados obtenidos en D.gaucha. Las con-
diciones experimentales para esta especie fueron las mismas que para D.
pavani,y en ella se ve una tendencia andloga. En el experimento I,sdlo
sobreviven huevos en un 18,8%. En el experimento II sobreviven huevos
en un 68,3%,larvas en un 43,5% y pupas en un 0,6%. En el experimento III
sobreyiven huevos en un 50,8% y larvas en un 20,1%. Las Figuras 4 y 5

muestran grificamente el porcentaje de emergencia para D.pavani y D.gau-

cha,en los experimentos I y II.
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De estos datos es importante sefialar el hecho de que,a pesar de
que las condiciones experimentales son diferentes,se observa una clara
tendencia‘en ambas especies a disﬁinuir la sobrevida a medida que se
progresa en el desarrollo. Por otra parte,es interesante destacar el
hecho de que D.gaucha muestra una viabilidad relativa mayor en relacidn
a la de D.pavani,en los estados de huevo y larva,tanto en grupos con -
troles como experimentales.

La éignificacién estadistica de las diferencias en viabilidad,ob-
servada entre los diferentes grupos experimentales y controles en los
tres estados de desarrollo ensayados en cada especie,se realizd median-
te una prueba de contingencia de Ji—cuadrado(Xz) y se indica en las Ta-
blas III y IV. En éstas,se observa que las diferencias son altamente
significativas.

Las Tablas V y VI,muestran el andlisis estadistico para las dife- -
rencias en viabilidad entre los grupos controles y experimentales,en
cada estado del desarrollo y en los tres experimentos. El andlisis se
realizd por medio del test de Student(t) y se observa que las diferen-
cias en el nimero promedio de adultos emergidos por tubo(;),en los gru-
?03 controles,son significativamente mayores que en los grupos experimen-
tales.

Como se ha descrito anteriormente,D.gaucha presenta una sobrevida
superior a la de Ejpévani en los diferentes estados de desarrollo,tan-
to en los grupos controles como experimentales. Estas diferencias anali-

zadas a través del test de Student(t)(Tabla VII) son altamente signifi-
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cativas en los grupos controles. En los grupos experimentales también
lo son con excepcidn del estado pupa(Exp.II),donde sobreviven muy pocos
individuos.

Respecto a la sobrevida de adultos,todos los que fueron sometidos
a las condiciones del experimento I murieron. En cambio en el experimen-
to II sébrevivié el 62% de D.pavani y el 85% de D.gaucha.Esto se sefiala

en la Figura 6. Las diferencias en sobrevida de los adultos de D.pavani

y D gaucha y el tratamiento estadistico de ellas(test de homogeneidad),
se muestran en la Tabla VIII. Estas diferencias son significativas.

Los machos y las hembras no presentan una sobrevida diferencial,
tanto en los grupos controles como experimentales,en cada estado del de-
sarrollo analizado.

Las Tablas IX y X muestran el niimero(N) de machos y hembras de D.
pavani y D.gaucha emergidos y totales,el promedio de emergencia por tu-
bo(X) y la razdn sexual. Tanto en estas tablas como en las Figuras 7 y
8,que ilustran graficamente los resultados,se observa que no hay diferen-
cias entre la cantidad de machos y hembras emergidos de los grupos con-
troles y en los grupos experimentales. Esto se verifica en la relacidn

Hembras/ Hembras + machos,que deberia ser 0.50.

En las Tablas XI y XII se analizan la significacidn estadistica
(test de Student) de las diferencias entre el promedio de hembras y de
machos emergidos por tubo,para las dos especies y los tres experimentos.
Se observa que las diferencias no son significativas.

La Figura 9,muestra el porcentaje de machos y hembras sobrevivien-
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tes al serktratados en el estado adulto. Igual a lo que ocurre en los
estados pre-adultos,no hay diferencias significativas entre los sexos
en ambas especies.

Con el objeto de observar si el shock térmico al estado de huevo
seleccionaba ciertos genotipos en D.pavani,se realizd el estudio cito -
genético de los individuos sobrevivientes y de los controles respecti -
vos. La Tabla XIII muestra que los heterocigotos para las inversiones
en ambos brazos del cromosoma IV,presentan una tendencia a una mayor

frecuencia,aunque &sta no es estadisticamente significativa.
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IV. DISCUSION

En la naturaleza los insectos estan sometidos,en ciertos periodos
a condiciones de temperatura y himedad sub-6ptimas.Por ejemplo,en Dro-

sophila melanogaster,las temperaturas Optimas fluct@ian entre 16°C y

25°C.8in embargo,Parsons(1969),en la misma especie,observd que cierto
porcentaje de larvas llegaba al estado adulto a 30.5°C.Por otra parte
Levins(1969),trabajando con varias especies de Drosophilas demostrd que
existia una aclimatacidn fisioldgica que les permite desarrollarse a
38°C y que esta aclimatacidn ocurria con distinta rapidez,dependiento
de varios factores.Entre éstos se encuentra la constitucidn genética.
Hosgood y Parsons(1968) observaron que moscas adultas de distintas po-
blaciones diferian en su capacidad para sobrevivir a un shock de 33.5°C,
durante 24 horas.

Con respecto a las condiciones extremas de bajas temperaturas,tré—
bajos de laboratorio en Drosophila,han demostrado que &stas exhiben u-
na gran resistencia en estas condiciones y que la viabilidad depende

del estado de desarrollo.Por ejemplo,en Drosophila pseudoobscura,Crum-

packer y Marinkovic(1967),encontraron que los-adultos resistian més el
shock frio que las larvas o pupas,siendo estas Gltimas md&s tolerantes
que los huevos.Estos autores observaron el efecto a 16°C,5°C,-3°C y
-10°C. Estos resultados fueron confirmados por Jefferson y col.(1974).
En el presente trabajo,pudo demostrarse que D.pavani y D.gaucha
resisten a condiciones de baja temperatura(-24°C) y esta resistencia es
dependiente del estado de desarrollo.La mayor sobrevida se observd en

los huevos,disminuyendo en larvas y alin m&s en las pupas.Sin embargo,
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la sobrevida observada en los adultos fué muy superior a la de los hue-
vos,en ambas especies.

Las dos especies difieren en cuanto a su viabilidad. D.gaucha pre-
senta una viabilidad relativa mayor,para cada estado de desarrollo,en
relacidén a D.pavani(Tabla I y II;Fig.3 y 4), Este hecho confirma traba-
jos realizados en este laboratorio,en donde se analizd la viabilidad de
ambas especies en diferentes condiciones experimentales. Siempre se
observd que D.gaucha presenta una viabilidad superior a la de su es-

pecie criptica(Budnik y col. 1972).

Los resultados citados de resistencia a bajas temperaturas en o-
tras especies sugieren que el estado adulto puede ser importante en la
hibernacidn,especialmente en zonas con invierno frio.

Existe ademds,el antecedente de que los adultos colectados inme -
diatamente despuds del invierno,son individuos viejos sobrevivientes
del otofio previo. Asi ocurre en D.pavani Brncic(1958) y en D.robusta
Carson(1958),cuyos adultos tienen periodos de hibernacidn. Este iltimo
autor ha observado que las hembras de D.robusta,capturadas en invierno,
tienen ovarios muy pequefios y gran cantidad de grasa en el cuerpo. Es-
te fendmeno también ha sido observado por Lakovaara y col.(1974),en nu-
merosas especies y representaria un mecanismo fisioldgico de adaptacidn
para sobrevivir a las condiciones extremas de temperatura.

La diapausa ha sido descrita también,para otros estados de desa -

rrollo. En Drosophila persimilis,Mohn y Spiess(1963) observaron que in-

dividuos adultos y pupas pueden sobrevivir mejor al invierno,mientras
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que Ives(1970) encontrd evidencia de que las larvas de Drosophila me-

lanogaster pueden pasar el invierno en frutas podridas,en una regidn
donde las temperaturas bajan el punto de congelacidn.Estas larvas lle-
gan a ser las progenitoras de muchas de las moscas que emergen en la

zona durante la &poca de primavera.En Drosophila suboscura,se ha visto

que los estados inmaduros,especialmente las larvas,sobrepasan mejor el
invierno(Risch 1971).

Drosophila nigrospirdcula,Lowe y col.(1967),es huésped del sagua-

ro(Cereus giganteus). El exdmen de las hojas del cactus reveld la pre-
sencia de larvas y pupas,cuando la planta estaba a una temperatura mi-
nima de -3°a -5°C.

Con respecto al efecto seleccionador que pudiera ejercer el shock
térmico sobre determinado sexo,no se observaron grandes diferencias en
los grupos experimentales.Sin embargo,en algunos grupos controles las.
hembras parecen sobrevivir mads.(Tablas X y XI ;fig.G ¥ 7

Anxolahehere y Periquet(1970),no encuentran diferencias de resis-

- tencia de machos y hembras de Drosophila melanogaster a 4°C.Sin embar-

go a 5°%y 6°C,se constata una resistencia mayor de las hembras.Alrede-
dor del 90 % de los individuos sobrevivientes de estos experimentos
dan una descendencia viable.Estos datos concuerdan ademds con las ob-

servaciones ya citadas en D.pseudoobscura hechas por Crumpacker y Ma-

rinkovic,las que no revelaron diferencias a 5°C.,durante 21 dias de
tratamiento.Sin embargo,a 6°C después de 4 meses de tratamiento,las

hembras manifiestan una sobrevida mayor.
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Desde los clasicos experimentos de Wright y Dobzhansky(1946) y

Dobzhansky(1948a),en cajas de poblaciones con D.pseudoobscura,donde es-

tos autores observaron diferencias notorias en fitness,entre los homo-
cigotos y los heterocigotos para inversiones,una serie de autores ha da-
do evidencias de las propiedades adaptativas que confieren ciertos or-
denamientos genéticos a sus portadores. En la misma especie Heuts(1948),
demostrd la superioridad adaptativa de ciertos ordenamientos a bajas

temperaturas. En Drosophila funebris,Dubinin y Tiniakov(1946) observa-

ron cambios estacionales en la frecuencia de ciertas inversiones y so-
brevivencia diferencial de heterocigotos a bajas temperaturas.

Dobzhansky(1948b) y Brncic(1966),en Q:pseﬁdoobscura y D.flavopi-

losa respectivamente,observaron fluctuaciones y gradientes geograficos
en algunos ordenamientos cromosdmicos. En cambio,en D.pavani no se han
encontrado diferencias geogrdficas o estacionales de los ordenamientos
- genéticos del cromosoma IV(Brncic 1958,1968,1970). Esta especie presen-
ta un polimorfismo rigido,y el mecanismo de mantencidn estd dado por

la superioridad en adecuacidn darwiniana de los heterocigotos estruc -
turales. Este hecho ha sido revelado a través de numerosos experimentos,
realizados por diversos autores,en este laboratorio(Brncic y Del Solar
1961; Brncic y Koref-Santibafiez 1964; Koref-Santibafiez y Brncic 1965;

Budnik y col.197laj; Budnik y co0l.1971b; Brncic y Budnik 1976).

Los resultados del presente trabajo muestran que los individuos

sobrevivientes al shock de baja temperatura,durante el estado huevo,ex-
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hiben una leve tendencia a ser heterocigotos para las inversiones en
ambos brazos del cromosoma IV(Tabla XIII). Sin embargo estas diferen -
cias no son estadisticamente significativas. Estos resultados concuer-
dan con los de Sotomayor(1965),quién estudid la resistencia de los ho-
mo y heterocariotipos,en D.pavani a 16°C. y 25°C.,sin encontrar dife-

rencias significativas.

Los resultados obtenidos en este trabajo,tendientes a estudiar el
efecto de un shock térmico sobre el desarrollo de D.pavani y D.gaucha,
permiten determinar algunos procedimientos experimentales que podrian
ser de utilidad en las futuras investigaciones que se han proyectado
en este campo. La técnica mds conveniente,parece ser la utilizada en el
experimento II. Es decir,emplear como fuente de baja temperatura el
cridstato con 50 tubos simultdneamente. De esta forma no se obtiene u-

- na sobrevivencia huevo-adulto tan baja,como ocurre en el experimento
I,donde se emplearon 25 tubos.

En el futuro se hard necesario utilizar rangos de temperatura y
tiempos de exposicidn distintos,ya que la interaccidn de ambos factores
de acuerdo con Salt(1961),es fundamental en la sobrevivencia observada.
Se harad necesario también,determinar los limites de temperatura de estas
especies.

Por otra parte,los resultados aqul presentados pueden tener inte-
resantes implicancia bioldgicas. Debido al hecho,de que pravani'es u-
na especie preferentemente estival,con un tamafio de poblacidn mdximo du-

rante el verano y minimo durante el invierno,es posible postular a la
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luz de los resultados,que los individuos de D,pavani pasarian el in -
vierno en un estado de hibernacidn,ya sea durante el estado de huevo,o
bien adulto. Con estos antecedentes,es posible pensar que la poblacidn
primaveral podria ser fruto de los individuos que han permanecido en

estado de diapausa y no producto de nuevas colonizaciones,por parte de

individuos provenientes de zonas més templadas.



V. RESUMEN

En el presente trabajo,se estudid el efecto de un shock de baja
temperatura(-24°C.) sobre cada estado de desarrollo de dos especies

cripticas del género Drosophila: D.pavani y D.gaucha.

El estudio se hizo en tres situaciones experimentales diferentes.
En el experimento I,se utilizd un cridstato en donde se analizd el efec-
to del shock en cada estado de desarrollo,tratando 25 tubos cada vez.En
el experimento II,en el mismo cridstato,se trataron simulté&neamente 50
tubos. En el experimento III se utilizd un refrigerador vertical y se
pusieron 50 tubos. Los resultados mostraron diferencias para cada expe-
rimento.

En el experimento I,el efecto del shock en la viabilidad de los
individuos de ambas especies,fue muy drédstico. S8lo sobrevivieron hue- -
vos. En los experimentos II y III la viabilidad fue mayor,y sobrevivie-
ron individuos de todos los estados pre-adultos.

La tendencia general observada,en los pre-adultos,fue la de dis -
minuir la capacidad de sobrevivencia a medida que el desarrollo se com-
pletaba. Las diferencias de emergencia observadas entre los estados hue-
vo,larva y pupa fueron significativas para ambas especies. Las diferen-
cias en emergencia entre los grupos controles(mantenidos a 25°C) y los
grupos experimentales(-24°C,),para cada estado de desarrollo,fueron
altamente significativas.

Los adultos presentaron una gran resistencia al shock. En ambas
espécies sobrevivid sobre el 50% de los adultos.

D.gaucha mostrd una viabilidad mayor a la de D pavani,para cada es-
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tado de desarrollo.

No se observaron diferencias significativas en la emergencia de
machos y hembras en el curso de los experimentos.

El anélisis croﬁosémico de los adultos D.pavani sobrevivientes al
shock de baja temperatura durante el estado huevo,reveld un ligero au-
mento de los individuos heterocigotos para inversiones en el cromosoma
IV. Sin embargo,esfas diferencias no fueron estadisticamente signifi-
cativas.

Debido al hecho de que D.pavani es una especie que presenta una
abundancia de cardcter estacional,desapareciendo en invierno,los resul-
tados obtenidos parecerian sefialar que la poblacidn que se establece
en primavera,se originaria de individuos que han permanecido en estado

de diapausa,como adultos o como huevos embrionados.
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FIGURA N° 2. Fotomicrografia de heterocigotos para inversiones en

ambos brazos del cromosoma IV,en Drosophila pavani.
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UNA HEMBRA INSEMINADA EN NATURALEZA POR TUBO = 100 TuBOS
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FIGURA N° 3. Sistema de mantencidn del linaje de Drosophila pava-

ni utilizado en el presente trabajo.

Obtenida de Budnik,1969.(Tesis).
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FIGURA N° L. Porcentaje de emergencia huevo-adulto de D.pavani y

D.gaucha en los grupos experimentales y en los con-

troles,en los experimentos I y II.(E‘corresponde a

los controles no tratados;h corresponde a los grupos

~en que los huevos fueron sometidos a -24°C;1l corres-

ponde a los grupos en que las larvas de 5-6 dias se

sometieron al tratamiento de -2u4°C).
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FIGURA N° 5. Porcentaje de emergencia de adultos a partir de pu-

pas de D.pavani y D.gaucha controles(c) y sometidas

a shock de -24°C(p),en los experimentos I y II.



TABLA III.

exp.I

exp.1T

exo.I1T

-3

2 : ; .
Prueba X~ para las diferencias en sobrevida de huevos,larvas

y pupas en D.pavani,en grupos controles y experimentales en

.

los experimentos I,II y III.

GRUPO CONTROL GRUPO EXPERIMENTAL

Estado 0 E 0 E Total
HUEVO 567 677.47 171 60,52 738
LARVA 567 520.48 - U46.50" 567
PUPA 780 716.03 - 63.97 780 X2 £ 340.04
TOTAL 1914 171 2085 G.L:2

P :40.001
HUEVO 831 1053.77 695 u72.22 1526
LARVA 831 853.51 405 382.48 1236 5

X® :u463.87
PUPA 873 627.70 36 281.29 909

G.L:2
TOTAL 2535 1136 3671 P:¢0.001
HUEVO 939 1044.08 uyu7 341.91 1386
LARVA 939 1033.91 168 273.08 1107 X2 . 96.55
TOTAL 1878 615 2493 G.L:1

P:¢0.001



TABLA IV.

exp.I

exp.IT

exp.III

T

L2 ‘, i : !
Prueba X pard las. diferencias en sobrevida de huevos,larvas

y pupas en D.gaucha,en grupos controles y experimentales en

los experimentos I,II y III.

GRUPO CONTROL

GRUPO EXPERIMENTAL

Total

Estado 0] B 0 E
HUEVO 705  822.04 188 70.95 893
LARVA 705 6.8.98 ———  56.01 (L SR
PUPA 768 706.97 —  81.02 768 G.L: 2
TOTAL 2178 188 o3e6 1 40.001
HUEVO 1162 1u483.84 1025  703.15 2187
LARVA 1162 1230.76 652 583.23 1814
2
PUPA 1236  8U45.38 10 400.61 g, & & I¥E.HIE
G.L: 2
TOTAL 3560 1687 o
HUEVO 1107 1262.43 761  605.56 1868
2
LARVA 1107 951.56 301 U56..43 g, - 3. A fmeR
G.L: 1
TOTAL 2214 1062 3276

P:£0.001



Cl5E

TABLA V. Prueba de Student(t) para determinar la significacidn estadis-
tica para las diferencias de sobrevida en grupos controles y
grupos experimentales en D.pavani,en cada estado de desarro-

llo,en los experimentos I,II y III.

Estado grupo ROTHL X + e.s. o~ P(98 G.L)
emergido
exp.l HUEVO control 567 ll.34i 0.48 28.555 20.001
experim. 171 3.42% 0.32
+
LARVA contrgl 567 11.34- 0.48
experim. --- = —————- -
+
control 780 15.60- 0.32
EUEA experim --- = ——-=-- -—
exp.II " P(148 G.L)
control 831 11.08- 0.43
HEVO  experim 595 9.26% 0.55 8.348  £0.001
+
control 831 11.08- 0.43
LARVA  experim. 405 5.40% 0.49  26.667  ,0.001
pupa  Control 873 11.647 0.65
experim 36 0.48- 0.23 11.840 <0.001
xp-MI Evo  comtrol 939 12,527 0.309 L1 G
experim. 447 5.96- 0.42 38.006 20,001
+
LARVA control 939 12.52; 0.30

experim. 168 2.24- 0.25 47.005 20.001
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TABLA VI. Prueba de Student(t) para determinar la significacidn esta -

exp.l

exp.II

exp.I1II

distica para las diferencias de sobrevida en grupos contro -
les y experimentales en D,gaucha,en cada estado de desarrollo,

en los experimentos I,II'y III. -

Total =
Estado  grupo smehEids X + e.s. t  P(98 G.L)
+
control 705  14.10T 0.26
HUEVO - oyperim. 188 3.76% 0.36 67.582 <0.001
+
control 705 14.10- 0.26
LARVA s " " st £0.001
pups  Comtrol 768 15.36% 0.32
experim. -—— e £0.001
HuEvo  Comtrol 1162 15.49$ 0.4l P(148 G.L)
experim. 1025 13.66- 0.37 11.708 «0.001
+
control 1162 15.49- 0.44
LARVA  oyperim. 652 8.69T 0.58  32.242 £0.001
pupp  control 1236 16.48$ 0.69
experim. 10 0.13- 0.04 8.161 «£0.001
2 P(1u48 G.L)
HUEVO control 1107 14.76- 0.27
experim. 762  10.161 0.48  30.082 <£0.001
+
LARya control 1107 14,767 0.27

experim 301 4.01¥ 0.55  53.750 «0.001




TABLA VII. Test de Student(t) para la significacidn estadfstica de las

diferencias de emergencia por tubo(X) de huevo,larva y pupa,

entre pravani y B.gaucha,en los grupos controles y experi-

mentales,en los experimentos I,II y III.

estado especie e;:;Zido X % e;:;:ido X t P
‘ (98 G.L)
exp.l
HUEVO  pavani 567 11.34 171 3.42
gaucha 705 14,10 18.52 0.001 188 3.76 1.63 0.20-0.10
LARVA  pavani 567 11.34 ——— -
gaucha 705 14,10 18.52 0.001 -— ———
PUPA pavani 780 15.60 —— ==
~ gaucha 768 15.36 2.61 0.01 —_—— m——-
P
exp.Il (148 G.L)
HUEVO pavani 831  11.08 695 9.26
gaucha 1162  15.49 25.47 0.001 1025 13.66 22.56 «£0.001
LARVA  pavani 831 11.08 405 5.40
gaucha 1162  15.49 25.47 0.001 652 8.69 10.390 «0.001
PUPA pavani 873 11.64 36 0.u48
gaucha 1236 16.48 18.71 0.001 10 0.13 0.55 0.50
exp.IIT P
(148 G.L)
HUEVO pavani 939 12.52 Ly7 5.96
gaucha 1107 14,76 19.93 0.001 762 10.16 17.79 «£0.001
LARVA pavani 939 12.52 168 2.24
gaucha 1107  14.76 19.93 0.001 301 4.01 4.48 £0.001
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FIGURA N° 6. Porcentaje de individuos adultos de D.pavani y D.gau-

cha que sobrevivieron a un shock térmico de -24°C(e),

y sus controles(s),en el Experimento II.
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TABLA VIII. Prueba de homogeneidad(Xz) para las diferencias de sobre-
vida de adultos de D.pavani y D.gaucha,sometidos a shock

térmico(-24°C).

TOTAL SOBREVIVIENTES NO SOBREVIVIENTES

0 E 0 E
D.pavani 1000 626 738 374 262
D.gaucha 1000 850 738 150 262
TOTAL 2000 1476 524
X2 : 129.75
G.Ly 1

P :4£0.001
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TABLA IX. NGmero de individuos(N) machos y hembras de D.pavani y totales;

promedio de emergencia por tubo(X) con los errores tipos(e.s)

y razdn sexual,en los estados de huevo,larva y pupa,en grupos

controles y experimentales,en los experimentos I,II y III.

HEMBRAS MACHOS TOTAL
estado grupo N X + e.s N X+ e.s. Q/9+0 N X + e.s
exp.I
HUEVO control 272 5.44}0.35 295 5.9020.37 0.48 567 ll.34$0.48
experim. 95 1.90%0.23 76 1.52%0.21 o0.55 171 3.u2%0.33
- + +
LARVA control 272 5.4410.35 295 5.9070.37 0.48 567 11.3470.u48
experim, -—- -— -— - - - -—
+ + +
PUPA control 385 7.70%0.3% 395 7.90%0.25 o0.u49 780 15.60%0.32
experim,--- _— - -— - - _—
exp.IT
HUEVO control 421 5.61}0.26 410 s.uezo.al 0.51 831 11.08§o.u3
experim.344  4.58Y0.31 351 4.68%0.34 0.43 695 9.2620.56
LARVA control 421 5.61}0.26 410 5.46}0.31 0.51 831 ll.08$0.43
experim.239 3.19%0.32 166 2.21%0.22 o.s54 uos5 s5.u0f0.u9
+ + +
PUPA control 415 5.5310.3% 458 6.1170.41 0.48 873 11.6470.65
experim. 12 0.16%0.07 24 0.32%0.06 0.30 36 o0.u8%0.29
exp.IIT
HUEVO control 490 6.5330.26 y49  5.98%0.26 0.52 939 12.52}0.31
experim.232  3.09%0.23 215 2.860.25 0.52 447  5.96%0.42
+ + : +
LARVA control 490 6.5310.26 449  5.98%0.26 0.52 939 12.5270.31
experim. 96 1.28%0.28 72 0.96X0.23 0.57 168 2.2470.25
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TABLA X. Nfmero de individuos(N) machos y hembras de D.gaucha y totales;

promedio de emergencia por tubo(X) con los errores tipos(e.s.)

y razdn sexual,en los estados de huevo,larva y pupa,en grupos

controles y experimentales,en los experimentos I,II y III.

HEMBRAS MACHOS TOTAL
estado grupo N X + e.s N X +e.s. Q/9+C ‘N X + e.s.
exp.l
HUEVO control 371 7.u2Y0.30 334 s6.68%0.31 0.52 705 14.1020.26
experim. 89 1.78%0.21 99 1.98%0.23 0.47 188  3.76%0.36
LARVA control 371 7.42%0.30 334 6.68%0.31 0.52 705 1u4.10%0.26
experim.--- _— E— — — e-- N
+ = +
PUPA control 410 8.2070.33 358 7.1670.29 0.53 768 15.3620.32
experim.--- -— -—- -— —_— - -
exp.II
HUEVO control 604 8.0520.30 558 7.44}0.30 0.52 1162 15.49{0.44
experim.509 6.780.26 516 6.8870.28 0.49 1025 13.66-0.38
+ + +
LARVA control 604 8.05:0.30 558 7.440.30 0.52 1162  15.4920.44
experim.330 4.4070.38 322 4.29%0.38 0.51 652  8.69%0.58
PUPA  control 632 8.42}0.43 60L 8.05}0.41 0.51 1236 16.48{0.69
experim. 6 0.0810.04 4 0.0550.05 0.50 10  0.13%0.04
exp.III
HUEVO control 553 7.37§o.28 554 7.38{0.23 0.49 1107 14.76}0.28
experim.382 5.0920.29 379 5.05-0.31 0.50 762 10.16-0.u8
+ + +
LARVA control 553 7.3730.28 554 7.38:0.23 0.49 1107  14.76:0.28
experim.148 1.97%70.31 153 2.0u¥0.30 0.9 301  u.01%0.s6
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FIGURA N° 7. Porcentaje de emergencia de machos y hembras pravani

en los grupos experimentales(-24°C) y en los contro-

les a partir de huevos,larvas y pupas,en los experi-

mentos I y II
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FIGURA N° 8. Porcentaje de emergencia de machos y hembras D.gau-

cha,en los grupos experimentales(-24°C) y en los

controles a partir de huevos,larvas y pupas,enlos

experimentos I y II.
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TABLA XI. Prueba de Student(t) para la significacidn estadistica(P) de

exp.I

exp.1I

exp.III

las diferencias en emergencia entre mavhos y hembras en D.pa-

vani,en los estados de huevo,larva y pupa,tanto en los gru-

pos controles como experimentales,en los experimentos I,II y

111,
HEMBRAS MACHOS
estado grupo X X t P(98 G.L)
HUEVO control 5. 44 5.90 1.957 0.05
experim. 1.90 1.52 1.545 0.10
LARVA  control  5.44 5.90 1.957 0.05
experim., --- -— - -
PUPA control 7.70 7.90 1.333 0.20
P(148 G.L)
HUEVO control 5.61 5.46 0.955 0.40
experim. 4,58 4.68 0.459 0.40
LARVA control 5.61 5.46 0.955 0.40
experim. 3.19 2.71 0.403 0.40
PUPA control  5.53 6.11 2.802 0.01
experim. 0.16 0.32 0.769 0.50
P(148 G.L)
HUEVO control 6.53 5.98 3.873 £0.001
experim. 3.09 2.86 1.168 0.20
LARVA control 6.53 5.98 3.873 £0.001
experim. 1.28 0.96 0.912 0.40




TABLA XII.

exp.I

exp.II

exp.IIT

5T

Prueba de Student(t) para la significacidn estadistica de

las diferencias en emergencia entre machos y hembras en D -
gaucha,en los estados de huevo,larva y pupa,tanto en los gru-
pos controles como experimentales,en los experimentos I,II

y III.

HEMBRAS MACHOS

estado  grupo X X - P(98 G.L)
HUEVO control 7.42 6.68 4,431 20.001
experim. 1.78 1.98 0.881 0.40
LARVA control 7.42 6.68 L, 431 £0,001
experim. --- -—— - -—
PUPA control 8.20 7.16 6.500 20.001
experim. --- -——- -— -——
P(148 G.L)
HUEVO control 8.05 7. 44 3.742 £0.001
experim. 6.78 6.88 0.805 0.40
LARVA  control 8.05 7.44 3.742 £0.001
experim. 4.40 4.29 0.437 0.40
PUPA control 8.42 8.05 1.623 0.10
experim. 0,08 0.05 0.103 0.40
: P(148 G.L)
HUEVO control 7.37 7.38 0.072 0.40
experim. 5.09 5.05 0.199 0.40
LARVA  control 7.37 7.38 0.072 0.40

experim 1.97 2.04 0.226 0.40
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FIGURA N°9. Porcentaje de machos y hembras adultos,de D.pavani y
de D.gaucha que sobrevivieron al shock térmico de

-24°C, y sus correspondientes controles.
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TABLA XIII . Diferencias entre el nlmero observado(0) y esperado(E)
de individuos homocigotos y heterocigotos,para los or-
denamientos genéticos del brazo derecho y del brazo iz-

quierdo,en el cromosoma IV de D.pavani.

CROMOSOMA IV- R CROMOSOMA IV - L
TOTAL homocigotos heterocigotos homocigotos heterocigotos
CONTROL 100 33 30 67 70 31 29 69 71
HUEVCS 100 27 30 73 70 27 29 73 71
TOTAL 200 60 140 58 142
x2: 1.2 x%: 0.52
G.L: 1 G.L: 1

0.30 P: 0450
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