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Identificacion y caracterizacion de genes con variacion natural para
el tiempo de desarrollo a partir de mutantes heterocronicos de

Drosophila.

Resumen

Comprender la arquitectura genética de caracteres ecoldégicamente relevantes requiere
la contribucién tanto de la biologia evolutiva como de la biologia del desarrollo. El
tiempo requerido para alcanzar la edad reproductiva es un caracter adaptativo
conocido como tiempo de desarrollo. El impacto del tiempo de desarrollo sobre el
fitness particularmente en los insectos holometébolos que explotan habitats efimeros,
como las moscas de la fruta, es atin mas dréstico. El presente trabajo es uno de los
primeros estudios sistematicos sobre la arquitectura genética del tiempo de desarrollo,
en el cual ademas evaluamos el impacto de la variacién ambiental en la expresion de
este caracter. Analizamos 179 lineas mutantes artificiales generados por inserciones de
elementos moéviles P/GT1] en Drosophila melanogaster, con el objetivo de identificar
genes candidatos que afecten el tiempo de desarrollo en moscas criadas a 252C. El
sesenta por ciento de las lineas mostré un fenotipo heterocroénico, lo que sugiere que
una gran cantidad de genes afectan al caracter. Los mutantes Merlin y Karl mostraron
los fenotipos mas extremos del estudio, exhibiendo una reduccién y un aumento de 2 y
4 dias en relacion al control, respectivamente. Ademas, a partir de una submuestra de
42 lineas seleccionadas al azar de las 179 iniciales, se cuantifico el tiempo de desarrollo
a 17°C. Interesantemente, la interacciéon gen-ambiente contribuyo con el 52% de la
varianza fenotipica total. De esta manera, se encontraron un gran nimero de genes
candidatos con normas de reacci6on plasticas. En la siguiente etapa del proyecto
encontramos gran variacion genética natural para el tiempo de desarrollo asociada al
cromosoma II en respuesta a gradientes altitudinales. A partir de estos resultados
realizamos ensayos de complementacion genética para varios mutantes heterocréonicos
plasticos para la temperatura, con el objetivo final de identificar genes con variacion
natural para el caracter. De esta manera, pudimos determinar que una importante
fraccion de la variaciéon natural esté asociada a la variacion a nivel de las secuencias de
invected, mastermind, criclket y CGi4591. En conclusidon, nuestros resultados
enfatizan la necesidad de tomar en cuenta el efecto que las vias de sefalizacion
metabolicas ejercen sobre la arquitectura genética de este complejo caracter de historia

de vida.

Palabras clave: tiempo de desarrollo, mutantes heterocrénicos, clina, genes de caracteres

cuantitativos, Drosophila melanogaster.



Identification and characterization of genes affecting developmental
time natural variation by means of heterochronic mutants of

Drosophila.
Abstract

Understanding the genetic architecture of ecologically relevant adaptive traits
requires the contribution of developmental and evolutionary biology. The time
to reach the age of reproduction is a complex life history trait commonly known
as developmental time. In particular, in holometabolous insects that occupy
ephemeral habitats, like fruit flies, the impact of developmental time on fitness
is further exaggerated. The present work is one of the first systematic studies of
the genetic architecture of developmental time, in which we also evaluate the
impact of environmental variation on the expression of the trait. We analyzed
179 co-isogenic single P/GT1]-element insertion lines of Drosophila
melanogaster to identify novel genes affecting developmental time in flies
reared at 25°C. Sixty percent of the lines showed a heterochronic phenotype,
suggesting that a large number of genes affect this trait. Mutant lines for the
genes Merlin and Karl showed the most extremes phenotypes exhibiting a
developmental time reduction and increase, respectively, of over 2 days and 4
days relative to the control. In addition, a subset of 42 lines selected at random
from the initial set of 179 lines was screened at 17°C. Interestingly, the gene-by-
environment interaction accounted for 52% of total phenotypic variance. Plastic
reaction norms were found for a large number of developmental time candidate
genes. In the next part of the project we found an altitudinal clinal variation for
second chromosome natural substitution lines. As a consequence, we performed
genetic complementation tests for a number of heterochronic temperature-
plastic mutants to identify genes with natural variation. We were able to
establish that an important fraction of the genetic natural variation is attributed
to invected, mastermind, criclket and CGi14591. Taken together, our results
stress the need to take into account the effect of metabolic signaling pathways

on the genetic architecture of this complex life-history trait.

Key words: developmental time, heterochronic mutants, cline, quantitative trait
genes, Drosophila melanogaster.
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Capitulo 1 Introduccién

En este primer capitulo infroduciremos los conceptos claves que
contribuyen a la formulacion de las preguntas abordadas a fravés de la
presente Tesis Doctoral, empezando por la presentacion del cardcter de
estudio (1.1) y el sistema modelo utilizado (1.2). Seguidamente,
desarrollaremos el concepto de heterocronia, que vincula los estudios
de evoluciéon y desarrollo (1.3). Luego, abordaremos el problema de la
variacion genética natural de los caracteres cuantitativos (1.4)
presentando los pardmetros genéticos relevantes para su andlisis. Por
Ultimo, plantearemos los objetivos generales de la Tesis (1.5) asi como las

hipdtesis y preguntas particulares de cada capitulo.

1.1. Evolucién adaptativa y tiempo de desarrollo: el cardcter de estudio

como componente del fitness.

La seleccidon natural es el proceso que moldea la conformacion
genética de una poblacién como producto de la variacién en el éxito
reproductivo diferencial (fitness) entre distintos fenotipos. En este sentido,
la evolucidn adaptativa es el cambio genético de una poblacién
producto de la accidén de la seleccidon natural. 3Cudles son los
caracteres fenotipicos asociados al éxito reproductivo? Posiblemente la
manera de dilucidar este interrogante es utilizando el marco de la Teoria
de historia de vida, la cual investiga la evolucion de los diferentes
caracteres relacionados al fitness en base a modelos de optimizacion
(Stearns, 1992; Roff, 1992). El objetivo de la Teoria de historia de vida es
explicar la variacion de los organismos en caracteristicas relevantes
para el fithess como el tamano al nacer, la tasa de crecimiento, el
tiempo y el tamano hasta alcanzar la edad reproductiva, el nUmero de
crias, la tasa mortalidad y la longevidad, entre los mds destacados. La
evolucidon de los caracteres de historia de vida estd influenciada por
factores intrinsecos y extrinsecos a los organismos, asi como también por

sus interacciones (Stearns, 2000). Entre los factores intrinsecos que



Capitulo 1 Introduccién

afectan la variacion genética se destacan las restricciones (trade-offs)
producto de las correlaciones genéticas negativas entre caracteres asi
como las restricciones filogenéticas y de desarrollo. Entre los extrinsecos
se destacan los factores ecoldgicos y ambientales que impactan sobre
la supervivencia y la reproducciéon de los organismos.

El tiempo que le lleva a un organismo completar su desarrollo
ontogenético y alcanzar la edad reproductiva es un cardcter de gran
importancia adaptativa, conocido como fiempo de desarrollo. Este
rasgo cuantitativo, de base poligénica, presenta variacion genética en
diferentes especies (Ambros & Horvitz, 1984, Laurila y col., 2002; Kause &
Morin, 2001; Cortese y col., 2002), y estd afectado por factores
ambientales (Gotthard & Nylin, 1995; Laurila y col., 2002). Entre los
insectos, el tiempo de desarrollo es muy variable encontrdndose valores
que van (a 25°C) desde los 5 dias en Rhopalosiphum prunifoliae
(especies partenogenética de d&fido) (Noda, 1960), 11 dias en Aedes
aegypti (mosquito vector del dengue) (Rueda y col., 1990), 15 en la
mosca de la arena Phlebotomus papatasi (vector de Leishmaniasis)
(Kasap & Alten, 2005), 36 dias en Hypsipyla grandella (lepiddptero plaga
de especies forestales tropicales) (Taveras y col.,, 2004) y 94 dias en
Rhodnius domesticus (una de las especies vectoras del Tripanosoma
cruzi) (Guarneri y col.,1998). En particular, en las especies del género
Drosophila, el tiempo de desarrollo también tiene gran variacién desde
10 dias en especies del grupo melanogaster (D. melanogaster, D.
simulans, D. ananassae) hasta 24 dias en especies grupo virilis (Markow &
O'Grady, 2005).

De acuerdo a la Teoria de historia de vida, bagjo condiciones
ambientales favorables (alimentacion de buena calidad, rango de
temperatura o6ptimo para el desarrollo) los organismos que se
desarrollan mds rdpidamente tienen un alto fitness debido a que
comienzan a reproducirse antes y de esta forma sus descendientes

estardn proporcionalmente mds representados en la siguiente
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generacion (Stearns, 1992,). Adicionalmente, la maduracion temprana
estd asociada a una menor mortalidad juvenil, como consecuencia de
un menor periodo de exposicion frente a patdgenos y predadores en
este periodo critico del ciclo de vida. En cambio, bajo condiciones
ambientales adversas (alimentacion pobre, temperaturas extremas) los
organismos con maduracidon temprana tienen un costo negativo
generalmente asociado a una reduccidon en el tamano corporal, lo que
repercute desfavorablemente en la fecundidad.

Debido a que, entre las caracteristicas distintivas, los caracteres de
historia de vida afectan las tasas de crecimiento poblacional, también
se los conocen como caracteres demogrdficos (Futuyma, 1997). Con el
objetivo Ultimo de manejar y conftrolar el crecimiento poblacional de
especies con importancia econdmica y sanitaria, resulta fundamental
estudiar y caracterizar la evolucidon de rasgos demogrdficos, como el
tiempo de desarrollo. En este sentido, el estudio de caracteres
ecolégicamente relevantes requiere la complementacién de disciplinas
como la biologia evolutiva y la biologia del desarrollo.
Lamentablemente, son escasos los organismos donde se pueden
investigar en profundidad caracteristicas genético-evolutivas y de
desarrollo que puedan confluir en una interpretaciéon integradora de
ambas corrientes de la Biologia. En el siguiente apartado mostraremos
las singularidades mds relevantes que llevaron a Drosophila a ser uno de
los pocos modelos que permite abordar estos temas de forma

mulfidisciplinaria.
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1.2. Drosophila melanogaster: especie modelo en biologia del desarrollo

y evolucion.

1.2.1. Evolucion y Drosophila.

El planteo que inicid Darwin y que sostiene la biologia evolutiva
moderna, es que la evolucidon es un proceso de dos pasos, primero
existe variacion entre individuos y después se producen cambios en la
proporcion de las diferentes variantes a fravés de las generaciones
(Futuyma, 1997). No cualquier tipo de variacion produce evolucion, es
indispensable que sea heredable (i.e., genética) para que el cambio
sea sostenido a fravés de las generaciones. Los estudios evolutivos
hacen foco en los factores que afectan el patrdn de variacion
genética, asi como también en los procesos naturales que actiuan
sobre la cantidad y calidad de la misma. En este sentido, varias
especies del género Drosophila, fundamentalmente D. melanogaster,
han sido utilizadas como organismos modelo para estudiar la variacion
genética natural de caracteristicas relevantes en términos evolutivos. La
variacion genética adaptativa es variacidbn generada como
consecuencia de la seleccién natural. En cambio la variaciéon genética
no adaptativa es atribuible a procesos demogrdficos, sin una
vinculacién relacionada a un mayor éxito reproductivo diferencial
(fitness) que determinada variante le confiere al organismo portador. En
particular, la variacion geogrdfica dentro de las especies es la
caracteristica que ha contribuido mds claramente con evidencias
sobre el proceso de seleccion natural. Entre los trabajos pioneros que
investigaron el nivel de variaciéon genética en poblaciones naturales se
destaca el estudio de Lewontin y Hubby (1966) en la especie D.
pseudoobscura, en el cual se observd que el 30% los loci enzimdticos
evaluados resultaron ser polimérficos. Anos mds tarde Oakeshoott y

colaboradores (1982) fueron mdas alld y detectaron evidencias de
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seleccion natural a partir del patron de variacion genética para el locus
Adh (alcohol deshidrogeanasa) en D. melanogaster. En tres dreas
independientes de su distribucion, la especie mostrd el mismo patrén de
variacion genética para el locus Adh: la frecuencia del alelo rdpido (en
relacion al lento) se incrementa a mayores latitudes en los fres
continentes estudiados (Asia, Europa y Norteamérica). Como se verd en
profundidad a fravés de la Tesis, una clina es un cambio gradual en la
frecuencia de un rasgo y/o alelo a través de una fransecta geogrdafica
(en el ejemplo mencionado es la distancia desde el ecuador). La
repeticion de este patron de variacion que se da de manera
independiente en diferentes confinentes sugiere que su naturaleza es
adaptativa, es decir, moldeada por seleccion natural (Endler, 1986).
Estos resultados se complementaron con los primeros estudios de
genética de poblaciones utilizando marcadores moleculares de ADN,
realizados por Martin Kreitman (1983). El gen Adh mostré 42
polimorfismos sindnimos y un Unico cambio aminoacidico sobre un total
de 2721 pares de bases, siendo este Ultimo el responsable de las
diferencias de movilidad entre los alelos electroforéticos ADHRépido vy
ADHetento (Kreitman, 1983). Los genetistas de poblaciones de Drosophila
fueron de los primeros investigadores que pudieron realizar una
asociacion directa entre genotipo y fenotipo, individualizando las
caracteristicas de importancia adaptativa, entre las que se destacan la
viabilidad, el tamano corporal, la longevidad, la fecundidad y el tiempo
de desarrollo (Stearns, 1992; Roff, 1992). En particular, para el tiempo de
desarrollo Oudman y colaboradores (1991) descubrieron que los
genotipos homocigotas ADHRépide presentalban un tiempo de desarrollo
mas rdpido que los heterocigotas ADHRdpido/ADHLento que a su vez
exhibian un desarrollo mds rdpido que los individuos homocigotas
ADHtento_ Sorprendentemente, se observd una correlacion entre el
aumento en la frecuencia del alelo ADHRdrido g mayores latitudes y una

aceleracion del tiempo de desarrollo (OQudman y col., 1991).
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Ademds de los estudios genético-poblacionales de las diferentes
especies del género Drosophila, los evolucionistas que utilizan este
organismo de estudio cuentan con gran cantidad de informacion
adicional. Enfre las mdas destacadas se encuentran el conocimiento de
la historia de vida de muchas de las especies del género (Markow &
O'Grady, 2005), la ecologia evolutiva de las mismas (Reaume &
Sokolowski, 2006; Fanara y col., 2004; Fanara y col., 2006), sus relaciones
flogenéticas (Ko, David & Akashi, 2003) y adicionalmente se cuenta con
gran cantidad de herramientas genético-moleculares (Mackay, 2004)
que posibilitan y facilitan la implementaciéon de disenos experimentales
impensables en ofros organismos. La reciente finalizacién de la
secuenciacion de 11 genomas completos (Drosophila 12 Genomes
Consortium, 2007) junto con el ya secuenciado de D. melanogaster
(Adams y col.,, 2000), ha posibilitado contar con 12 genomas de
especies representativas de los diferentes linajes del género Drosophila,
y de hecho varios laboratorios han avanzado en la consecucion de
nuevos proyectos gendmicos que involucran mds especies.
Actualmente, el desafio radica en la interpretaciéon de la enorme
cantidad de datos provenientes de dreas distantes del conocimiento en

hipdtesis evolutivas integrales.

1.2.2. Biologia del desarrollo y Drosophila.

El desarrollo ontogenético es un proceso dependiente del tiempo que
puede pensarse como la constitucion del fenotipo adulto a partir de un
determinado genotipo. Desde sus comienzos, los estudios de anatomia
comparada dieron cuenta que, independientemente de la diversidad
de formas externas, los cuerpos y sus partes estdn construidos por
unidades anatomicas evidentes. La modularidad u organizacion del
cuerpo de un animal en mddulos es la division de grandes estructuras y

procesos en conjuntos de unidades infernamente integradas. El bidlogo
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inglés William Bateson fue uno de los primero autores que abordaron
formalmente el tema de la modularidad a finales del siglo XIX. Sus
investigaciones fueron muy Utiles como marco para estudiar la 6gica
del diseno animal y entender los mecanismos evolutivos que generaron
variaciones sobre las diferentes unidades a lo largo de la historia natural.
Bateson reconocia que las diferencias fenotipicas mds evidentes entre
diferentes linajes de un grupo particular de animales se podian atribuir al
numero y ftipo de estructuras repetidas. Es decir, tomando como
ejemplo el caso de la construccion modular de la columna vertebral de
los vertebrados, puede verse que los diferentes linajes poseen distinto
nUmero y clase de vértebras en su columna, siendo las mismas las
unidades estructurales repetidas a lo largo del eje antero-posterior del
animal. El nUmero de vértebras varia desde menos de una docena en
sapos, pasando por freinta y tres en humanos, llegando a mds de un
centenar en serpientes. En cuanto al tipo de vértebras, las diferencias
entre ellas radican en el tamano y la forma de las mismas, dando lugar
a una clasificaciéon en vértebras cervicales, tordcicas, lumbares, sacras y
caudales. Un patrén similar se puede observar en la forma y diversidad
de estructuras en artrépodos. Dentro de este grupo, el nUmero de
segmentos repetidos varia desde unos pocos en insectos a decenas en
miridpodos. En particular el cuerpo de los insectos consiste en tres partes
(cabeza, térax y abdomen), cada una compuesta por varios
segmentos. La cabeza contiene la boca, las antenas y los 0jos; los
segmentos del térax cuentan con apéndices como las patas y las alas;
los del abdomen poseen el aparato digestivo y las estructuras genitales.
Bateson acund el término homedsis para referirse a las tfransformaciones
drésticas en las que un segmento del cuerpo de un animal es
reemplazado por ofro. En 1915, Calvin Bridges aisl6 un mutante
espontdneo en Drosophila, que llamo bitdérax, cuyo fenotipo consistia en
que parte del haltério se transformaba en ala, es decir que el tercer

segmento tordcico (que normalmente tiene un par de halterios)
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adquiria similitud con el segundo (que normalmente lleva un par de
alas). Desde entonces, el abordaje experimental para entender la
ontogenia de un animal consistid en la obtencion de mutantes con
efectos mayores en el patréon corporal. Con esta logica y anos de
investigacion E.B. Lewis, a finales de la década del setenta, hizo un
descubrimiento revolucionario al identificar los genes que controlan la
identidad de los segmentos abdominales en Drosophila. Lewis demostrod
que mutaciones en regiones no codificantes del gen homedtico
Ultrbithorax (Ubx) cambian la identidad del tercer segmento tordcico y
en su lugar produce un fenotipo en el que dicho segmento se parece al
segundo. En un individuo salvaje de D. melanogaster, Ubx inhibe la
expresion de varios genes (como wingless, D-SRF y achaete) requeridos
para la formacién correcta del ala, por lo que se genera un apéndice
reducido que es el halterio. Sin embargo, mutaciones que determinan la
pérdida de funcion de Ubx en el tercer segmento tordcico conducen a
la formacion de un segundo par de alas, suprimiendo el desarrollo de los

halterios (ver Figura 1.1) (Weatherbee y col., 1998).

Figura 1.1. (A) Mosca Salvaje. Las flechas indican los halterios del tercer
segmento tordcico. (B) Mutante Ubx. La mutacion homedtica genera el
desarrollo de un segundo para de alas, en lugar de los halterios.
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Experimentos posteriores demostraron que Ubx inhibe la expresion de
wingless uniéndose a las regiones regulatorias del gen. Por el conftrario,
en lepiddpteros (que poseen dos pares de alas) Ubx no suprime el
desarrollo de alas en el tercer segmento tordcico posiblemente porque
las regiones cis-regulatorias de los genes rio abajo de Ubx carecen de
sitios de union para este factor de transcripcion (Carrol y col., 2005). En
resumen, debido a que el ancestro comuUn de los dipteros y lepiddpteros
presumiblemente poseia dos pares de alas, las evidencias sugieren que
con posterioridad a la divergencia de estos dos lingjes (hace 200
millones de anos), en dipteros, Ubx adquirid una funcion inhibitoria de
genes como wingless (Weatherbee y col., 1999) dando como resultado

la supresidon de la formacion de un segundo par de alas (Figura 1.2).

Diptera Lepidoptera Coleoptera

\ Evolucion de las alas posteriore/

através de la regulacion téx

Nz

Ancestro de cuatro alas

Figura 1.2. Evolucién de la diversidad morfoldgica de las alas posteriores de 1os
insectos. A partir de una hipotética especie ancestral en la cual las alas
anteriores y posteriores tenian la misma morfologia se derivaron los distintos
linajes de insectos alados. En los dipteros, Ubx adquiere una funcion inhibitoria
de wingless, lo que habria conducido a la formacion de un Unico par de alas.
Tomado de Carroll (2005).
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Este es un claro ejemplo de como cambios a nivel molecular en
regiones regulatorias de genes jerdrquicamente relevantes en la
ontogenia, contribuyen a la diversificacion de los planes corporales en
la Clase Insecta. Pero no sélo mutaciones en Ubx generan cambios
drasticos en el fenotipo. Son varios los genes homedticos (genes Hox)
que cumplen roles muy importantes en la formacion del eje antero-
posterior durante la ontogenia de Drosophila (Gilbert, 2006).
Efectivamente, mutaciones que provocan tanto la pérdida como la
ganancia de funcidn en estos genes inducen a cambios drdsticos en el
fenotipo (Gilbert, 2006). Esta evidencia sugiere que se trata de genes
candidatos cuyas modificaciones ocurridas de forma natural pudieron
haber conducido a la diversificacion de los planes corporales (Vervoort,
2002). Utllizando como sonda porciones regulatorias de los genes
homedticos se logréd, con el tiempo, identificar genes que regulan la
identidad de segmentos corporales en vertebrados. En este sentido,

Carrasco y colaboradores (1984) predijeron que Si los genes
clonados de rana eventualmente resultan tener funciones similares
respecto de los genes de la moscas de la fruta, estariamos identificando
los primeros genes que confrolan el desarrollo en vertebrados”. El fiempo
les dio la razén, y la profunda homologia de los genes que regulan el
desarrollo de un invertebrado y un vertebrado pasd a ser una regla y un
pilar de los estudios enmarcados en la naciente disciplina evo-devo
(Figura 1.3). La semejanza en los genes de desarrollo de animales tan
distantes como una mosca (Drosophila) y un ratén (Mus) llevaron al
genetista del desarrollo Edward Lewis (De Robertis, 2008) a sentenciar
“.Todos venimos de wuna planaria...”, haciendo referencia
ironicamente al hipotético organismo bilateral ancestral del cual
derivaron los diferentes lingjes animales. En la actualidad se estdn

llevando adelante proyectos que estudian las funciones y los procesos
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evolutivos de estos antiguos genes de Urbilateria, el ancestro de los

animales bilaterales (Matsui y col., 2009).

Embrién de Drosophila

Cabeza Toérax Abdomen

Hox de 2b o5 Dfg S Amo  Uby  AMA  AbdR
Drosophila i

i i Ao [
Hox del - e == =
hipotético ' ! 1 !
ancestro
bilateral

Hox de -, .=
ratén 2 i ) »

Embrién de ratén

Figura 1.3. Genes Hox y Evolucion morfolégica. La expresion de los genes Hox
regulan la identidad de las regiones del embridn a lo largo del eje antero-
posterior tanto en Drosophila como en vertebrados. Los diferentes cuadrados
de colores representan a los ocho genes Hox. Notese que en vertebrados
existen cuatro copias de cada Hox, las cuales evolucionaron a partir de una
doble duplicacion génica en este linaje. Tomado de Carroll (2005).

1.2.3. Los estadios del ciclo de vida de Drosophila.

El ciclo de vida de los insectos holometdbolos (con metamorfosis
completa) comprende, luego de una etapa embrionaria, una serie
secuencial de estadios larvales, cuyo niUmero es caracteristico de cada
especie, seguido de una etapa pupal, finalizando con el estadio adulto

(Figura 1.4). En particular, las etapas juveniles de Drosophila constan de

11



Capitulo 1 Introduccién

tres estadios larvales a través de los cuales el individuo en crecimiento
va aumentando de tamano fundamentalmente como consecuencia

del incremento en el tamano y en el nUmero de células.

Figura 1.4. Estadios del ciclo de vida de Drosophila melanogaster. H:

huevo, L: larvas (1°, 2° y 3° estadio), P: pupa y A: adulto

Marcando la finalizacién de cada estadio larval y el comienzo del
siguiente se produce la muda que consiste en la sintesis de una nueva
cuticula, exoesquelto rigido que recubre el cuerpo del individuo en
crecimiento, y el reemplazo de la anterior. Durante el tercer estadio
larval, el individuo se alimenta hasta alcanzar un peso minimo umbral,
estadio conocido como peso critico para la pupacion, el cual
constituye la minima ganancia nutricional necesaria para comenzar la
metamorfosis. Alcanzado este estadio, en funcién de claves hormonales
y ambientales se da comienzo a la metamorfosis (Nijhout, 2003;
Davidowitz 'y col., 2004). Durante Ila misma, diversos tejidos
indiferenciados hasta esa etapa del desarrollo, conocidos como discos
imaginales, reemplazan a viejos tejidos especificos de la larva
remodelando los érganos existentes y generando otros de novo, como
las alas y los ojos. Concluida la metamorfosis se produce la Ultima muda,
proceso que determina que la morfologia externa y consecuentemente
el tamano del imago, permanezcan inalterables a lo largo de la vida

adulta.
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1.2.4 Regulacion hormonal de la ontogenia en funcién de claves

ambientales: efectos sobre tiempo de desarrollo.

Los programas ontogenéticos que controlan los estadios juveniles del
ciclo de vida involucran vias de senalizacion tanto sistémicas como
locales, las cuales responden a factores ambientales que coordinan los
diferentes pasos a través del desarrollo (Flatt y col., 2005). Tanto las
diferentes mudas como la transformacion metamorfica de larva a pupa
estdn coordinadas y reguladas por hormonas (Nijhout, 1994). Las
principales hormonas que regulan estos procesos de desarrollo son la
ecdisona y la hormona juvenil (HJ). A su vez, la secrecion de la ecdisona
desde la gldndula protordcica esta gatilada por la hormona
protoracicotréfica en el cerebro (Gilbert, 2006). Proximo a la finalizaciéon
de cada estadio larval se libera un pulso de ecdisona que regula la
formacion y expansiéon de la nueva cuticula. Junto con la liberacion del
pulso de ecdisona, los niveles de HJ presentes en ese momento
determinan la identidad de la muda: si los niveles de HJ se encuentran
en una concentracion superior a un determinado umbral, se producird
una muda larva-larva, por el confrario si los niveles de HJ estdn por
debajo de ese umbral se dard lugar al comienzo de la metamorfosis
(muda larva-pupa) (Truman & Riddiford, 2002; Emlen & Allen 2004).

El tiempo requerido para que los estadios inmaduros (embridn, larvas y
pupa) completen su desarrollo dependen fundamentalmente de
factores ambientales como la nutricion, el fotoperiodo y la temperatura
de desarrollo. Por ejemplo, en buenas condiciones nutricionales, con un
periodo de luz-oscuridad 12:12 y a 25°C, todo el proceso de desarrollo
dura aproximadamente 10 dias. Contrariamente, tanto en pobres
condiciones nutricionales (De Moed y col., 1999), como en ciclos de luz-
oscuridad de mayor periodo (Paranjpe y col.,, 2005) y bajo menores
temperaturas de desarrollo (Partridge y col., 1994; Folguera y col., 2008)

la duracion del desarrollo se incrementa. El caso opuesto también es
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posible, observdndose una aceleracion del tiempo de desarrollo en
tratamientos de luz continuos (Paranjpe y col., 2005) y en rangos de
temperatura entre los 25°C y 28°C (Trotta y col., 2006). En el marco de
estudios de adaptacion térmica, se ha observado que el efecto de la
temperatura de desarrollo no sélo influencia la duracion de los estadios
juveniles sino que ademds afecta el tamano corporal del animal
(Partridge & French, 1996).

1.3. Heterocronia

1.3.1. Haeckel: el origen de la heterocronia.

En su infento por interpretar a los procesos naturales de una manera
holista y unificadora, el bidlogo alemdn Ernst Haeckel planted a
mediados del siglo XIX un vinculo directo entre la ontogenia y la

flogenia. Haeckel (1905) sostenia que "...Estas dos ramas de nuestra
ciencia estdn vitalmente conectadas...La conexidn entre ellas no es
superficial, sino profunda, intrinseca y causal'. Su teoria de la
recapitulacion plantea que los estadios juveniles de las especies
descendientes constituyen una repeticion rdpida y condensada las
formas adultas de las especies ancestrales (Figura 1.5) (Gould, 1977). En
consecuencia, para los evolucionistas contempordneos al embridlogo
aleman, las semejanzas en las etapas embrionarias de diferentes
especies, eran consideradas como evidencias de ancestralidad comun.
No es casual que Ernst Haeckel, haya sido quien diseminara las ideas
evolucionistas de Darwin en Alemania y uno de sus mds fervientes
defensores. Haeckel acund el término heterocronia como excepcion no
recapitulacionista a la relaciéon entre la ontogenia vy la filogenia. Este fue
el primer significado de heterocronia; y no seria el Ultimo. La
recapitulacion planteada por Haeckel, y varios ofros alemanes

contempordneos, sustentaba Ia unidn entre Ia ontogenia vy la filogenia
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de una manera causal y unidireccional: la flogenia era considerada el
motor de la ontogenia, dejando a esta Ultima en un status causalmente
dependiente de la primera. Sin embargo, no era desconocido para este
autor que habia excepciones a la teoria recapitulacionista. En efecto,
un desplazamiento temporal relativo entre diferentes caracteres a lo
largo de la ontogenia alteraria lo propuesto por la filogenia. De esta
forma, la primera concepcion del término heterocronia representa la

contracara de la idea de recapitulacion.

Filogenia de estadios adultos
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Figura 1.5. Diagrama esquemdtico del mecanismo de recapitulacion
propuesto por Haeckel. La evolucidn de las especies consiste en la
incorporacién de nuevas caracteristicas en los estadios adultos conservando la
onfogenia de las especies ancestrales. Por ejemplo, para la especie 4 el
estadio adulto estd representado por el cuadrado rojo. Durante su ontogenia
la misma pasa por las etapas juveniles “tridngulo verde”, “forma marrén” y
“circulo violeta” que a su vez constituyen los estadios adultos de las especies 3,
2y 1, respectivamente. Modificado de Gould (1977).
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Tras anos de buena reputacion, la teoria de la recapitulacion (fambién
conocida como Ley Biogenética) enfrenta duras criticas provenientes
de estudios que muestran que hay numerosas adaptaciones propias de
los estadios juveniles que no resultan ser un reflejo de los estadios adultos
ancestrales (Gould, 1977). En otras palabras, el cuestionamiento apunta
al planteo de Haeckel de que la ontogenia estaria subordinada a la
flogenia. Mds alld de las criticas, uno de los mayores logros que
actualmente reconocemos del planteo recapitulacionista es que por
primera vez se relacionaron dos niveles diferentes del tiempo bioldgico:

el ontogenético y el evolutivo.

1.3.2. De Beer: genes de desarrollo y heterocronia

En su liboro Embriones y ancestros (1930) Galvin de Beer intenta
desvincular el concepto de heterocronia de la idea de la recapitulacion
y demostrar coémo diferentes cambios en el tiempo de desarrollo podian
generar cambios a nivel evolutivos (Smith, 2003). de Beer profundiza la
idea de que las innovaciones evolutivas pueden ocurrir en cualquier
etapa del desarrollo, lo que genera patrones ontogenéticos que se
apartan de la recapitulacidon. De esta manera, para de Beer, las
heterocronias surgen a partir del desplazamiento temporal de un
determinado cardcter a través de la ontogenia en relacidon con el
tiempo en que ese mismo cardcter surge en la forma ancestral. En su
intfento de acercar la Embriologia comparada a la Sintesis evolutiva, de
Beer rechaza la relacion causal entre la filogenia y la ontogenia,
otorgdndole un status independiente a esta Ultima y destacando su
importancia en la evolucidbn de los organismos. Gargstang,
contempordneo de de Beer, sentencia: “la ontogenia no recapitula la
flogenia, la crea” (1922). Este embridlogo evolutivo britGnico considerd
a la heterocronia como un proceso, aungue la forma que utilizdé para

presentarla fue una clasificacion de diferentes patrones de relacion
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entre la ontogenia vy la filogenia. Bajo esta perspectiva, la filogenia dejo
de considerarse como el motor de la ontogenia. de Beer fue el primero
que postuld que cambios en los genes que controlan la tasa de
desarrollo  de un individuo conducen a heterocronias |y
consecuentemente, a cambios morfoldégicos (Brigandt, 2006).
Indudablemente, esta vision prioriza a la ontogenia como el factor
responsable de las diferencias fenotipicas entre las especies, a fravés de
la accidn de los genes que gobiernan el desarrollo. Nuevos enfoques y
metodologias surgirdn a partir de esta redefinicion de la heterocronia
donde por lo que entendemos, la fransmutacion del concepto gand su

significado moderno.

1.3.3. Gould: el resurgimiento de la heterocronia.

Hoy, a freinta anos de su publicacién, podemos decir que el libro
Ontogenia y Filogenia (1977) de Stephen Jay Gould es un cldsico de la
literatura en temas de evoluciéon y desarrollo. Esta obra marcd un hito en
la historia de la disciplina por varios motivos: 1) es una extensa y exquisita
revision de los estudios que unieron a la ontogenia y a la filogenia desde
la época de Haeckel, 2) detalla la odisea (propias palabras de Gould)
del concepto de heterocronia, 3) realiza una valiosa propuesta en
relacion a la integracién de los caracteres de tamano y forma de los
organismos con el tiempo que les lleva alcanzar el estadio adulto, 4)
unifica los marcos conceptuales de disciplinas como la genética, la
embriologia, la fisiologia y la paleontologia.

Alberch, Gould y colaboradores (1979) centraron sus estudios en las
heterocronias de crecimiento, y de esta manera restringieron el andlisis
al tamano y la forma de la estructura estudiada (Klingenberg, 1988). Sin
embargo, existen modelos donde la medicion directa del tiempo de
desarrollo posibilita el estudio de las heterocronias sin la necesidad de

cuantificar estimadores indirectos. En este sentido, en la siguiente
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seccion mostraremos de qué manera el corto tiempo de desarrollo de
un organismo, asi como también la posibilidad de manipulaciones
genéticas, resultaron en las principales caracteristicas para estudiar las

bases genéticas de la heterocronia.

1.3.4. Mutantes y genes heterocrénicos.

La heterocronia segun de Beer, resulta del desplazamiento temporal de
un cardacter en relacion al momento del desarrollo que ese mismo
cardcter surge en el lingje ancestral. Esta relacidon ancestro-
descendiente, originalmente acunada para establecer vinculos entre
especies ancestrales y derivadas, la reinterpretaremos en términos
genéticos. Entonces, consideramos que un mutante heterocrénico es
aqguel genotipo que cambia la duracidon del desarrollo ontogenético
requerido para llegar a la edad reproductiva en relacién al genotipo
salvaje, en este caso genealdégicamente ancestral. En los términos de los
dos procesos que Gould toma como mecanismos heterocrénicos
(Gould, 1977), los mutantes pueden acelerar o retardar el desarrollo
respecto del genotipo salvaje. El andlisis de las bases genéticas
responsables del fenotipo tiempo de desarrollo, resultard en la
identificacion de genes heterocrénicos.

Los primeros mutantes heterocrénicos fueron descriptos en otro animal
modelo para estudios de desarrollo, el gusano nemdtodo
Caenorhabditis elegans. En este caso se generaron mediante
mutagenizacion con quimicos y radiacion a partir de una linea salvaje
de C. elegans (Ambros & Horvitz, 1984). Los fenotipos fueron analizados
en base a defectos en la morfologia de la cuticula y el comportamiento
de muda. En este primer estudio se logrd la identificacion de 6 genes
cuyas mutaciones resultaron en un fenotipo heterocréonico. Tomando el
caso del mutante lin-14, Ambros (1989) obtuvo mediante

manipulaciones genéticas sobre este locus ambos fenotipos

18



Capitulo 1 Introduccién

heterocronicos (aceleracion y refraso del desarrollo) producto de
alteraciones temporales en el destino de las células (cell fate) laterales
hipodérmicas las cuales son responsables de la formacion de la cuticula
del animal. Por un lado, mutantes lin-14 pérdida de funcion omitieron el
destino de las células hipodérmicas caracteristico del estadio larval 1
(L1) y tomaron el destino celular especifico de este tejido de etapas mas
tardias del desarrollo, proceso que llevd a la aceleracion del tiempo de
desarrollo del animal (Figura 1.6 B). Por el conftrario, la sobreexpresion de
lin-14 condujo a la reiteracion del estadio L1, lo que repercutid en un
retraso en la duracion del desarrollo (Figura 1.6 C). En el caso de los
mutantes de C. elegans, el patrdn heterocrénico no se restringe
Unicamente al tejido hipodérmico, encontrédndose mutantes en otros
linajes celulares como el intestino, los musculos y las neuronas (Moss,
2007).

(A) Salvaje (B) lin-14 (0) (C) lin-14 (gf)

Embrion

E - B
s L2 - w
S =

Adulto

Figura 1.6. Representacion de los mutantes heterocronicos de C. elegans. El
mutante pérdida de funcién lin-14 omite el estadio larval 1 lo que acelera el
desarrollo (B). El mutante lin-14 ganancia de funcion (gf) retarda el desarrollo
reiterando repetidas veces el estadio L1 (C). Modificado de Moss (2007).
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1.4. Variacion genética natural de caracteres cuantitativos: patrones y

procesos.

La variacion de los caracteres fenotipicos producto de manipulaciones
experimentales en el laboratorio denota la capacidad de cambio de
los sistemas genéticos. Sin embargo, en qué medida esa variacion
observada en condiciones experimentales puede tener lugar en
procesos naturales es uno de los interrogantes mds grandes de la
biologia evolutiva. En este sentido, a lo largo de la historia de la
disciplina, los drasticos efectos fenotipicos generados por mutaciones
artificiales han contribuido negativamente a la construcciéon tedrica de
lo que significa el cambio evolutivo. En este contexto, Stern (2000) se
refiere a las "mutaciones evolutivamente relevantes” como aquellas
variantes genéticas frecuentes en las poblaciones naturales
responsables de las diferencias a los fenotipicas entre individuos.

Para todo cardcter cuantitativo, la variacion fenotipica natural resulta
de la segregacion de alelos en multiples QTLs (loci de caracteres
cuantitativos) los cuales generaimente son sensibles a variaciéon
ambiental (Mackay, 2001). En este sentido, la arquitectura genética de
un cardcter cuantitativo se refiere al patrén de efectos genéticos que
contfrolan un determinado cardcter fenotipico y sus propiedades de
variacion (Hansen, 2006). La descripcidon de la arquitectura genética
requiere establecer los genes que, necesariamente, estan implicados en
la expresion del cardcter y su modo de accion, es decir si el fenotipo es
el resultado de la suma de los efectos de cada locus individual, o en
cambio, existen interacciones epistaticas entre loci que causan efectos
no lineales a nivel fenotipico (Mackay, 2004; Demuth & Wade, 2006).
Asimismo, el identificar los efectos pleiotropicos sobre otros caracteres
de interés proporciona la posibilidad de explorar las restricciones
genéticos (trade-off), mediante el andlisis de co-variaciones lo cual

permite estudiar las causas que restringen el cambio evolutivo
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(Promislow, 2004; Palaima, 2007). Indudablemente se debe realizar un
estudio integrado que permita conocer la arquitectura genética de
caracteres complejos, ya que se debe establecer: i) qué proporcion de
los genes involucrados en el cardcter son variables en las poblaciones
naturales, ii) si los efectos fenotipicos de los QTLs son independientes de
las condiciones ambientales, iii) las bases moleculares de la variacion
entre alelos (polimorfismos de nucledtidos o SNPs -Single Nucleofide
Polymorphisms) vy iv) las fuerzas evolutivas que gobiernan el cambio
evolutivo de los QTLs. Esta enumeracion pone de manifiesto que si bien
la tarea de descifrar la arquitectura genética de caracteres complejos
no es fdcil, promueve nuevas miradas en el estudio de la variacion
genética de las poblaciones naturales (Sambandan y col 2008; Harbison
y col., 2009) y de la divergencia, puesto que tendremos la posibilidad de
establecer si los genes responsables de la variacion cuantitativa dentro
de una poblacidn, son los mismos que estdn implicados en la
divergencia entre poblaciones y/o enfre especies (Gompel & Carroll,
2003; Sucena y col., 2003). En este contexto, el interés de la gendmica
ecoldégica evolutiva radica no solo en cuantificar la diversidad genética
gue hay en las poblaciones naturales sino también en la dilucidacion de
los mecanismos y procesos que modulan los cambios de la arquitectura
genética durante la evolucion adaptativa. AUn cuando podemos
correlacionar la diversidad genética y el potencial evolutivo debemos
diferenciar muy bien las propiedades de cada componente a fin de
evitar errores de interpretacidon y de concepto. Por ejemplo, la
heredabilidad (en sus dos acepciones: amplia y estrecha) expresa la
potencialidad de un determinado cardcter de responder a la seleccion
(Lynch & Walsh, 1998; Visscher y col., 2008) mientras que la capacidad
de evolucionar (evolvability en ingles) se ufiliza para referirnos al
potencial evolutivo de una arquitectura genética determinada
(Partridge y Barton 2000; Pigliucci 2008).
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En un punto en el tiempo y el espacio, solo una fraccion de los
componentes de la arquitectura genética contribuye a la diversidad
genética de una poblacion. Parte de esta diversidad tiene impacto a
nivel fenotipico y constituye la *variacion genética visible” mientras que
otras variantes genéticas comiunmente no son detectadas ya sea
porque sus efectos no son medibles a nivel fenofipico (como por
ejemplo las sustituciones sindbnimas) o porque sus efectos se hacen
visibles bajo condiciones genéticas o ambientales especificas
(Schlichting & Pigliucci 1998). Esta Ultima variaciéon se la conoce como
“variacion genética criptica u oculta” en donde la epistasis e
interacciones genotipo ambiente dan sustento a la misma (Gibson &
Dworkin, 2004; Masel, 2006).

Como es de imaginar, debido a la complejidad y extensidn requerida
para la descripcion completa de la arquitectura genética de un
cardcter relevante para el fitness, actualmente son escasos los rasgos
para los que se conoce la totalidad de pardmetros e informacion,

inclusive en Drosophila.
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1.5. Objetivos generales.

Los objetivos generales de esta Tesis Doctoral son, en primer lugar,
identificar y caracterizar genes asociados a la expresion fenotipica del
tiempo de desarrollo en D. melanogaster; en segundo lugar, establecer
los patrones de la variacion genética de este cardcter en poblaciones
naturales, y por Ultimo, determinar regiones del genoma responsables
de la variacion genética natural. En relacion a los Ultimos dos puntos nos
interesa estudiar ademds los procesos que generaron la variacion
genética observada en los genes asociados a la arquitectura genética
del tiempo de desarrollo en el género Drosophila. Para cumplir con estos
objetivos, utilizaremos a lo largo de la Tesis tanto mutantes artificiales
como genotipos con variacion natural para el tiempo de desarrollo. El
orden de nuestro estudio serd de los genes a las poblaciones,
investigando las propiedades mds importantes de cada nivel analizado.
El andlisis funcional de la Tesis se centrard en los procesos bioldgicos de
los genes heterocrénicos identificados, sus interacciones genético-
ambientales y su grado de pleiotropia. El andlisis genético-evolutivo
hard foco en los patrones y procesos reflejados en la variacion natural
del tiempo de desarrollo. De esta manera, el trabajo se estructurard en
cuatro partes que conforman unidades de andlisis con objetivos
particulares pero complementarios.

En el Capitulo 2 presentamos un estudio destinado a la identificacion de
genes candidatos para el tiempo de desarrollo utilizando un conjunto
de lineas mutantes artificiales. Al ser el fiempo de desarrollo un cardcter
cuantitativo tenemos como hipdtesis que el mismo estd afectado por un
gran nUmero de loci. En esta seccidn nos interesa responder, entre otras,
las siguientes preguntas: i) 3en qué proporcion se identifican mutantes
heterocronicos respecto del control?, i) scudntos aceleran el tiempo de

desarrollo?, iii) gcudntos lo retrasan?, iv) 3qué genes modifican la
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expresion del cardctere, v) squé procesos bioldgicos cumplen dichos
genes?e

En el Capitulo 3 evaluamos el papel que juega la variacion ambiental
sobre el tiempo de desarrollo utilizando una muestra de mutantes
artfificiales caracterizados en el Capitulo anterior. En particular,
estudiamos el efecto que temperatura de desarrollo tiene sobre los
mutantes heterocrénicos. Al ser la temperatura uno de los factores
ambientales determinantes en el desarrollo de un individuo planteamos
la hipotesis que la misma afectard significativamente la expresion del
cardcter. A esta altura de la Tesis pretendemos contestar, entre otras, las
siguientes preguntas: i) slos mutantes heterocronicos son independientes
de las condiciones térmicas durante el desarrollo?, i) 3se altera la
magnitud de cambio frente a las nuevas condiciones térmicase, iii) zes
posible identificar genes pldsticos que afecten al cardcter en funcion de
la temperatura de desarrollo?

En el Capitulo 4 estudiamos la variaciéon genética para el tiempo de
desarrollo a partir de genotipos derivados de poblaciones naturales de
Argentina. Se pondrdn a prueba hipdtesis térmicas adaptativas que
expliguen la estructuracién de la variaciéon genética encontrada. Nos
interesa  abordar, entre otras, las siguientes preguntas: i) zhay
diferenciacion genética para el tfiempo de desarrollo entre las
poblaciones naturales estudiadas?, i) en el caso de encontrar
diferencias poblacionales, sla variacion estd estructurada siguiendo un
patron macrogeogrdfico? iii) squé grado de variacion genética aditiva
tienen las poblaciones para responder a procesos evolutivos?e

En el Capitulo 5 readlizamos cruzamientos entre los mutantes
heterocronicos identificados en el Capitulo 2 y los genotipos naturales
mas extremos individualizados en el Capitulo 4, con el objetivo de
disecar las bases genéticas que contribuyen a la variacion natural para
varios genes candidatos. Entre las preguntas desarrolladas se destacan:

i) sexisten alelos diferentes de los genes heterocronicos que contribuyen
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a las diferencias fenotipicas observadas enfre las poblaciones
estudiadas?, i) sla seleccidn natural moldea tal diferenciacion
genética?

En el Capitulo 6 exponemos las conclusiones generales, infegrando los
principales resultados de toda la Tesis desde un enfoque cuantitativo,

funcional, gendmico y evolutivo del fiempo de desarrollo.
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Capitulo 2. dentificacion de mutantes y genes heterocronicos

2.1. Introduccion

Comprender la ontogenia de los caracteres de historia de vida,
especialmente el control genético de la duracidén de los eventos mads
importantes en el desarrollo de un organismo, es un tema pendiente en
evo-devo. Entre las etapas mds importantes del ciclo de vida de un insecto
se destaca la eclosidon, evento de la ontogenia en el cual el imago
abandona el pupario finalizando de esta forma el Unico estadio sésil del
ciclo (con excepcién del embrionario). En Drosophila el ritmo de eclosion
estd regulado por la interaccién entre los marcapasos cenfrales vy
periféricos del sistema neuroenddcrino (Myers y col., 2003), los cuales
controlan los ciclos enddgenos de 24 horas, conocidos como ritmos
circadianos. Los relojes circadianos son una adaptacién cuya alteracion
afecta aspectos muy importantes tanto de indole fisioldgico como
comportamental (Sharma, 2003). Alteraciones en componentes relevantes
del reloj bioldgico determinan cambios en el tiempo de desarrollo, como
se pudo observar por ejemplo en mutantes period (Kyriacou y col., 1990).
En este sentido, existen evidencias que sugieren que los organismos con
relojes rapidos aceleran el tiempo de desarrollo e inversamente, aquellos
con relojes lentos, lo retardan (Paranjpe & Sharma, 2005; Kumar y col.,
2006).

Historicamente, una estrategia para estudiar experimentalmente la
evolucion de caracteres relacionados al fitness, es la implementacion de
fuertes regimenes de seleccion artificial a lo largo de generaciones
sucesivas, y de esta forma estudiar el impacto que tuvo la misma sobre os
caracteres de interés (Falconer & Mackay, 1996). Para el caso del tiempo
de desarrollo, diversos grupos de investigacion llevaron adelante

protocolos de seleccion artificial, y estudiaron no sélo la respuesta
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fenotipica del cardcter, sino también las respuestas genéticas
correlacionadas que mostraron otros caracteres de relevancia adaptativa,
tanto morfoldgicos, fisioldgicos como de historia de vida (revisado en
Prasad & Joshi, 2002). En efecto, experimentos de seleccién artificial
destinados a reducir el fiempo de desarrollo condujeron a respuestas
negativamente correlacionadas sobre el peso del adulto al momento de
la eclosidn (Nunney, 1996), el tamano del adulto (Nunney, 1996; Zwaan y
col., 1995; Chippindale y col., 1997; Prasad y col., 2001; Chippindale y col.,
2004), la viabiidad (Chippindale y col., 1997; Prasad y col., 2001) y
longevidad (Chippindale y col., 2004). La aceleracién del tiempo de
desarrollo repercute negativamente sobre el tamano corporal y la
resistencia a la inanicion, patrén conocido como sindrome del desarrollo
rapido, fendmeno que pone de manifiesto la conexion directa entre los
estadios juveniles y adultos a través de compromisos (trade-offs)
energéticos (Chippindale y col., 2004). Este tipo de resultados destacan las
correlaciones genéticas negativas entre el tiempo de desarrollo y una gran
cantidad de caracteres adultos, hecho que sugiere que los genes
involucrados en el desarrollo temprano de un organismo tienen efectos
pleiotropicos sobre ofros caracteres de adulto. La pleoitropia es la
propiedad de un gen de afectar a dos o mds caracteres
simultdneamente. De esta manera, la magnitud de la correlacion genética
inducida por la pleiotropia expresa en qué medida los caracteres estdn
influenciados por los mismos genes (Falconer & Mackay, 1996). Si bien los
estudios de seleccién artificial sobre el fiempo de desarrollo son apropiados
para investigar la variacion genética que presenta una determinada
poblacién como respuesta a los regimenes de seleccion y las asociaciones
genéticas con ofros caracteres, el enfoque es limitado en cuanto a la

identificacion de los genes que contribuyen a la variaciéon fenotipica del
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cardcter, asi como también a la individualizacidn de loci con efectos

pleiotrépicos sobre ofros caracteres adaptativos (Leroi y col., 2005).

Uno de los proyectos gendmico funcionales mds ambiciosos es el de
disrupcion génica de D. melanogaster, componente del proyecto
Genoma de Drosophila llevado adelante por la Universidad de California
en Berkeley. El mismo consiste en una extensa coleccion de cepas
mutantes homocigotos para todos los loci (isogénicas), derivado de una
linea de la cepa salvaje Canton-S. Cada linea isogénica mutante fue
derivada de un esquema de cruzamientos mediante los cuales se lograron
inactivar genes individuales (uno por linea) mediante la insercion de
elementos moviles (Spradling y col., 1995). La implementacién de
elementos moviles como vectores mutagénicos posibilita la inferencia de la
funcidon normal de un gen determinado a través de la manifestacion de un
fenotipo mutante, debido a que la insercién del elemento movil genera
una mutacién de efecto mucho mds localizado que la producida por
diferentes quimicos mutdgenos como el Etil Metil Sulfonato (Keightley &
Ohnishi, 1998). De esta manera, la mutagénesis por insercion de elementos
transponibles permite identificar y caracterizar la funcién de gran cantidad
de genes que hasta el momento formaban parte de una porcién

funcionalmente desconocida del genoma.

El presente capitulo fiene como objetfivo realizar una busqueda de
mutantes heterocrénicos utilizando 192 lineas del Proyecto Genoma de
Drosophila de Berkeley. A partir de estos resultados identificamos parte de
la base genética del tiempo de desarrollo, es decir genes candidatos a
estar involucrados en la expresion fenotipica de este cardcter lo que nos
permitird conocer los procesos bioldgicos en los que estos loci se
encuentran implicados, asi como también las vias de senalizacion de las

cuales forman parte. De manera global, caracterizaremos el perfil
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funcional del conjunto de genes hetferocrénicos candidatos. Ademdads,
estudiaremos los efectos pleiotrdpicos que los genes tienen sobre otros
caracteres adaptativos. Al ser el fiempo de desarrollo un cardcter
cuantitativo, tenemos como hipdtesis de trabajo que el mismo estaria
influenciado por un gran numero de loci. A su vez, tal como lo sugieren los
estudios de selecciéon artificial, se espera identificar genes con efectos

pleiotrépicos sobre ofros caracteres adaptativos.

Las preguntas centrales que se pretenden abordar en el presente capitulo

son:

(1) sLa mutagénesis por insercion de elementos moviles provoca fenotipos
heterocrénicos? 3En qué proporcion las lineas mutagenizadas manifiestan
fenotipos heterocrénicose sQué proporcidn de estos mutantes
heterocrénicos aumentan el tiempo de desarrollo respecto del control?

3Se encuenfran mutantes que disminuyan el fiempo de desarrollo?
(2) sLos mutantes afectan diferencialmente a ambos sexos?

(3) s5Cudles son los genes involucrados en la expresion del cardctere
sForman parte de vias de senalizacion relevantes durante la ontogenia?

s Qué funciones bioldgicas cumplen?

4) sLos genes heterocrénicos candidatos tiene efectos pleiotrépicos sobre
otros caracteres relacionados al fitness, como la viabilidad, el ritmo de

eclosién, el tamano corporal y la longevidad?
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2.2. Materiales y Métodos

Stocks de Drosophila y ensayos fenotipicos

Los ensayos de tiempo de desarrollo los realizamos en un panel de 192
lineas mutagenizadas con inserciones de elementos transponibles P[GTI]
(ver Figura 2.1). Estas lineas poseen el mismo fondo genético derivado del
stock Canton-S linea B (de aqui en adelante Canton-S B) (Lukacsovich,
2001). Las mismas fueron gentilmente cedidas por la Dra. Trudy Mackay
(North Carolina State University, USA).

mini-white

Figura 2.1. Esquema del elemento P[GTI]. El plasmido pUC8 contiene un sitio de
origen de replicacion bacteriano y un gen de resistencia a antibidticos. Ambas
herramientas se utilizan para clonar la secuencia flanqueante a la insercion.

Los ensayos se realizaron en bloques de entre 30 y 40 lineas cada uno.
Simultdneamente con cada blogue se corrid una linea conftrol, la cual
tiene el mismo fondo genético del resto de las lineas (Canton-S B) y estd
liore de inserciones mutacionales. Por cada linea, se colocaron 300 parejas
de moscas sexualmente maduras en cajas de recoleccidn de embriones
durante 8 horas. Cada caja contenia una placa de Petri rellena con un gel
de agar (2% en agua) sobre el que se colocd granos de levadura
comercial (Saccharomyces cerevisiae) seca que sirvid como estimulo para
oviposicion. Este procedimiento permitié la obtencion de una enorme

cantidad de embriones los cuales fueron depositados por las hembras en
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la superficie del gel de agar. Las placas con embriones se incubaron a
25°C por 16 hs para permitir la eclosion de las larvas de primer estadio. Una
vez producida la eclosidon se sembraron 30 larvas (4 réplicas por linea) en
tubos con medio de cultivo preparado con puré de papa instantdneo
(Roberts, 1998). A esta densidad se considera que no hay efecto denso-
dependiente. Todas los tubos se mantuvieron en un incubador a 25°C + 0.5,

con un fotoperiodo de 12:12 h luz:oscuridad y una humedad de 60-70%.

Tiempo de Desarrollo. Una vez alcanzado el estadio pupal, se comenzd a
registrar la emergencia de los adultos cada 12 horas (a las 2:00 y 21:00 hs
de cada dia). El tiempo de desarrollo se estimd como el tiempo (medido
en horas) tfranscurrido entre la siembra de las larvas de primer estadio hasta
la emergencia del adulto para cada sexo por separado. Es necesario
destacar que el registro de emergidos cada 12 horas es menor al tiempo
qgue estuvieron los adultos en la cajas de recoleccidon de embriones (8

horas).

Viabilidad pre-adulta. Al finalizar la eclosién de los adultos de cada tubo,
se registrd el nUmero de individuos que alcanzé dicho estadio, con el fin de
estimar la supervivencia en cada réplica. Al tratarse de un cociente (# de
individuos sembrados / # de individuos emergidos) se utilizd la
transformacién angular [arcseno (pi) %, donde pi es el porcentaje de

supervivencia] para los sucesivos andlisis estadisticos.

Momento de eclosion. Por cada réplica analizada, se agrupd a la totalidad
de los individuos recolectados en los registros de las 2:00 horas, y se los
consider6 como emergidos en el intervalo de oscuridad, mientras que
aquellos individuos que fueron recolectados en los registros de las 21:00
horas se los clasificd como eclosionados en los intervalos de luz. Es decir

que por cada réplica se obtuvo la proporcion de individuos emergidos en
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el intfervalo de luz respecto del total de individuos eclosionados sexo por

separado.

Identificacion de los genes. Con el objetivo de identificar a los genes
mutados responsables de la variacion fenofipica, se ufilizaron como sondas
in silico las regiones flanqueantes a la insercidon del elemento P[GTI] y se
buscaron regiones homologas en el genoma de D. melanogaster. Este
procedimiento se realizé con el Release 5 del genoma de D. melanogaster
ufiizando las  herramientas de BLAST de NCBlI vy Flybase
(http://flybase.bio.indiana.edu/).

Anadlisis Estadistico
Andlisis Genético cuantitativo.

Se realizaron andlisis de varianza (ANOVAs) para cuantificar la varianza
genética mutacional para el tiempo de desarrollo. Con el objetivo de
evitar efectos especificos de la supervivencia sobre el tiempo de desarrollo,
se excluyeron del andlisis aquellas lineas cuya viabilidad pre-adulta resultd
ser menor al 50% de la exhibida por el control. De esta manera, de las 192
lineas se excluyeron 13, y se procedid con el andlisis del tiempo de
desarrollo con las restantes 179. Con el objetivo de incluir todas las lineas
ensayadas en diferentes blogues en un Unico andlisis, se procedié a tomar
a la unidad experimental como la desviacion respecto a la media del
control contempordneo de cada individuo emergido. De manera general,
la unidad experimental tomd la siguiente forma: (Xijz — Xc), donde Xi es el
tiempo de desarrollo del individuo i de la réplica j de la linea z y Xc es la
media del tiempo de desarrollo de la linea control contempordnea por
cada sexo por separado. Los valores de las lineas se obtuvieron a partir del
promedio de las réplicas. Se realizd un ANOVA de 3 factores mixto segun el

siguiente modelo:
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Y=pu+L+S+LxS+E

donde u es la media general, L el efecto linea (aleatorio), S el efecto del
factor sexo (fijo) y E representa el término del error. Un resultado
significativo para el factor linea indica que hay varianza genética
mutacional para el fiempo de desarrollo. En el caso de observarse
diferencias significativas para la interacciéon L x S, se atribuye ese resultado
a la interaccién genotipo-ambiente, lo cual sugiere que el efecto de la
insercion del elemento movil es dependiente del sexo. A partir de este
ANOVA se estimd la contribucién relativa de todos los factores aleatorios

(Linea, Linea x Sexo y Error) a la varianza fenotipica total.

El ANOVA descripto recién no permite identfificar las lineas responsables de
la variacion genética encontrada. Por esta razén, se realizd otro ANOVA
con los mismos factores descriptos en el andlisis anterior, si bien en este
caso el factor Linea (L) pasd a ser fijo. Asimismo, este andlisis se realizd para
cada bloque por separado incorpordndose ademds la linea control de
genotipo salvaje Canton-S B. En aquellos bloques donde el factor L resultd
significativo se procedid a realizar un contraste de Dunnett para identificar
cudles fueron las lineas que difirieron significativamente respecto del
control. Aquellas lineas que mostraron diferencias fenotipicas significativas
respecto al control (lineas heterocrénicas) fueron consideradas como
lineas portadoras de una mutacién en la que la insercion del elemento
P[GT1] ocurri6 en un gen candidato, es decir involucrado en la
arquitectura genética del tiempo de desarrollo (mutante heterocrénico). El
test de Dunnett se utilizd también para identificar lineas diferentes respecto

del control en cuanto a la viabilidad pre-adulta y al momento de eclosiéon.

Reconfirmacion de las lineas.
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Una vez analizadas la totalidad de las lineas, se eligieron 40 mutantes
heterocrénicos al azar, con el objetivo de revalidar los resultados obtenidos
en el primer ensayo. El andlisis consistid en comparar cada una de las
lineas con la linea control considerando que se utilizaron varios bloques

diferentes. El modelo de ANOVA en este caso fue el siguiente:
Y=p+L+S+E+LXxS+SXE+ LXE+LXExS+R(LxExS)+Er,

donde u es la media general, L es el efecto linea (fijo) con dos niveles: linea
heterocrénica candidata y linea control, S es el efecto del factor sexo (fijo),
E es el factor ambiental que se refiere a las diferencias ambientales entre el
bloque original y el de re-testeo (fijo), R es el factor réplica que se
encuentra anidado en la interaccion L x S x E (aleatorio), y Er representa el
término del error. En caso de observarse que el factor Linea resultara
significativo, este resultado se considerd como una reconfirmacion de Ias
observaciones previas. En el 80% de las lineas incluidas en el andlisis de
confirmaciéon se obtuvo el mismo resultado que en el ensayo inicial, por lo
que consideramos que la metodologia empleada es eficaz y de alta

repetibilidad.

Todos los andlisis estadisticos se realizaron ufilizando el paquete STATISTICA
(StatSoft, Inc. 1999, 2001).

Anadalisis Funcional

Los genes candidatos fueron clasificados en los diferentes procesos
bioldgicos de acuerdo a su asociacién con los términos de gene-ontology
(GO) (The Gene Ontology Consortium, 2000). Este andlisis se realizd
automdticamente con la ayuda del programa FatiGO+, del paquete de

herramientas  bioinformdticas del sitio  Babelomics, disponible en
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http://www . fatigo.org/ (Al-Shahrour, 2005). Este programa distribuye a los
genes en términos de GO de una forma no excluyente (un gen puede
estar asociado a mds de un término de GO). Utilizando el mismo programa
realizamos una comparacion de la distribucién de términos de GO entre la
muestra de lineas que aceleraron su tiempo de desarrollo respecto a la
poblacién de lineas que lo refrasaron, con el objetivo de identificar
términos de GO que se enconfraban sobre-representados o sub-
representados en alguna de las muestras. Ademds, realizamos una
comparacion funcional entre la muestra de genes utilizada en el presente
estudio y el genoma completo de D. melanogaster, con el propésito de
establecer si la misma resultd ser una fraccidn representativa de los distintos
procesos bioldgicos de GO de la totalidad de los genes del genoma. La
hipdtesis nula de esta prueba plantea que la distribucidon de funciones
bioldgicas de la muestra analizada (las 179 lineas) es semejante a la
distribucion de funciones del genoma completo (Al-Shahrour, 2005). El
rechazo de la hipdtesis nula implica en la muestra analizada existe una

sobre o subrepresentacion de una funciéon bioldgica de GO determinada.

2.3. Resultados
Patrones de variacion genética del tiempo de desarrollo.

Lo primero que se puede observar es que existe una gran variabilidad
fenotipica para el tiempo de desarrollo entre las 179 lineas analizadas.
Como se puede apreciar en la Figura 2.2, el fiempo de desarrollo no se
diferencio del confrol en 72 (40%) de las lineas analizadas (columna gris de
la Figura 2.2), mientras que en un numero similar el tiempo de desarrollo se
extendié significativamente respecto del control (columnas azules en la

Figura 2.2). Esta prolongaciéon del tiempo de desarrollo no es un patrdn
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inesperado, ya que es razonable suponer que mutaciones como las
producidas con este tipo de elementos modviles provoquen
mayoritariomente efectos detrimentales sobre el fenotipo. El restante 20%
de las lineas mostraron una aceleracion del tiempo de desarrollo respecto
del confrol (columnas verdes de la Figura 2.2). Al igual que en los
experimentos de seleccion artificial donde la respuesta a la seleccion es
menor en regimenes destinados a acelerar el desarrollo (Sang & Clayton,
1957; Clarke y col. 1961; Zwaan y col., 1995), encontramos que el doble de
mutantes prolongan el tiempo de desarrollo respecto de los que lo

aceleran.

40

30

20 A

Frecuencia relativa (%)

10 4

55 -30 -10 10 30 55 80 100 120 140

Tiempo de Desarrollo respecto del control (horas)

Figura 2.2. Histograma de frecuencias de las 179 lineas analizadas para el tiempo
de desarrollo. La barra gris representa las lineas que mostraron un tiempo de
desarrollo similar al control (40%). Las barras azules son las lineas que retardaron la
duraciéon de la ontogenia (40%). Las verdes son las que aceleraron el proceso
(20%). Los valores de tiempo de desarrollo se expresan como desviaciones
respecto del control.
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Los fenotipos mds extremos fueron observados en las lineas BG01543 vy
BG01412. La primera fue entre 60 y 50 horas mds rdpida que el control en
machos y hembras, respectivamente, en tanto que la segunda presentd un
tiempo de desarrollo 119 y 146 horas (machos y hembras, respectivamente)

mads lento que el control.

El andlisis estadistico mostrdé que las lineas se diferenciaron
significativamente lo que indica la existencia de varianza genética
mutacional para el tiempo de desarrollo (Tabla 2.1). Mds aun, el factor
Linea permitié explicar el 84% de la varianza fenotipica total, un valor que
es 5 veces mayor que la varianza explicada por el Error. También el factor
Sexo fue significativo, siendo los machos mds rapidos, en promedio, que las
hembras. Por Ultimo cabe destacar, que la interaccién Linea x Sexo no fue
significativa, lo que sugiere que el efecto de la insercidén en las diferentes

lineas no es dependiente del sexo.

TABLA 2.1. Andlisis de varianza de los efectos mutacionales sobre el tiempo
de desarrollo

Fuente de Variacion g.l. F P c
Linea 178 54,68 < 0,0001 84
Sexo 1 46,87 < 0,0001 Fijo
Linea x Sexo 178 0,76 0,99 0
Error 1066 16

g.l.: grados de libertad; 02 componente de varianza

37



Capitulo 2. dentificacion de mutantes y genes heterocronicos

Identificacion de los genes heterocrénicos

En la Tabla 2.2 se muestran los valores medios de las lineas significativas.
Entre las lineas mds rdpidas, se destacan BG01543 y BG01902, las cuales
presentaron un tiempo de desarrollo 2 dias mas rapido que el control. En la
BG01902 el elemento P[GTI] interrumpe la secuencia nucleotidica del gen
mastermind (mam) que juega un rol importante como regulador
transcripcional de la via de senalizacion Nofch (Artavanis-Tsakonas y col.,
1999; Helms y col., 1999; Petcherski & Kimble, 2000; Fryer y col., 2002). La via
de Notch participa en forma destacada en la senalizacion celular que
controla un amplio espectro de destinos celulares durante la ontogenia en
gran parte de los metazoos (Lai, 2004; Bray, 2006; Oyama y col., 2007). En
humanos, deficiencias en la via de Nofch estdn vinculadas con gran
numero de enfermedades, como es el caso de la leucemia aguda de
linfocitos T (Chan y col., 2007) y con patologias relacionadas a disfunciones
de la vdlvula de la aorta (Garg y col., 2005). En la linea BG01543, la
insercion del elemento P[GTI] interrumpe la secuencia nucleotidica del
gen Merlin (Mer), un conocido regulador negativo de la proliferacion
celular de los discos imaginales en Drosophila (Hariharan & Bilder, 2006).
Mer es un componente de la via de senalizaciéon Hippo, la cual juega un rol
fundamental en la regulacién del tamano de los érganos en crecimiento
durante el desarrollo (Hamaratoglu y col., 2006). Diversas evidencias
experimentales sugieren que Mer controla el crecimiento tisular regulando
la endocitosis de receptores de membrana celular en el epitelio de los
discos imaginales (Okada y col., 2007). Nuevamente, es muy interesante
notar que el ortélogo de Mer en humanos es un gen supresor de fumores
conocido como Neurofibromatosis Type 2 (NT2) el cual estd involucrado en

la desregulacion de la proliferacion celular en patologias tumorales del
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sistema  nervioso central (Hariharan & Bilder, 2006; McClatchey &
Giovannini, 2005).

Otro gen involucrado en una via de proliferacion celular que tuvo efectos
sobre TD en nuestro estudio es forkhead box, sub-group O (foxo). La
insercion proxima a la secuencia de foxo (BG01573) incrementd el tiempo
de desarrollo respecto al contfrol en 24 horas en ambos sexos. foxo es un
componente regulatorio clave en la via de senalizacion de la insulina, la
cual en Drosophila regula el control del crecimiento de las células, érganos,
y todo el cuerpo en respuesta a la disponibilidad de nutrientes (JUnger y
col., 2003). Puig y colaboradores establecieron que foxo activa la
transcripcion tanto rio arriba como rio abajo de esta via mediante un
mecanismo de feedback transcripcional que regula el crecimiento y la
proliferacién celular. Existen evidencias que sugieren que la via de la
insulina regula la proliferacion celular en los discos imaginales, si bien la
duracién de la fase de proliferacion estd controlada por la hormona juvenil
y por la ecdisonaq, las cuales no estdn reguladas por la via de la insulina
(Shingleton y col., 2005). Pulsos prematuros de ecdisona durante la
ontogenia provocan la emergencia de adultos de desarrollo rdpido y de
tamano pequeno, mientras que una expresion tardia de la misma genera
individuos con un fiempo de desarrollo prolongado y un tamano corporal
mayor (Nijhout, 2003). Estudios recientes mostraron que la actividad de la
via de la insulina en la gldndula protordcica modula el pulso de ecdisona,
influyendo tanto la duracién como la tasa de crecimiento larval (Caldwell
y col., 2005; Mirth y col., 2005; Colombani y col., 2005). Por otro lado, existen
evidencias que sugieren que el neuropéptido Amnesiac (Amn) participa
en la regulaciéon de la sintesis de la ecdisona en la gdndula protordcica de
Drosophila (Caldwell y col., 2005). Es interesante destacar que en nuestro

estudio, la linea BG02286, mutante del gen Amn, prolongd el tiempo de
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desarrollo en mdas de 2 dias respecto del confrol en ambos sexos (Tabla
2.2).

Nuestro estudio permiti6 ademds identificar fenotipos heterocronicos
extremos, particularmente en la direccién de un incremento en el tiempo
de desarrollo (Tabla 2.2). Por ejemplo, la inserciéon en la secuencia del gen
Karl (BG0O1010) extendié el tiempo de desarrollo en mds de 100 horas en
ambos sexos. La prediccion en funcion de la secuencia del gen sugiere
gue se trata de una proteina con unidn a retinol sin una asociacion clara a
un proceso bioldgico. En la linea BG00372 registramos un retraso en el
tiempo de desarrollo de 93 y 108 horas en machos y hembras,
respectivamente. En este caso la insercion del elemento P[GTI1] ocurrid
1498 pares de bases rio abajo del gen CG1678. Tanto la funcidn molecular
como los procesos bioldgicos en los que estd involucrado este gen son
desconocidos. La linea BG01412 mostré el fenofipo mds exiremo del
estudio, extendiendo el tiempo de desarrollo en 119 y 146 horas en machos
y hembras, respectivamente. Lamentablemente, no disponemos de
informacion acerca de la secuencia flanqueante a la insercion de esta
linea, por lo que no podemos conocer la identidad del gen mutado ni los
procesos biolégicos o funciones moleculares en las que pudiera estar

implicado.
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TABLA 2.2. Mutantes heterocrénicos. Los valores de tiempo de desarrollo se expresan como desviaciones
respecto del control. Los positivos indican refraso y los negativos aceleracién. NS: no significativo. *p<0,05;
**p<0,01; **p<0,0001; p<0,00001. Sin secuencias: no se cuenta con la informacién de la secuencia flanqueante

a lainsercion del elemento movil.

Linea Gen Machos Hembras Linea Gen Machos Hembras
BG00177 CG9894 -29.29%0* 24 68*** BG01218 CG6767 -24 54 _19.86%*
BG00369 CG13333 -44 507+  -56,99** BG01228  derailed -10.20* NS
BGO0037: CG1678 93.78**  108.42%** BG0124" SRY1 52.64** 75 16%**
BGO0037: CG11226 16,22’ 23,52%* BGO0125° 1.28 15.83° 39.5%%
BG00386 Nmdarl -30,73**  -36,13*** BG01279 CG17836  46.18** 58.33***
BG00489 Osiris 9 18.41* 23.55* BG01290  Btk29A 20.12* 31.38%*
BG00524 pri 59.79** 59 ,09%** BG01297 CG33691  23.55%**  19.17**
BG00664 sinsecuencia 40.24***  56,64%** BG01339 clt 39,14%= 29,46%
BG00735 Schizo 20.55* 22,140 BG01361  CG6854 18.01%* 30.48**
BG00846 invected 79.04%%** 77 QE¥ekk BG01412 sinsecuencia 119.0%%* 146.65%*
BG0098: sinsecuencia  -13.54* NS BG0148¢ musashi -19,40*= -26,76**
BG0099: CG17574 42.49%+* 58 88*r* BG0149. tramtrack  45.36*%* 54 02%**
BG01007 Nemy 20.46* 25.55** BG01498 CKla 16.73%* 10.81*
BG01010 Karl 104.76%** 116.92** BG01520 E2f 58.23** 48 52%*
BG01011  Misshapen 48.73%%* 49,61 BG01543 Merlin -60.87**  -49 7 7%
BG01014 spichthyin 42217 41,98%* BG01548 a-Est10 63.42%x T 27
BG01017 CG14579 51.61%** 54 43%** BG01563 CG16708 -18.91* NS
BG01019 sinsecuencia 15.35% NS BG01565 Dnrl 26.29%%*  2Q g4reex
BG01028 Trl NS -21,81* BG01566 arrest 18.79* 19.08*
BG01037 Bv Integrin NS 14.25% BG01568 CG32560 -34.18*** -35.26**
BG01045 Ninjurin A 49.4%% G5, 47r* BG01573 foxo 22.96* 26.63**
BG01047 Frizzled -31.85%* 29 41%* BG01600 CG31666 60.8*** 65,27
BG01062 brother ofiHog 55.26***  §9,12%** BG01618 CG6398 58.66**  82.01%**
BG01065 Visgun -23.66%* 27, 78%* BG01649 clt 66.08**  76.04%*
BG01081 Gotl 42.09%%* 49 54%rx BG01655 CG32038  16.00*** 8.11*
BG01127  muscleblind 57.82%  81,9%* BG01660 sin secuencia NS 28.84**
BG01214 sgl -16,82* -28,59% BG01662 LanA -26.5%* NS
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TABLA 2.2 (continuacién)

Linea Gen Machos Hembras Linea Gen Machos Hembras
BG01672 CG14591 -27,40% NS BG02106  CG31145 57.57%*  68.78***
BG01683 CG32572 -41.16%**  -33.68*** BG02113 LanA 59.71% 71, 32%*
BGO0168¢ sinsecuencia 47.54*% 57 26%** BG0213: sinsecuencia NS 9.57*
BGO0171: 4EHP 81.32%*+  86.51*** BG0215¢ CG32666 29,51%* NS
BG01716 paps NS -22,74** BG02173 NFAT 12.44%* 8.83*
BG01735 CG13130 NS -19,91* BG02192 boule T75.42%x 7] 14%0x
BG01736 CG5966 36.87% A5 43%rx BG02219 Smrter -30.33%*x 28,7 2%Hx
BG01763 CG33960 34,41%* NS BG02239 CG11550 29,40%* 22,72%*
BG01769 Beadex -44.98%  .36,28*** BG02240 bip1 8.27* 9.26**
BG01780 CG11226 -20,18* -32,31%* BG02262 Smrter NS -21.37*
BG0178: Bunched 38. 1% 40.41 %0 BG0228¢ amn 57 .44 %0+ T72.44%%*
BG0182¢ sinsecuencia -26.21%%* -25,92%% BG0229: CG2865 70.82%* Q5 Q%+
BG01835 sinsecuencia  82.88*% Q7 .87%* BG02327 Pipsqueak 27.61%% 22 9Q*rx
BG01858 ade5 A7.62%%* 46,7 2% BG02386 Sema-5C 9.54* NS
BG01859 sinsecuencia  40.91%% 56,11 BG02398 CG41475 14.82*%* 11.40*
BG01892 sinsecuencia  88.46*** 104.18** BG02439 CG32556 21.11%*  52,96%*
BG01898 sinsecuencia -41.14** -39 11%* BG02480 CG31176 66.79%7*  69,13%*
BG01902 mam -47,64**  -53,05%* BG02546 sinsecuencia -18.55** -24.86**
BG01912 pxb -33,10%*  -45,92%* BG02560 CG9674 13.94* NS
BG01949 ade5 NS 7.71* BG02563  capricious 50.14%  §7,38%**
BG01990 CG30492 -35,87**  -46,05** BG02566  Calreticulin 37.69%7*  46.41%*
BG02023 Fasciclin3 -21.07* -15.14* BG02690 CG14478 -32,02%*  -37,68**
BG02034 lilliputian -14.39* NS BG02727  Escargot NS 11.27%*
BG02065 Toucan 15.36** NS BG02747 rut 28,00%* NS
BG02067 Aats-ile -32.07%x 29 8Errr* BG02823 scyl 17,44* NS
BG02095 Echinoid NS 12.83* BG02830 Lsd-2 41.14%  78.6%*
BG02102 CG13434 -16,73* -17,89*
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Analisis funcional

Nuestra busqueda incluyd una fraccion reducida de los genes que forman
parte del genoma de D. melanogaster. Sin embargo, al comparar el perfil
funcional de los genes que formaron parte de la muestra analizada con la
del genoma completo en base a los términos asociados de gene-ontology
(GO), pudimos comprobar que los genes estudiados son una muestra
representativa del genoma tanto a nivel de los diversos procesos bioldgicos
donde intervienen, como en las numerosas vias de senalizaciéon de las que
forman parte. En otras palabras, si bien de ningun modo estudiamos la
totalidad del genoma, la fraccién que evaluamos del mismo es una
muestra aleatoria de los procesos bioldégicos que realizan el conjunto de

genes de Drosophila.

De manera global, los genes heterocrénicos tienen un perfil funcional
similar al de la totalidad de la muestra analizada, y cumplen una amplia
gama de funciones biolégicas de acuerdo a su asociacién con términos
de GO (Tabla 2.3). Entre las principales, el 58% de los genes heterocrénicos
cumplen funciones relacionadas a procesos metabdlicos celulares y el 40%
estan implicados en el desarrollo organismico. No encontramos diferencias
significativas entre los grupos de genes que aceleraron el tiempo de
desarrollo respecto de los que lo retrasaron en cuanto a su asociaciéon con
términos de GO, lo que sugiere que las vias ontogenéticas responsables de

ambos fenotipos heterocronicos serian similares.
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TABLA 2.3. Frecuencia de los procesos biologicos relacionados a los genes
heterocrénicos candidatos en base a su asociacion con términos de gene-
ontology (GO).

Procesos Bioldgicos % de genes

Procesos metabdlicos celulares 58
Desarrollo organismico multicelular 40
Desarrollo de estructuras anatébmicas 34
Regulacion de procesos bioldgicos 32
Procesos de desarrollo celular 32
Comunicacion celular 29
Reproduccién sexual 18
Comportamiento 10
Respuesta stress 10
Proliferacion celular 10
Adhesion celular 10
Ciclo celular 8

Pleiotropia de los genes heterocrénicos

El protocolo que empleamos para estimar el fiempo de desarrollo de las
lineas utilizadas nos permitié ademds cuantificar la viabilidad pre-adulta y
el ritmo de eclosion de las mismas. A su vez, debido a que las lineas
estudiadas en el presente trabajo también fueron utilizadas en screenings
de variacidon en otfros caracteres, es posible cuantificar el grado de
asociacion genética que guarda el tiempo de desarrollo con otros rasgos
adaptativamente importantes. Utilizando la misma metodologia que en
este tfrabajo se ha estudiado el tamano del cuerpo (Carreira, Mensch &
Fanara, 2009) y caracteres fisioldgicos como la longevidad (Magwire, 2007)
y la resistencia a la inanicion (Harbison y col., 2004). Los andlisis de
correlacion muestran que existe una asociacion genética negativa

significativa entre el tiempo de desarrollo y la viabilidad, y que no hay
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evidencias de asociaciones genéticas entre el tiempo de desarrollo y el
resto de los caracteres mencionados (Tabla 2.4). Como se puede observar
en la Tabla 2.3, la mayoria de los genes tienen funciones bioldgicas
relacionadas al metabolismo celular, hecho que es consistente con la
asociacion genética observada entfre el tiempo de desarrollo y la
viabilidad. Por otro lado, llamativamente no se encontrd correlacion
alguna entre el cardcter estudiado ni con el tamano corporal ni con la
longevidad, resultado que sugiere que existe un mayor grado de
asociacion genética entre caracteres juveniles. Para el caso del tamano
corporal, los mutantes con los mayores efectos fenotipicos sobre el tamano
del ala, no afectaron el tiempo de desarrollo, con la excepcion de

invected (Carreira, Mensch & Fanara, 2009).

TABLA 2.4. Correlaciones genéticas entre caracteres.

Par de Variables N R Spearman P
TD & RE 182 -0,07 NS
TD& TA 186 -0,07 NS
TD & VT 186 -0,26 0,0003
TD & LG 186 -0,09 NS
TD & RI 186 0,01 NS

TD: tiempo de desarrollo, RE: ritmo de eclosion, TA: tamano del ala; VT:
viabilidad fotal; LG: longevidad; RI: resistencia a la inaniciéon. NS: no
significativo.

Entre las lineas estudiadas, identificamos 25 que mostraron una disminucién
en la viabilidad pre-adulta respecto del control. Los genes identificados,
que se muestran en la Tabla 2.5, mayoritariamente cumplen funciones en

el metabolismo celular y algunos de ellos también fueron caracterizados en
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este estudio como mutantes heterocronicos. Este es el caso de tres de ellos:
el receptor glutamatérgico Nmda 1(Nmdarl), la esterasa criclket (clt) y el
CG33207 (pxb).

TABLA 2.5. Lineas con baja viabilidad y sus genes correspondientes.

Linea Gen
BG00386 Nmdar 1
BG00429 sin secuencia
BG00528 Osiris9
BG00683 Furin/ CG5127
BG01066 sin secuencia
BG01339 clt
BG01613 canoe/ CG12161
BG01628 Malic enzyme
BG01672 CG14591
BG01674 Neuroglian
BG01709 kermit
BG01716 PAPS synthetase
BG01763 CG33960
BG01780 CG11226
BG01912 pxb
BG02065 toucan
BG02081 Rtnl1
BG02088 CG15309
BG02107 tIk
BG02157 CG42268
BG02159 CG32666
BG02386 Sema-5C
BG02462 CG34460
BG02510 chameau
BG02747 rutabaga / CG14408
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En cuanto al patréon de eclosion en relacion a la cantidad de individuos
que emergieron durante las horas de oscuridad y las horas de luz,
enconframos los siguientes resultados: tanto en la linea control como en la
mayoria de las lineas analizadas, la emergencia se produjo
equitativamente entre las horas de luz y las de oscuridad (datos no
mostrados). Esta homogeneidad en el ritmo de eclosién contrasta con la
gran variabilidad observada para el tiempo de desarrollo entre los
mutantes heterocrdnicos, resultado que indicaria que éstos no serian
mutantes circadianos. Como excepcioén, las lineas BG01081 (Glutamate
oxaloacetate transaminase 1), BG01633 (scalloped) y BG02042 (easily
shocked) eclosionaron mayoritariamente durante las horas de luz. Estos
resultados debilitarian la hipdtesis que plantea una influencia del reloj
bioldgico sobre el tiempo de desarrollo (Kyriacou y col., 1990; Kumar y col.,
2006) al menos sobre el papel que tiene el ritmo de eclosidén sobre el
cardcter. En base a nuestros resultados, la observacion de que el mutante
period afectd el tiempo de desarrollo (Kyriacou y col., 1990) pareceria ser
un caso particular de este gen y no se trataria de una generalidad de los
mutantes heterocrénicos. Sin embargo, no podemos descartar un efecto
del reloj sobre eventos mds tempranos en la ontogenia como puede ser la
metamorfosis, si bien es menos probable, ya que organismos portadores de
mutaciones que afectan fuertemente el sistema circadiano, no exhiben

efectos heterocronicos mayores (Schultz & Kay, 2003).
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2.4. Discusion
Arquitectura genética del tiempo de desarrollo.

La cantidad de genes implicados en la expresion fenotipica de un
cardcter es uno de los determinantes de sus propiedades de variacion, es
decir, su potencial evolutivo o evolucionabilidad (evolvabilty) (Houle, 1992).
Nuestro estudio identificd 107 mutantes heterocrénicos, en otfras palabras,
gran cantidad de genes potencialmente involucrados en la expresion del
tiempo de desarrollo. Los genes identificados estdn involucrados en vias
directamente relacionadas con mecanismos de control temporal del
desarrollo, como por ejemplo la via de la ecdisona y la de la insulina
(Shingleton y col., 2005; Bateman & McNeill, 2004; Li & White, 2003) y
componentes de vias no relacionadas al mismo. Una caracteristica comuin
a la mayoria de los genes heterocrénicos es su intervencidon en procesos
del metabolismo celular. Si bien la tasa metabdlica es un cardcter de suma
importancia para el desarrollo de un individuo, no forma parte de los
caracteres generalmente estudiados en genétfica cuantitativa de
Drosophila (como puede ser el mismo fiempo de desarrollo, el tamano
corporal del adulto, la viabilidad), posiblemente por su complejidad
experimental. De acuerdo al perfil funcional de los genes de tiempo de
desarrollo, nuestros resultados sugieren una asociacién entre los procesos
metabdlicos tanto a nivel celular como organismico y la duracién del
desarrollo, es decir que los genes implicados en el metabolismo tienen
efectos pleiotropicos sobre la duracion del desarrollo. De estos resultados y
de la gran variacién genética observada, evaluamos que la intervencion
sobre el metabolismo puede tener extensas aplicaciones si se quiere
modificar la duracién de un determinado proceso ontogenético. El patron
observado podria ser sencillamente visualizado si como consecuencia de

una determinada mutacidn se observa una reduccidn de la tasa
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metabdlica del organismo en desarrollo y como consecuencia de ello se
produce un retraso en la duracion del desarrollo. Sin embargo, nuestro
screening permitid identificar, ademds, mutantes heterocronicos que
aceleraron el desarrollo. El mutante de Merlin (linea BG01543) fue la linea
mas rdpida que reveld nuestro screening. Este ortdlogo del gen supresor de
tumores NFT2 en humanos es un regulador negativo de la proliferacion
celular en los discos imaginales de Drosophila. En la linea BG01543, la
insercion del elemento P[GTI] interrumpid la secuencia del exén 1 de
Merlin, lo que en comparacién con el control, generd una disminucidén en
los niveles de ARN mensajero de ese gen en el estadio embrionario, en la
larva de tercer estadio y en el adulto, no asi en la pupa (Sambandan y
col., 2006). Estos resultados sugieren que el fenotipo heterocrénico de Mer
se origina por disfunciones previas a la metamorfosis. Partiendo de esta
hipdtesis, para caracterizar en profundidad a este mutante de interés,
medimos la duracién de los estadios larvales y el pupal en Merlin y la linea
control. En congruencia con los resultados de expresidon, observamos que
Merlin acelera significativamente el tiempo de desarrollo en la etapa larval
(F=45; p<0,0001), estadio donde los niveles de ARN mensajero del mutante
fueron inferiores respecto del control, mientras que no presenta diferencias
sobre la duracion de la pupa (p>0,05) momento del desarrollo donde 1os
niveles de expresion no se diferencian de los del control. La regulacién
negativa que Mer ejerce sobre la proliferacion celular parece ser un
mecanismo consistente con el menor tiempo de desarrollo que mostrd su
mutante. Debido a que los insectos no crecen de tamano con
posterioridad a la emergencia del imago del pupario (Edgar, 2006), el
tamano final de una mosca estd dado por la tasa de crecimiento y la
duracion de las etapas larvales. Sorprendentemente, la linea mutante de
Merlin no mostrd diferencias significativas respecto al control para una

variedad de caracteres morfoldgicos como el largo de cabeza, el largo de
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térax y del ala lo que sugiere un mecanismo de regulacién del tiempo de
desarrollo independiente del tamano corporal (Carreira, Mensch & Fanara,
2009). En concordancia con esto Ultimo, un tfrabajo reciente mostré que la
reduccion de la tasa de proliferacion celular de los discos imaginales
tratados con rayos X retarda el tiempo de desarrollo sin afectar el tamano
final del animal (Stieper y col., 2008), resultados que enfatizan el rol que
tiene el crecimiento de los discos imaginales sobre la regulaciéon del tiempo

de desarrollo.

En cuanto al efecto del sexo en los mutantes heterocrénicos, los machos se
desarrollaron en promedio mds rdpidamente que las hembras, una
observacion que no concuerda con la extensa bibliografia de Drosophila
qgue muestra que las hembras alcanzan la adultez mds rdpido que 1os
machos en todas las especies estudiadas hasta el momento (Markow &,
O'Grady, 2005). Sin embargo, es importante aclarar que la linea utilizada
como control en nuestro estudio (que comparte el mismo fondo genético
que las lineas mutantes) no mostré ningun signo de dimorfismo sexual, 1o
que enfatiza la importancia de tomar en consideracion el fondo genético
en la expresion del cardcter. Frecuentemente la expresion fenotipica de
algunas mutaciones puede depender del fondo genético, realzando el
papel que las interacciones epistaticas tienen en la variacion fenotipica
(Leips & Mackay, 2000; Carlborg y col., 2000). Simultdneamente, el factor
Linea x Sexo resultd ser no significativo lo que indica una ausencia de
plasticidad para el dimorfismo sexual del fiempo de desarrollo, resultados
congruentes con los obtenidos a partir de seleccién artificial (Zwaan y col.,
1995). Como fue comentado anteriormente, en los Ultimos anos un
conjunto similar de lineas fue utilizado para estudiar la arquitectura
genética de varios caracteres adaptativos. En todos los casos la

inferaccion Linea x Sexo contribuyd con proporciones significativas a la
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varianza fenotipica total. En este contexto, nuestro estudio mostrd un valor
nulo en esta categoria. El resto de los caracteres mostraron los siguientes
valores: el nUmero de quetas esternopleurales (5%), el tamano del ala (8),
el comportamiento olfativo del adulto (13%), el niumero de quetas
abdominales (21%), el ancho de cabeza (25%), el largo de térax (42%) vy la
resistencia a la inanicién (66%). Entre los mutantes heterocrénicos, 9
mostraron efectos macho-especificos mientras que sélo 7 afectaron el
tiempo de desarrollo exclusivamente en las hembras. Es importante
destacar que ninguno mostré efectos opuestos entre sexos, en oftras
palabras, no encontramos lineas que disminuyeran el tiempo de desarrollo
en un sexo y lo aumentaran en el ofro. En conclusidon, nuestros resultados
indican que existen caracteristicas de la arquitectura genética del tiempo

de desarrollo que estdn altamente conservadas en ambos sexos.

El andlisis de la arquitectura genética de un cardcter requiere no sélo la
identificacion de los genes que contribuyen a la expresion fenotipica del
mismo, sino también su respuesta a la variacion de factores ambientales
relevantes. En el proximo capitulo estudiaremos como afecta el cambio de
temperatura de desarrollo sobre la duracion de la ontogenia de los

mutantes heterocrénicos.
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Capitulo 3 Interaccidn genotipo-temperatura de los mutantes heterocrénicos

3.1. Introduccidén

El fenotipo de un individuo esta determinado no sélo por sus genes, sino
también por factores del ambiente entre los que se destacan la
nutricion, la temperatura, la humedad y las condiciones luminicas. En
este contexto, la plasticidad fenotipica se define como la capacidad
de un determinado genotipo en producir fenotipos alternativos a nivel
morfoldgico, fisioldgico y/o comportamental en respuesta a cambios
ambientales (West-Eberhard, 2003; Schlichting & Pigliucci, 1998; Fordyce,
2006; Mackay, 2007). La norma de reaccidén de un genotipo es la gama
de diferentes fenotipos producto de la exposicion a diferentes
ambientes (Futuyma, 1998). Las normas de reaccidn pueden ser
pldsticas o no serlo, es decir, el fenotipo puede cambiar o permanecer
fijo en respuesta a los cambios ambientales (Schlichting & Pigliucci,
1998). Cuando los efectos producidos por los cambios ambientales
varian entre diferentes genotipos de una determinada poblacién, la
varianza fenotipica incorpora un componente producto de la
interaccién genotipo- ambiente (Figura 3.1 B y C). A su vez, la
interaccién genotipo-ambiente se puede descomponer en variacion de
la respuesta pldstica de los diferentes genotipos producto de cambios
en el orden de performance en cada ambiente (Figura 3.1 B) (cambio
de ranking) o cambios en la varianza de loas genotipos (cambio de
escala) (Figua 3.1C). Por el contrario, en el caso donde todos los
genotipos tienen normas de reaccion paralelas, no existe interaccion

genotipo—-ambiente (Figura 3.1 A) (Futuyma, 1998).
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Figura 3.1. Interaccién genotipo x ambiente (G X E). Cada linea
representa la norma de reaccion de un genotipo. La expresion
fenotipica de cada uno de los 4 genotipos se manifiesta en dos
ambientes diferentes (A1 y A2). En el caso A, las normas de reaccion
son paralelas, por lo que no existe interaccion G X E. En caso B, las
normas de reaccidn se cruzan entre si, evidenciando de esta maneraq,
una interaccion G X E por cambios de ranking, y en el caso C por
cambios de varianza (escala).

Las normas de reaccion pldsticas tienen 3 atributos fundamentales: la
magnitud de cambio, el patrdn y el momento particular del desarrollo
en el cual el sistema ontogenético responde en funcidon de los cambios
ambientales (Schlichting & Pigliucci, 1998). A modo de ejemplo,
tomemos el caso del tiempo de floracion de Arabidopsis thaliana. En
plantas, el tiempo de floracion se define como el periodo requerido
hasta alcanzar el desarrollo de los drganos reproductivos, lo que en
términos evolutivos podria considerarse andlogo al tiempo de desarrollo
en animales. Mozley y Thomas (1995) midieron el tiempo de floracion de

ciertos mutantes bajo diferentes condiciones de luz-oscuridad. Sus
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resultados mostraron que los mutantes aceleraron el tiempo de floracion
bajo una especifica condicidon de luz-oscuridad y Unicamente en un
determinado estadio de desarrollo, el cual se caracterizO como el
momento de expresion de las moléculas receptoras de estimulos
luminicos (Bagnal y col., 1995). A partir de este ejemplo podemos
repasar los tres atributos de las normas de reaccidn mencionados
anteriormente. En este caso la magnitud de cambio se refiere al grado
de aceleracion del tiempo de floracion de las lineas mutantes respecto
de la salvaje en respuesta a los tfratamientos de luz-oscuridad. El patrén
de las normas de reaccidén da cuenta de si la aceleracion en el tiempo
de floracién es monotdnicamente constante en funcién de los
tratamientos o si en determinado régimen de luz-oscuridad la respuesta
fenotipica cambia de manera mds abrupta que en otros. Por Ultimo, en
este andlisis se evidencia que el momento de la ontogenia es relevante
en funcién del fenotipo encontrado, ya que el mismo corresponde a
una ventana temporal puntual del desarrollo de |la planta en el cual se
sintetizan las moléculas implicadas en la deteccidn del estimulo

ambiental.

La gran variacion genética para el tiempo de desarrollo entre lineas
mutantes con inserciones moviles caracterizada en el Capitulo anterior,
levé a la identificacion de genes candidatos, que en su mayoria
cumplen funciones bioldgicas relacionadas al metabolismo celular. Sin
embargo, el andlisis de la arquitectura genética de un cardcter requiere
ademds de la identificacion de los genes que contribuyen a la
expresion del mismo, la determinacion de la respuesta del cardcter a
cambios ambientales relevantes. En ofras palabras, evaluar la existencia
de plasticidad fenotipica para el cardcter en estudio (Mackay, 2004;
Alonso & Ecker, 2006; Sambandan y col., 2006). En insectos, la variacion
en la temperatura es uno de los factores ambientales mds relevantes

que influye en la distribucién de las especies en la naturaleza (Clarke,
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1996). En este sentido, el crecimiento y el desarrollo de los organismos
ectotérmos estd determinado en gran medida por su ambiente térmico
(Angilletta y col., 2004; Troftta y col., 2006). Las tasas en que se producen
todos los procesos fisioldgicos estan fuertemente influenciadas por la
temperatura de desarrollo, 1o que repercute profundamente en su
ecologia, genética y evolucion (Heinrich, 1981; Gilchrist y col., 1994;
David y col., 1983). En particular, la temperatura de desarrollo ejerce
una fuerte influencia que moldean la evolucidon de los caracteres
larvales (Trotta y col., 2006; Folguera y col., en prensa; Stillwell & Fox,
2005). De hecho, las respuesta fenotipicas a cambios térmicos pueden
ser el producto de adaptaciones frente a ese agente selectivo y/o a
cambios involuntarios consecuencia de la fisiologia del desarrollo en
respuesta a la temperatura (Stillwell & Fox, 2005). Debido al amplio
rango de temperaturas que los ectotérmos estén expuestos a lo largo
del dia y en diferentes estaciones a través del ano, es légico pensar que
este es uno de los principales factores ambientales relevantes en la
variacion fenotipica de caracteres pre-adultos. En particular, en su
historia evolutiva Drosophila melanogaster enfrentd importantes desafios
térmicos en su expansion demogrdfica desde su origen Afrotropical (al
sur del desierto del Sahara) hasta alcanzar su rango de distribucion
cosmopolita actual. Su distribucion fuera de Africa comenzd por Europa
y Asia, donde las evidencias indican que las nuevas poblaciones fueron
transportadas pasivamente por el hombre a América y Oceania (David
& Capy, 1988). De manera coincidente con esta dispersion desde un
nicho tropical hacia uno templado, es de esperar que se hayan
producido adaptaciones que se evidencien en la arquitectura genética

de los caracteres de historia de vida.

La adaptacion térmica ha sido extensamente estudiada combinando
enfoques ecoldgicos, genético-cuantitativos y moleculares (Hoffman vy

col., 2003). Hasta el momento, en relacion al tiempo de desarrollo, la
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adaptacion térmica se ha abordado desde dos perspectivas diferentes,
siempre por medio del andlisis de la plasticidad fenotipica. Por un lado,
bajo un enfoque de evolucion térmica experimental, existen proyectos
de investigacion que consisten en la cria de moscas bajo regimenes de
temperaturas diferentes por varios anos de seleccion en el laboratorio y
con posterioridad se evaltua la plasticidad fenotipica del tiempo de
desarrollo en respuesta a similares y diferentes tratamientos térmicos en
relacion al régimen de seleccion aplicado (Partridge y col., 1994). Por
ofro lado, con una estrategia complementaria, se han desarrollado
investigaciones donde se realizaron experimentos con lineas derivadas
de contrastantes ambientes térmicos naturales (tropicales y templados)
de la amplia distribucion de D. melanogaster y se evalud su respuesta
frente a diferentes tratamientos de temperatura durante el desarrollo
(Trotta y col., 2006; Folguera y col., 2008). Bajo ambos enfoques, los
resultados arrojan conclusiones similares: la existencia de gran variacion
genética asociada al régimen de seleccion tanto natural como
experimental. Si bien, como resulfado de los estudios realizados
(utilizando los dos criterios descriptos mds arriba) permitieron caracterizar
genotipos pldsticos que responden a diferentes temperaturas de
desarrollo, el interrogante Ultimo de cudles son los genes responsables
de tal plasticidad fenotipica aln continda sin respuesta. Como resultado
de los estudios realizados en el Capitulo anterior, contamos con genes
heterocronicos candidatos para evaluar su plasticidad fenotipica en
funcidn de una determinada temperatura de desarrollo (25°C). A esta
altura de la Tesis pretendemos contestar, entre otras, las siguientes
preguntas: i) sLos mutantes heterocrénicos son independientes de la
temperatura de desarrolloe En otras palabras, los genes candidatos
identificados en el Capitulo 2 3continuan teniendo un fenotipo mutante
a una nueva temperatura de desarrollo? ii)sEs posible identificar
mutantes con un fenotipo heterocréonico en respuesta a la nueva

temperatura de desarrollo pero que se comportaron como el control a
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25°C?2 i) gEn qué porcentaje se identifican lineas mutantes
temperatura-dependiente?; iv) 3Se altera la magnitud de cambio frente
a las nuevas condiciones térmicas?; v) sExiste una manifestacion
fenotipica  diferencial de la interaccidn  genotipo-ambiente
dependiente del sexo, es decir hay diferencias entre sexos en los normas

de reaccién de los diferentes genes candidatos heterocrénicos?

3.2. Materiales y Métodos

Mutantes heterocronicos a 17°C.

Se eligieron 42 lineas al azar de las 179 lineas con las que se trabajé en el
Capitulo Il. De esta forma, se volvid a evaluar de duracion de desarrollo
de estos genotipos pero esta vez bajo una condicion térmica de 17°C. El
protocolo experimental fue el mismo que el descripto en el Capitulo 2,
aunque en ese caso todas las lineas, ademdas de la linea control (libre
de inserciones y con el mismo fondo genético), se analizaron en un
Unico blogue. Con el propdsito de establecer si hay varianza genética
mutacional a 17°C se procedid a realizar un estudio donde se cuantifico
el tiempo de desarrollo de las 42 lineas y se lo analizd mediante el
modelo mixto de ANOVA: Y =u+L+S+Lx S+E donde yeslamedia
general, L es el factor linea (aleatorio), S es el factor sexo (fijo) con dos
niveles (machos y hembras) y E representa el término del error. En caso
de detectarse un resultado significativo para cualquiera de los factores
aleatorios: linea y/o linea x sexo, se procedié a estimar el porcentaje de
varianza explicado por cada uno de estos factores. Dado que uno de
los objetivos de este capitulo es identificar genes involucrados en la
manifestaciéon de este fenotipo cuando las larvas se desarrollaron a
17°C, se analizd el fiempo de desarrollo de las 42 lineas y se incluyd en

este caso la linea control (Canton S-B) de acuerdo al siguiente modelo
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fijo de ANOVA:Y=p+L+S+Lx S+E, donde yeslamedia general, L es
el factor linea, S es el factor sexo y E representa el término del error.
Dado que se obtuvo un resultado significativo para la interaccidon entre
la linea y el sexo, se analizo el tiempo de desarrollo en cada sexo por
separado mediante el siguiente modelo de ANOVA:Y =u + L+ E, donde
U es la media, L es el factor linea (fijo) y E representa el término del error.
Como el factor linea resultd significativo, se determind qué lineas son las
responsables de dicho efecto mediante comparaciones con la linea
control (contfrastes de Dunnett). Aquellas lineas que mostraron
diferencias significativas con respecto al control correspondiente fueron
consideradas como lineas portadoras de una insercion que afecta a un

gen candidato para el fiempo de desarrollo.

Al igual que en el Capitulo 2, para identificar los genes potencialmente
afectados por la insercion del elemento P[GTI] en las lineas que
exhibieron diferencias significativas con respecto al control, se realizé
una busqueda bioinformdatica en las regiones eucromaticas del genoma
de D. melanogaster empleando como sonda in silico la secuencia
nucleotidica flanqueante a la insercion disponible en el sitio de internet
del BDGP (http://flypush.imgen.bcm.tmc.edu/pscreen) que tiene esta
informacién para cada una de las lineas. Las busquedas de homologia
se readlizaron utilizando la secuencia gendmica de D. melanogaster
disponible en el sifio de Internet de Flybase

(hitp://flybase.bio.indiana.edu/; quinta publicacion). De este modo se

individualizaron los genes involucrados en la expresion del tiempo de

desarrollo y se determind si dicha expresion es sexo-especifica.
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Estudio de la plasticidad fenotipica e interaccion genotipo-ambiente de

los genes heterocrénicos

Estudiamos la expresion fenotipica diferencial de los genes
heterocronicos dependiendo de la temperatura de desarrollo en las
lineas que se estudiaron a ambas temperaturas. Este estudio se realizd a
través de la cuantificacion de las diferencias relativas para el tiempo de
desarrollo de cada linea respecto al control contempordneo utilizado
(Canton S-B) en cada temperatura. Estas diferencias se analizaron con
el siguiente modelo mixto de ANOVA, Y =pu+L+S+T+LxS+LxT+SxT
+ L xS xT+ E donde u es la media general, L es el factor linea
(aleatorio), S es el factor sexo (fijo), T es el factor temperatura de
desarrollo (fijo) y E representa el término del error. Un resultado
significativo para la intferacciéon L x T indicaria que hay expresion
fenotipica diferencial de los genes heterocrénicos segun la temperatura
de desarrollo. Por su parte, un resultado significativo para la interaccion
L x T x S sugiere que la expresion fenotipica diferencial explicada en la
oracion anterior es sexo-dependiente. Debido a que sélo se detectd
resultado significativo para la interacciéon L x T, se estudiaron las posibles
causas de la significativa interaccion L x T. En efecto, una interaccion
significativa que puede deberse a: (1) las diferencias entre varianzas
entre los ambientes (cambio de escala) y/o (2) desviaciones de la
unidad de la correlacion genética enfre ambientes (fG x E < 1, ver
abagjo) (cambio de ranking). La contribucion de ambas fuentes de
variacion se analizd a través de la ecuacion de Robertson (1959), Vexe =
[(Or1 — Or2)2 + 20r102(1 — rG x E)]/2, donde Vgye es el componente de
varianza del factor G x E, rG x E es correlaciéon genética entre
ambientes, og1 Yy o2 es la raiz cuadrada de la varianza de los
componentes de los dos tratamientos térmicos estudiados (Ungerer y
col., 2003; Fanara y col., 2006). El primer término de la ecuacion

propuesta por Robertson (1959) corresponde a la varianza entre
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tratamientos térmicos mientras que el segundo se refiere a las
desviaciones de la perfecta correlacion entre ambientes (rG x E < 1). La
correlacion genética entre ambientes (rG x E < 1) refleja el grado en el
cual los mismos genes controlan la expresion del cardcter entre
ambientes. rG x E se estim como: COVEeiez2/ Or1 02, donde COVeie2 €5 la
covarianza de las lineas en diferentes ambientes mientras que oe1 y Or2
es la raiz cuadrada de la varianza de los componentes de los dos

tratamientos térmicos estudiados.

Finalmente, estudiamos la plasticidad fenotipica de los genes
heterocronicos a través de la magnitud de cambio respecto de la linea
contfrol. El andlisis se realizd para cada uno de los mutantes
heterocronicos en ambos fratamientos térmicos, utilizando el siguiente
modelo fijo de ANOVA: Y =u+T+S+TxS + E, donde T corresponde al
tratamiento térmico, S al efecto del sexo y E representa el término del
error. Todas aquellas lineas que resulten significativas para el factor T
seran consideradas como linea candidata heterocronica que frente a
la variacion térmica presenta una respuesta pldstica para el tiempo de
desarrollo mientras que la interaccion T x S indica que la plasticidad es

sexo-dependiente.

3.3 RESULTADOS
Identificacion de genes heterocrénicos a 17°C.

El estudio permitié determinar que hay varianza genética mutacional,
para el tiempo de desarrollo cuando la temperatura de desarrollo fue
17°C, ya que los factores linea y linea x sexo, exhibieron diferencias
significativas (datos no mostrados). Mds aun la cuantificacion de la
varianza explicada por cada uno de estos factores mostrd que el factor
linea explica un 49% mientras que la interaccion explica solamente el 1%

de la varianza fenotipica total observada. Estos resultados sugieren que
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el cardcter expresado a esta temperatura es poligénico. Por esta razdn,
realizamos los estudios necesarios para identificar genes heterocrénicos
candidatos. Estos estudios determinaron que 27 de las 42 lineas
analizadas (64%) el tiempo de desarrollo fue significativamente diferente
al de la linea control (Tabla 3.1, machos y hembras a 17°C) indicando
gue los genes que representan cada una de esas lineas son candidatos
a conformar la base genética del tiempo de desarrollo en larvas criadas
al7/°C.

El nUmero de lineas en los cuales se incrementd o disminuyd el tiempo
de desarrollo fue similar, ya que se verificd un aumento del mismo en 14
lineas mientras que en 13 se establecid el patrdon opuesto. Cabe resaltar
que (tal como paso en el ensayo a 25°C) en ninguna de las lineas
analizadas se observd un cambio de patrén dependiente del sexo, es
decir un significativo incremento del tiempo de desarrollo en un sexo y
una disminucion significativa en el ofro, aunque se comprobaron

efectos sexo-especificos.
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TABLA 3.1 Genes heterocronicos a 17°C y 25°C.

Linea Gen Machos 17°C Machos 25°C Hembras 17°C  HembraSZ S T SxT
BG00369 CG13334 -34.25* -44,50%** -44.73** -56,99** NS il NS
BG00373 CG11226 84.18*** 16,22* 72.11%** 23,52%* NS il NS
BG00386 Nmdar1 NS -30,73*** 54.81** -36,13*** NS *xx *
BGO00737 Hsp27 -64.24** NS -55,94*** NS xx il NS
BG00930  sin secuencia 45.08*** NS NS NS b *xx NS
BG01028 CG33260 -35.5* NS -41,24* -21,81* NS *x NS
BG01214 CG10064 47.86*** -16,82* NS -28,59*** ek rxx NS
BGO01339 clt 92.63*** 39,14%** 93,64*** 29,46*** NS il NS
BG01354 CG30492 NS NS 41,53** NS il *xx NS
BG01488 msi NS -19,40** -41,18* -26,76*** NS * NS
BG01672 CG14591 -85.53*** -27,40** -48,45** NS NS *xx NS
BGO01716 paps -38.8* NS -39,38* -22,74** * il NS
BG01726 CG11382 -39.82* NS -38,27* NS NS *orx NS
BGO01735 bib NS NS NS -19,91** NS NS *
BG01763 CG33960 173%** 34,41%** 166,28*** NS NS *x NS
BG01780 CG11226 42.8** -20,18* 49,4057*** -32,31%** NS rxx NS
BG01822 Imp -47.95%* NS -52,38** NS NS il NS
BG01902 mam -59.92%** -47,64%** -62,62%** -53,05%** NS * NS
BG01912 pxb -79.85%* -33,10%** -97,30*** -45,92%** NS il NS
BG01990 CG30492 -43.82** -35,87*** -43,86** -46,05*** NS NS NS
BG02042 eas 47.78** NS NS NS NS *rx NS
BG02088 CG15309 49 55** NS 46,28** NS NS *xx NS
BG02102 CG13434 -61.79*** -16,73* -70,34*** -17,89* * il NS
BG02157 CG8177 90.67*** NS 76,60*** NS NS *rx NS
BG02159 CG32666 -85.12%** 29,51%** -96,73*** NS NS *xx *
BG02239 CG11550 63.36*** 29,40%** 60,57*** 22,72%** NS *rx NS
BG02462 CG6301 50.77%** NS 38,37* NS * *xx NS
BG02690 CG14478 NS -32,02%** NS -37,68*** NS il NS
BG02747 rut 136.73*** 28,00%** 129,40*** NS NS rxx NS
BG02823 scyl NS 17,44* NS NS NS *rx NS

Los valores se expresan como la desviacion respecto al control
contempordneo. Los asteriscos de las columnas S, Ty SxT representan los
efectos significativos de la magnitud de los factores sexo, tratamiento
térmico y sexo x fratamiento térmico en respuesta a cambios
ambientales (ver Materiales y métodos). *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001;
NS: no significativo.

En efecto, de las 27 lineas que mostraron un cambio significativo
respecto al control, en 3 de ellas (BG00930, BGO1214 y BG02042) se
verificd que la insercidn afectd el tiempo de desarrollo Unicamente en
machos. En dos de estas lineas se pudo identificar el gen afectado por
la insercidon (CG10064 y eas para la lineas BG01214 y BGO01214,
respectivamente) mientras que para la linea BG00930 no fue posible la
identificacion del gen mutagenizado. En cuanto al efecto hembra-

especifico, el mismo se observd en las lineas BG00386, BG01354 vy
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BG01488 donde las inserciones afectaron a los genes Nmdarl, CG30492
y msi, respectivamente. Los valores extremos de tiempo de desarrollo, se
observaron en las lineas BG01763 y BG02159. En |la primera se detectd un
incremento del cardcter en 173 horas en machos y de 166 horas en
hembras respecto al control siendo el gen identificado para esa linea el
CG33960. Por el confrario, la linea BG02159 mostrd el desarrollo mas
radpido de todo el bloque analizado ya que se detectd una disminucion
de la duracion del desarrollo respecto al control de 85 horas para
machos y de 96 horas para hembras. En este caso el gen identificado

para esa linea fue el CG32666.

Interaccion Genotipo-Ambiente

Dado que se utilizaron las mismas lineas para identificar genes
heterocronicos a dos temperaturas de desarrollo diferentes (17°C vy
25°C) nos fue posible investigar el patrén de variacion en respuesta a
cambios térmicos. El andlisis mostrdé que los factores principales Lineq,
Sexo y Temperatura presentaron diferencias significativas (Tabla 3.2). El
resultado significativo del factor Linea explicd un 30% de la variabilidad
fenotipica total sugiriendo que en las nuevas condiciones térmicas
también existe variacion genética mutacional para este cardcter
adaptativo. Es notable que en el ensayo a 25°C el factor Linea
manifestara el 84% de la variabilidad fenotipica (Capitulo ll), en el
ensayo a 17°C el 49% mientras que en el ensayo de plasticidad este
valor cayd al 30 %.Las interacciones significativas Linea x Sexo y Linea x
Temperatura indican que el comportamiento del genotipo depende
tanto del sexo como de |la temperatura. En este aspecto, el hecho que
la interaccidon Linea x Sexo x Temperatura mostrara un resultado no
significativo, fuertemente sugiere que la expresion fenotipica diferencial

por el cambio de temperatura durante el desarrollo de las diferentes
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lineas no depende del sexo, es decir que las correlaciones lineas por

temperatura son paralelas para ambos sexos.

TABLA 3.2 Andlisis de varianza de las 42 lineas analizadas a 17°C y 25°C

Fuente de Variacion g.l. F P ¢’
Linea (L) 41 2,11 <0,01 30
Sexo (S) 1 8,82 <0,01 Fijo

Temperatura (T) 1 4,56 0,03 Fijo
LxS 41 1,73 0,04 1
LxT 41 41,4 < 0,0001 52
SxT 1 9,26 <0,01 Fijo

LxSxT 41 0,56 0,98 0
Error 479 17

g.l.: grados de libertad; 02 componente de varianza expresado en
porcentaje

Es importante resaltar que los resultados obtenidos demuestran que hay
gran diferencia entre el aporte de ambas interacciones (Linea x Sexo y
Linea x Temperatura) a la varianza fenotipica total ya que la interaccion
con el sexo explicd Unicamente el 1% de la varianza total, mientras que
la interaccidon con la temperatura aporta la mitad de la variabilidad
fenotipica total observada (52%) (Tabla 3.2). Este resultado pone de
manifiesto la importancia que esta interaccion (Linea x Temperatura)
tene en la en la expresion fenotipica de este cardcter vy
concomitantemente como factor preponderante en la conformacion
de la arquitectura genética del tiempo de desarrollo. Por esta razén,
decidimos descomponer la varianza explicada por el factor Linea x
Temperatura a fin de esclarecer las causas que determinaron dicha

interaccién y determinar qué proporcion de la misma se puede explicar
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por un cambio de escala o un cambio de ranking (ver Materiales y
Métodos). Nuestros resultados permitieron establecer que la mitad de la
varianza de la interaccidon genotipo-ambiente se debe a cambios de
escala que reflejon una mayor varianza en el tratamiento de 17°C
mientras que la otra mitad, puede atribuirse al cambio de ranking de las
lineas, lo que manifiesta que el orden de los genotipos en relacion al
tiempo de desarrollo depende de la temperatura de desarrollo (Figura
3.1). En ofras palabras, nuestros ensayos evidenciaron que algunas lineas
se encuentran entre las mds rdpidas en un fratamiento térmico y entre
las mds lentas en el otro, resultado que se puede visualizar en el cruce

de normas de reaccion de la Figura 3.1.
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Figura 3.1. Normas de reaccion de las 42 lineas con inserciones P[GTI]
desarrolladas a 17°C y 25°C. Los valores se muestran como la desviacion
respecto alalinea confrol.
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Genes candidatos de plasticidad

La enorme variaciéon que los genotipos mostraron en respuesta a las
condiciones térmicas abre una excelente oportunidad para estudiar las
bases genéticas de la plasticidad fenotipica del tiempo de desarrollo.
En efecto, 30 de las 42 lineas (el 71%) sometidas a ambas temperaturas
resultaron significativamente diferentes respecto del control en uno y/o
ambos tratamientos (ver Tabla 3.1). A fin de poder dilucidar las bases
genéticas de la plasticidad para el tiempo de desarrollo analizamos,
para cada uno de los genes, el cambio en la expresion fenotipica
producto de los diferentes fratamientos térmicos durante el desarrollo en
cada sexo. Es notable que la magnitud del efecto producido por la
insercion en todas los mutantes heterocrénicos dependa de la
condicion térmica de desarrollo (columna T de la Tabla 3.1), con
excepcion de la linea BG01735 y BG01990. Mds aun, la gran mayoria de
los genes mostraron que la manifestacion de los mutantes
heterocronicos segun la temperatura de desarrollo es independiente del
sexo (columna S x T de la tabla 3.1). Este resultado refleja la contribucion
individual de cada mutante heterocronico a la enorme variabilidad
genotipo-ambiente mencionada anteriormente. Una linea interesante
para destacar es la BG01990 donde el gen candidato es CG30492. Este
fue el Unico gen que no mostrd variacion alguna para los factores
analizados (Sexo, Temperatura y la interaccion entre ambos) sugiriendo
gue el efecto que provoca la mutacion en este gen es independiente
de los factores ambientales que se estudiaron en esta Tesis. Retomando
el patron general observado, la variacién en la magnitud de los efectos
provocados por las temperaturas de desarrollo puede observarse en la
Figura 3.2. En esta figura puede visualizarse una correlacién positiva y
significativa del tiempo de desarrollo de los mutantes heterocrénicos
entre los diferentes ensayos térmicos para ambos sexos (machos: r: 0.61,

p< 0.05; hembras: r: 0.55, p< 0.05). Estos resultados indican que la
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mayoria de las mutaciones que afectan el tiempo de desarrollo lo
hacen en la misma direccion fenofipica (aumentan o retrasan el
cardcter). El 47% de las lineas mostraron este pafron (cuadrante
izquierdo de abagjo y derecho arriba de la Figura 3.2). Sin embargo,
también identificamos un conjunto de lineas en las cuales la mutacion
provocod un efecto dependiente de la temperatura, lo que sugiere que

los loci mutados son potenciales candidatos de plasticidad (genes

pldsticos).
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Figura 3.2 — Correlacion de los 30 P[GT1] mutantes heterocrénicos
desarrollados a 17°C y 25°C. Los valores se muestran como la desviacion
respecto del control contempordneo para cada sexo por separado;
machos (circulos negros) y hembras (circulos blancos).
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En este sentido, cuarenta por ciento de las lineas afectd el tiempo de
desarrollo en una Unica temperatura. Por ejemplo a 25°C, se observaron
3 lineas heterocroénicas exclusivas de este tratamiento. La linea cuya
insercion interrumpe la secuencia del gen CG14478 es un ejemplo de
este patron. En contraposicion, nueve lineas mostraron efectos
heterocronicos Unicamente a 17°C. Por ejemplo, la linea que afecta la
expresion de Imp mostré diferencias respecto al control en ambos sexos
solo a 17°C y no asi a 25°C. Sorpresivamente, cuatro lineas (13%)
afectaron el tiempo de desarrollo con fenotipos opuestos segun el
tratamiento. Por un lado, la linea BG02159, mutante para el gen
CG32666, prolongd y acelerd el tiempo de desarrollo a 17°C y 25°C,
respectivamente. Por ofro lado, las lineas mutantes para los genes

Nmdar, sugarless y CG 11226 mostraron un patrén opuesto (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Mutantes heterocronicos con efectos fenotipicos opuestos en
funcidon de la temperatura de desarrollo. El ensayo de 17°C se muestra
con barras blancas, mientras que el de 25°C con barras rojas. Los
machos estdn representados por barras cruzadas, y las hembras por
barras sin dibujo. Los valores de tiempo de desarrollo se estandarizaron
respecto del control correspondiente a cada ensayo.
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3.4. DISCUSION

En la naturaleza los cambios de temperatura tanto a través del dia
como entre estaciones constituyen un factor ambiental relevante en la
vida de los organismos. Sin embargo, la influencia de su efecto sobre la
variacion en genes que afectan al fitness estd escasamente estudiada.
Nuestros resultados muestran que la mayoria de los mutantes
heterocronicos afectan al cardcter con una magnitud cudlitativa y
cuantitativamente diferente en relacion a las condiciones térmicas
utilizadas. Este hecho es la causa de la gran interaccidn gen-ambiente
observada (Tabla 3.2). Los ejemplos mdas llamativos de este patrdon son
las normas de reaccidén de las lineas portadores de mutaciones en los
genes CG11226, CG32666, Nmdarl y sugarless (Figura 3.3). El producto
del gen CG11226 todavia no se ha descripto, el del gen CG32666 es
una proteina receptora con actividad serina/freonina kinansa, NMDART
es un receptor glutamato ionotrépico mientas que SUGARLESS es una
proteina con actividad UDP-glucosa é-deshidrogenasa, lo que indica
que estos genes relacionados al metabolismo celular son sensibles a
cambios ambientales. Por el contrario, la linea BG01990 que se
corresponde con el gen CG30492 fue la Unica linea que no presento
variacion alguna en cuanto a la magnitud y/o sentido del cambio para
el fiempo de desarrollo para ambas temperaturas. El producto del gen
CG30492 es una proteina de unién a iones Zinc cuya funcion bioldgica
es desconocida. Ninguno de los genes mencionados en esta discusion,
presentan informaciéon que relacione su actividad con el tiempo de
desarrollo lo cual estableceria que este es la primera asociacion entre

estos genes y el cardcter adaptativo estudiado.

La variaciéon genética "oculta" o "criptica" se define como la parte de la
diversidad genética que tiene el potencial de afectar la expresion del
fenotipo pero no se expresa en las condiciones genéticas y/o

ambientales cotidianas (Le Rouzic & Carlborg, 2008). Los mecanismos
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moleculares responsables de esta particular variacion genética son la
epistasis y la interaccidon genotipo-ambiente. En nuestro caso, ademdads
de la plasticidad de las normas de reaccion mostrada por las lineas,
gran parte de la interaccidon genotipo-ambiente es producto del gran
aporte de la mayor varianza en el tratamiento de 17°C (Figura 3.1). Es
posible que a 25°C la variacion genética haya sido tamponada (efecto
“buffer”) en comparacion a la variabilidad expresada a 17°C, una

temperatura inusual para estas lineas.

En conclusidn, nuestros resultados destacan la capacidad de variacion
para el fiempo de desarrollo que exhibe el genoma de Drosophila en
respuesta a cambios de temperatura. Sin embargo, debe considerarse
que este patrén fue observado en lineas de laboratorio, por lo que estos
resultados no son directamente extrapolables a los procesos que tienen
lugar en las poblaciones naturales. De cualquier manera, a la luz de
estos descubrimientos, es posible especular, como se verd en los futuros
capitulos, con el efecto de la temperatura de desarrollo en relacion ala
generacion de variacion genética en la naturaleza. En este sentido, la
variacion en la temperatura ambiental se impone como factor de stfress
sobre los organismos, lo que generaria la evolucidon de mecanismos
genéticos adaptativos que posibilitan lidiar con temperaturas extremas
en condiciones naturales (Hoffman & Parsons, 1991). De aqui en
adelante desde una perspectiva evolutiva, abordaremos esta hipdtesis

para los genes heterocrénicos, haciendo foco en los procesos naturales.
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4.1 Infroduccion

Como se describid en los Capitulos anteriores, la arquitectura genética
describe las propiedades de variacion fenotipica de los caracteres, es
decir, su potencial evolutivo (Hansen, 2006). Hasta el momento hemos
observado gran variacion genética para el tiempo de desarrollo
generada por mutaciones de inserciones de elementos moviles
(Capitulo 2 y 3), con un efecto destacado de la temperatura en la
expresion de tal variacion (Capitulo 3). Estas mutaciones artificiales con
efectos mayores nos permitieron conocer componentes de diferentes
vias de senalizacion involucradas en la expresidon fenotipica del tiempo
de desarrollo, sin embargo son poco informativas en relacion al nivel de
polimorfisimo que tienen estos genes en la naturaleza, es decir su
variacion natural. Este tipo de informacion resulta relevante a la hora de
estimar el potencial evolutivo del cardcter. Considerando que, de
acuerdo a la Teoria Sintética, evolucion es el cambio en las frecuencias
de los alelos que participan en cardcter, la evolucionabilidad de este
dependerd de la variacion genética aditiva que se encuentre
disponible en las poblaciones naturales (Houle, 1992). Dejando atrds a la
variacion artificial obtenida por mutagénesis, nos adentramos de aqui
en adelante en la naturaleza del tiempo de desarrollo. La variacion
fenotipica de un cardcter cuantitativo, como es el fiempo de desarrollo,
estd determinada por el ambiente, por la segregacion de gran
cantidad de loci que intervienen en la expresion de dicho cardcter
(Mackay, 2001; Lynch & Walsh, 1998), denominados loci de caracteres
cuantitativos o QTLs (Falconer & Mackay, 1996), y por la interaccion
entre ambos factores (Viera y col., 2000). De esta maneraq, la varianza
fenotipica en una poblacion dada puede descomponerse en
componentes de varianza genética (que responden a la variacion
aditiva, a la de dominancia y la de epistasis), a la variacion ambiental y

a la varianza debida a la interaccion genotipo-ambiente. La variacion
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de los caracteres cuantitativos es el material sobre el cual actuan las
fuerzas evolutivas produciendo diversidad fenotipica y adaptaciones
(Mackay, 2001; Mauricio, 2001). De lo expuesto queda claro que para
determinar si las variaciones fenotipicas observadas en la naturaleza no
son exclusivamente producto de la variacion ambiental, es decir que
nada tienen que ver con la potencialidad de evolucidon del cardcter ni
con las fuerzas evolutivas que actuaron en las generaciones pasadas, es
preciso determinar qué proporcion de la variacion fenoftipica es
producto de la varianza genética, en especial la varianza genética
aditiva. A lo largo de este capitulo utilizaremos diversos estimadores de
la varianza genética aditiva como la heredabilidad (h2) y el coeficiente
de variacién genética (CVg) para cuantificar la magnitud de variaciéon
genética susceptible y producto de procesos evolutivos.

En términos mecanisisticos, la porcion de la variacion fenotipica total
debida a factores genéticos puede ser consecuencia de un sinfin de
procesos a nivel molecular como alteraciones en el momento de
expresion de un gen a fravés de la ontogenia, cambios en el nivel de
sintesis de su ARN mensagjero, variaciones en la afinidad entre el
producto del gen y otras proteinas de la via de senalizacién con las que
interactua, etc. Sin embargo, para llegar a comprender las diversas
causas que pueden generar la diversidad necesaria para que el
cardcter en cuestion pueda cambiar (evolucionar) necesariamente se
debe establecer, como primer paso, la existencia de variacion genética
natural, para que con posterioridad (mediante diversas estrategias que
discutiremos mds adelante) sea posible identificar los loci que
contribuyen a la expresion de tal variacion. En el presente capitulo
comenzaremos a recorrer ese camino en la buUsqueda de variacion
genética natural para el tiempo de desarrollo en poblaciones naturales

de Drosophila melanogaster.

72



Capitulo 4 Variacion genética natural del tiempo de desarrollo

Variacion geogrdfica y clinas: variacion genética en respuesta a

factores ambientales.

Entendemos por variacion geogrdfica las diferencias espaciales en las
frecuencias alélicas de los genes que intervienen en la expresion del
cardcter. En ofras palabras, existe variacion geogrdfica si las
poblaciones se diferencian genéticamente a lo largo de un gradiente
ambiental. La variacion geogrdafica de un cardcter puede encontrarse
estructurada en respuesta a variables ambientales relevantes, como la
temperatura, la humedad vy la disponibilidad de recursos. Sin embargo,
Nno siempre es posible identificar los factores ambientales relevantes a la
hora de explicar el patron de diferenciacion genética estudiado. Para
entender el planteo a lo largo de este Capitulo en la busqueda de
variacion genética es necesario introducir previamente el concepto de
clina, desarrollado extensamente por Endler (1977, 1986). Una clina es un
gradiente en un cardcter mensurable, donde su pendiente es una
medida de la amplitud de la variacidon geogrdfica (Endler, 1977). Lo
interesante del planteo de Endler, es que las clinas constituyen
excelentes herramientas para testear si la seleccidn natural estd
actuando sobre los caracteres fenotipicos de interés. De todas formas,
es sabido que los patrones clinales pueden surgir en ausencia de
seleccion natural en escenarios de recientes expansiones poblacionales
(Hoffman & Weeks, 2007). Un caso paradigmdtico en este tipo de
estudios es el de las clinas latitudinales para el tamano corporal de
Drosophila en diferentes confinentes (Australia, América del Norte,
Europa y Asia) (Capy y col., 1993; James y col., 1995; Huey y col., 2000;
Hallas y col., 2002; De Jong & Bochadanovits, 2003), patron que sugiere
la accion de la seleccion natfural en el modelado de tal variacion
genética.

Ya sea por expansiones poblacionales o factores selectivos, la variacion

clinal nos brinda la oportunidad de identificar caracteres y genes cuya
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variacion se encuentra asociada a ciertas condiciones ambientales.
Entonces, el objetivo particular de este Capitulo es investigar si existe
variacion genética natural para el tiempo de desarrollo, como paso
previo para estudiar si tal variacidon se encuentfra estructurada de
manera clinal en respuesta a factores geogrdficos y/o ambientales
relevantes.

El grupo de L. Partridge (University College London) en colaboracion con
el grupo de A. Hoffman (Center for Environmental Stress and Adaptation
Research, Australia) caracterizaron hace unos anos una clina para el
tiempo de desarrollo en el este de Australia a lo largo de una transecta
latitudinal de 2500 kildmetros. En particular, observaron una relacion
inversa entfre el tiempo de desarrollo larval y la latitud (James &
Partridge, 1995; James, Acevedo & Partridge, 1995; Hoffman & Weeks,
2007). Bajo una hipdtesis adaptativa, la temperatura es la principal
condicion ambiental asociada a la variacion geogrdfica, a la cual se le
atribuye la causa Ultima del patrén clinal observado (Hoffman & Weeks,
2007). Si este fuera el caso, sporqué no buscar una clina paralela en
Sudameérica? Su existencia seria una fuerte evidencia en relacion a la
accion de la seleccion natural en la generacion de dicho patrdn,
siendo la temperatura el posible agente selectivo. Para poner a prueba
esta hipdtesis, tenemos a nuestro favor el hecho de que Australia y
Argentina se encuentran en continentes completamente aislados a
latitudes similares del hemisferio sur. Ya que existen investigaciones que
destacan la importancia del cromosoma Il en la variacion natural del
cardacter (Van't Land y col., 1999; De Jong & Bochdanovits, 2003)
privilegiaremos en un principio la busqueda de variacidon en esta
porcion del genoma empleando técnicas genético-cuantitativas.

Una de las herramientas mds utilizadas en estudios de genética
cuantitativa, es el uso de lineas alfamente endocriadas para realizar
mapeos de caracteres complejos (Lynch &  Walsh, 1998).

Particularmente utilizaremos la metodologia denominada sustitucion
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cromosomica, que consiste en poner en homocigosis un cromosoma
proveniente de una poblacion natural en un fondo genético
homogéneo, que es de uso frecuente en Drosophila. Entre los beneficios
que brinda el empleo de esta herramienta podemos mencionar que
resulta muy Util a la hora de caracterizar genotipos provenientes de la
naturaleza permitiendo cuantificar estimadores de variacidon genética
aditiva. Asimismo, estas lineas pueden mantenerse como bibliotecas
vivientes es decir, conservar la informacion genética de los cromosomas
naturales en forma intacta a fravés de las generaciones. Esta
caracteristica permite, entonces, continuar su estudio sin alteraciones
genéticas producto de la adaptacion a las condiciones de laboratorio
(requisito fundamental si la intencidon es estudiar procesos naturales).
Ademds, como veremos en el proximo Capitulo, las sustituciones
cromosdmicas son herramientas muy utilizadas para el mapeo de QTLs
(quantitative trait loci) de caracteres complejos como el tiempo de
desarrollo.

A esta altura de la Tesis nos interesa responder, entre otras, las siguientes
preguntas:

i) sHay diferenciacion genética entre las poblaciones argentinas para el
tiempo de desarrollo asociada al cromosoma estudiado?, zcudles son
los genotipos mds extremos?, i) en el caso de encontrar diferencias
poblacionales, 3La variacion estd estructurada siguiendo un patrén
geogrdfico? slLa variacion encontrada es sexo-dependiente? jExiste
una asociacion con variables ambientales?, iii) 3Existe polimorfismo en
todas las poblaciones?, es decir, 3Qué grado de variacion genética

aditiva tienen las poblaciones para responder a procesos evolutivos?
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4.2 Materiales y Métodos

Se muestrearon seis poblaciones naturales a lo largo de una transecta
latitudinal de 1500 kildbmetros desde la ciudad de Neuquén hasta las
cercanias de la ciudad de GUemes, Salta (ver Figura 4.1). Las
coordenadas geogrdficas se muestran en la Tabla 4.1. En todos lo casos,
con la excepcion de GUemes, la colecta del material se realizd en
cultivos frutales de uva, manzana y membirillo. Para el caso de GUemes
las moscas se obtfuvieron en una zona de vegetacion autdéctona a
escasos kilbmetros del Parque Nacional El Rey. Las campanas se

realizaron entre 2004 y 2005.
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Figura 4.1. Locdlidades de las 6 poblaciones naturales estudiadas:
Giemes, San Blas, Chilecito, Uspallata, Lavalle y Neuquén.
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Lineas con sustituciones cromosémicas de poblaciones naturales

Por cada poblacion se obtfuvieron aproximadamente 40 lineas
derivadas de hembras fecundadas en el campo (isolineas). A
continuacion, mediante un esquema de cruzamientos con cepas
balanceadoras, se pusieron en homocigosis cromosomas Il enteros
(Figura 4.2). En todos los casos el fondo genético es idéntico al de la
linea control del Capitulo 2, es decir, los genotipos obtenidos luego del
proceso de isogenizacion consistieron en individuos homocigotas para
un cromosoma |l de la naturaleza con un fondo genético Canton-S B. En
el transcurso de la isogenizacion se fueron perdiendo lineas producto de
la baja viabilidad, fundamentalmente en el Ultimo paso del esquema de
cruzamientos, como resultado de la expresidon de alelos letales recesivos.
En promedio, se obtuvieron 8 lineas por poblacién. Con las mismas se
determind la variacién genética natural para el tiempo de desarrollo
dentro y entre poblaciones, asi como también se estimd la variacion

genética aditiva para cada una de ellas.

Tabla 4.1. Poblaciones estudiadas y sus respectivas variables

geogrdficas.

Poblacion Latitud Longitud  Altitud (metros) N
Glemes 24° 38' 65° 03' 739 9
San Blas 28° 25' 67° 06’ 1061 8
Chilecito 29° 10 67° 28 1043 10
Uspallata 32° 35’ 69° 22’ 1915 6

Lavalle 32°50' 68° 28' 647 6
Neuquén 38°58' 68° 08' 260 9

N: nUmero de lineas anlizadas por cada poblacion.
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OBTENCION DE CROMOSOMAS Il ISOGENICOS

HEMBRAS (VIRGENES) MACHOS
Generacion 1 w; Cy/lsoB; Sb/lsoB  x linea del campo (+;+;+)
\
Generacion 2 w; Cy/Sp; IsoB x1 macho w; Cy/+; Sb/+
\
Generacion 3 w; Cy/Sp; IsoB X w, Cy/+, Sb/lsoB
Generacion 4 w, Cy/+, Sb/lsoB X w, Cy/+, SloB
Generacion 5  w, Cy/+, IsoB X w, Cy/+, IsoB

w/ + , Iso B (cepa Isogénica del Cromosoma II)

Figura 4.2. Esquema de cruzamientos realizados para la obtencion de
lineas isogénicas. w: ojos blancos; Cy: alas curly marcador fenotipico
para el cromosoma |, Sb: quetas cortas del térax (stubble) marcador
fenotipico del cromosoma lll; + cromosoma salvaje/ natural; Iso B: fondo
genético Canton S B. Cy y Sb son marcadores dominantes.
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Andlisis Estadistico. Se estimo el tiempo de desarrollo en blogques de 25
lineas isogénicas. Para reducir la variacion ambiental entre bloques, se
estimd el tiempo de desarrollo de 8 réplicas de la linea control con
fondo genético Canton-S B. De esta forma, los valores de fodas las
réplicas se relativizaron al del control contempordneo por cada sexo por
separado. Un ANOVA de tres vias se aplicd siguiendo el siguiente
modelo mixto: Y =pu+P +L(P) +S+L(P) xS+PxS+E dondepuesla
media general, P es el factor poblacion (fijo), S es el factor sexo (fijo), L
es el factor Linea (aleatorio) el cual se encuentra anidado en P y E
representa el término del error. Ademds, evaluamos la conftribucion
relativa de los factores aleatorios (Linea (P), Linea (P) x Sexo, y error) a la
varianza fenotipica total. Para estudiar las diferencias genéticas entre
pares de poblaciones se realizaron contrastes ortogonales a priori.

Con el objetivo de asociar la variacidn genética observada con
variables geogrdficas y climatolégicas se realizaron regresiones multiples
(foward stepwise regressions) con los datos geogrdficos (latitud y altitud)
y climatolégicos (temperatura media, temperatura minima media,
temperatura mdxima media y amplitud térmica diaria) en andlisis
independientes. La informacion de las variables climatoldégicas se
extrajo del servicio meteoroldgico nacional (www.smn.gov.ar).
Pardmetros genético-poblacionales. Para cuantificar la variacion
genética aditiva de cada una de las poblaciones estudiadas se
determind en cada caso la varianza genética (Vg), la varianza
ambiental (Vg), la varianza fenotipica (Ve), la heredabilidad (h?) y el
coeficiente de variacion genética (CVg). Para lineas completamente
homocigotas, como es el caso de las lineas con sustituciones
cromosdmicas naturales, el coeficiente de endocria es de 1 (F = 1), por
lo que Vg = 2 02 + 0%s, donde o2 es la varianza entre lineas y o2
corresponde a la varianza de la interaccion linea x sexo (Falconer &
Mackay, 1996, Mackay y col., 1996). La estimaciéon de la varianza

ambiental (Ve) corresponde a la varianza del error, y la varianza
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fenotipica (Vp) se estima como la suma de la varianza genética mads la
ambiental (Ve = Vg + VE). De esta manera, la heredabilidad del tiempo
de desarrollo corresponde a la proporcion de la varianza genética
respecto de la varianza fenotipica (h2 = Vg / Vp). A su vez, con la idea
de utilizar un indice que sea independiente de la varianza fenotipica de
cada poblacion, se calculd la variacion genética en relacion a la
media poblacional, estimador conocido como coeficiente de variacion
genética [CVe = 100 (VG)1/2 / X, donde X se refiere a la media
poblacional del tiempo de desarrollo]. En todo el andlisis se asume que
la varianza genética es una buena estimacion de la varianza genética
aditiva, ya que no existen componentes de |la varianza genética de
dominancia (al fratarse de cromosomas homocigotas) y la varianza
genética epistatica es reducida (al tener todas las lineas un fondo

genético comun e isogénico).

4.3 Resultados

Patron de variacion genética de las lineas de sustitucion cromosdémica

natural

Lo primero que se puede observar es que existe una gran variabilidad
fenotipica para el tiempo de desarrollo entre las 48 lineas de sustitucion
cromosomica natural para el cromosoma Il. Las lineas mdas répidas
fueron GUemes 286, Lavalle 14 y GUemes 269 con valores de tiempo de
desarrollo de 231,92 horas, 233 horas y 236,7 horas, respectivamente. En
cambio, las lineas con desarrollo mas lento fueron Uspallata 10, Lavalle
12 y San Blas 45 con un tiempo de desarrollo de 353,4 horas, 339,3 horas
y 332,7 horas, respectivamente. Estos resultados indican que enfre las
lineas mas rapidas y las mads lentas hubo una diferencia de 5 dias de
tiempo de desarrollo (FIGURA 4.3)
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Figura 4.3. Frecuencias acumuladas del tiempo de desarrollo de las
lineas con sustituciones naturales para el cromosoma Il. Los circulos
marcan los valores extremos de menor (GUe286, Lavl4, GUe269) vy
mayor (Sbl45, Lav 12, Usp10) tiempo de desarrollo.

El andlisis de varianza muestra que el factor linea (anidado en
poblacion) resultd altamente significativo (Tabla 4.2) y fue responsable
del 75% de la varianza fenotipica total. Sorprendentemente, las
poblaciones no mostraron diferencias significativas (p=0.43). Desde una
aproximacion puramente estadistica, de acuerdo al diseno empleado,
la varianza del factor Poblacion fue comparada con la varianza del
factor Linea (dentro de Poblacion), de esta forma los resultados indican
que existen comparativamente mayor varianza genética dentro de las
poblaciones que entre las mismas. Como veremos mds adelante, este
resultado no implica que las poblaciones no presenten diferenciacion
genética entre si, sino que existe una alta variacidon genética
infrapoblacional para el fiempo de desarrollo asociada al cromosoma |l.

Ademds, el ANOVA mostrd diferencias significativas entre sexos, siendo

81



Capitulo 4 Variacion genética natural del tiempo de desarrollo

las hembras las que en promedio se desarrollaron mas rdpidamente que
los machos. Con relaciéon a las interacciones que involucran al sexo, los
resultados del ANOVA muestran que ninguna de las dos interacciones:
linea (poblacion) x sexo y poblacion por sexo presentaron diferencias
significativas sugiriendo que el tfiempo de desarrollo no presenta

variacion para el dimorfismo sexual.

Tabla 4.2. Andlisis de varianza de las lineas con sustituciones

cromosomicas naturales para el segundo cromosoma.

Fuente de Variacion gl F P ¢’
Poblacion 5 0,99 0,43 Fijo
Linea (P) 43 27,38 < 0,00001 75

Sexo 1 48,11 < 0,00001 Fijo
Linea (P) X S 43 0,87 0,7 0
Pob X Sexo 5 0,79 0,56 Fijo
Error 281 25

gl: grados de libertad; 02 componente de varianza expresado en
porcentaje

Tabla 4.3. Contrastes a priori entre pares de poblaciones

Poblacion Glemes Lavalle Neuquén  Chilecito Uspallata  SdBlas
Glemes NS <0,05 0,02 0,01 NS
Lavalle NS <0,05 NS <0,05 NS
Neuquén <0,05 < 0,05 <0,0001 <0,0001 <0,05
Chilecito 0,02 NS < 0,0001 NS < 0,05

Uspallata 0,01 < 0,05 < 0,0001 NS 0,02
San Blas NS NS <0,05 < 0,05 0,02

NS: no significativo.
De acuerdo a los contrastes, las poblaciones presentan diferencias

significativas para el tiempo de desarrollo entre ellas (excepto las

comparaciones GUemes-Lavalle, GUemes-San Blas, Lavalle-Chilecito,
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Lavalle-San Blas y Uspallata-Chilecito), siendo Neuquén la Unica
poblacidon que mostrd  diferencias con el resto de las poblaciones. El
resultado de los contrastes sugiere por un lado que el tiempo de
desarrollo presenta diferenciacion genética significativa entre las
poblaciones analizadas y por ofro lado que la variacion genética
dentro de cada poblacion es, como se expreso anteriormente, de tal
magnitud que eclipsan las diferencias entre poblaciones.

Tal como se explico en la infroduccion de este capitulo, la variacion
inter-poblacional podria ser el resultado de procesos adaptativos. Con
el objetivo de estudiar si las variaciones observadas en el tiempo de
desarrollo pueden ser atribuidas a patrones de variacion geogrdfica y/o
de variables climatolégicas de las localidades de donde son originarias
las lineas analizadas realizamos regresiones multiples con dichas
variables. El andlisis se realizdé considerando dos conjuntos de regresiones
multiples: i) variables geogrdficas (altitud y latitud), vy ii) variables
térmicas (temperatura media, temperatura minima media, temperatura
mdaxima media y amplitud térmica diaria). Para las variables
geogrdficas, el tiempo de desarrollo presentd una regresion altamente
significativa con la altitud, siendo las lineas derivadas de las poblaciones
de altura las que presentaron un tiempo de desarrollo mayor (Tabla 4.4,
Figura 4.3). Por otro lado, en contra de nuestra hipdtesis, manifestada en
el muestreo latitudinal, la variaciéon genética del tiempo de desarrollo no
se encuentra asociado al gradiente latitudinal (Tabla 4.4). Respecto de
las variables térmicas, la amplitud térmica es la Unica variable
climatolégica que presenta una asociacion en relacion a la variacion
del tiempo de desarrollo, observdndose mayores valores fenotipicos en
las poblaciones con mayor amplitud térmica diaria. Ambas
asociaciones (altitud y amplitud térmica) son consistentes, ya que, son
las localidades de altura las que presentan mayor amplitud térmica
diaria. Folguera y colaboradores (2008), observaron la misma tendencia

en relacion a la altitud utilizando isolineas de D. melanogaster derivadas
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de un subconjunto de las localidades analizadas en esta Tesis, lo que
sugiere que la amplitud térmica diariac es uno de los factores
ambientales mds relevantes, que en estos casos ejerce efectos sobre la
se

prolongacion del tiempo de desarrollo en poblaciones que

encuentran en localidades de altura.

360 360

Altitud (metros) Amplitud térmica (°C)

Figura 4.4. Regresiones del tiempo de desarrollo con la altitud (A) y la
amplitud térmica (B).

Tabla 4.4. Regresiones multiples significativas con las variables
geogrdficas y climatologicas
Variables Coef regresion P
Altitud 0,26 < 0,00001
Amplitud Térmica 0,5 0,0003

El resto de las variables analizadas no presentaron asociaciones
significativas con el tiempo de desarrollo.
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Estos resultados nos llevaron a considerar explicitamente el efecto del
factor altitud sobre la variacion genética observada para el tiempo de
desarrollo. De esta manera, separamos a las lineas como derivadas de
localidades de “altura” o “llanura”, segun se sitUen por encima o por
debagjo de los 1000 metros de altura, respectivamente. Bajo este criterio
las poblaciones de GUemes (695 metros), Lavalle (647 metros) vy
Neuquén (260 metros) se clasificaron como poblaciones de “llanura”,
mientras que Chilecito (1043 metros), San Blas (1010 metros) y Uspallata
(1915 metros) se catalogaron como poblaciones de “altura”. Los
resultados de este andlisis muestran que las lineas derivadas de
poblaciones de “altura” presentan en promedio un tiempo de desarrollo
significativamente mayor que las lineas de poblaciones de “llanura”
tanto en machos (F=6,59 p=0,01) como en hembras (F=7,72, p=0,006)
(Tabla 4.5). En ambos sexos las lineas de “altura” tienen prolongado su
tiempo de desarrollo, en promedio, por 12 horas. Un dato que
necesariomente debe considerarse es el hecho que estos patrones de
variacion se atribuyen exclusivamente al cromosoma I, ya que,
recordemos, el resto del fondo genético es similar entre todas las lineas
analizadas. A esta altura del andlisis, resta por cuantificar la varianza
genética aditiva del cardcter en las poblaciones estudiadas, requisito

indispensable para evaluar su potencial evolutivo.

Tabla 4.5.
A. Andlisis de varianza de las poblaciones de *“altura” y “llanura”.
Machos.
Fuente de Variacion gl F P
Altitud 1 6,59 0,01
Error 185
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B. Andlisis de varianza de las poblaciones de “altura” y “llanura”.

Hembras.
Fuente de Variacion gl F P
Altitud 1 7,72 < 0,01
Error 189

Pardmetros genético-poblacionales.

Del andlisis pormenorizado de cada poblacion, se destaca la gran
variacion intrapoblacional: en todos los casos se obtuvieron altos valores
de heredabilidad para el cardcter (desde 0,41 en Neuguén hasta 0,79
en Lavalle) lo que refleja la gran diferenciacién genética en el
cromosoma |l para el fiempo de desarrollo en cada una de las
poblaciones estudiadas (Tabla 4.6). Este resultado es interesante,
teniendo en cuenta que Neuquén y Lavalle, las dos poblaciones con
menor altura, mostraron el valor menor y mayor de heredabilidad,
repectivamente, resultado que sugiere que no hay diferencias respecto
a este pardmetro entre las poblaciones de “llanura” y “altura”. Ofro
punto a resaltar es que en todos los casos la variacion ambiental es
menor a la genética, hecho que pone de manifiesto que el diseno
experimental empleado fue satisfactorio en cuanto al propdsito de
minimizar la variacion entre réplicas (error ambiental) En otras palabras,
los resultados que obtuvimos muestran la real variacion genética y por lo
tanto el potencial de cambio (evolutivo) que presentan todas las
poblaciones.

En la Tabla 4.7 se muestran los ANOVAs partficulares para cada
poblacidn analizada. En todos los casos el factor Linea resultd altamente
significativo lo que indica, nuevamente, la gran variacion genética intra-
poblacional. Ademds, en todos los casos donde el factor sexo fue

significativo (Neuquén, Chilecito y Uspallata) las hembras fueron las que
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alcanzaron la etapa adulta mas rdpidamente.

Tabla 4.6. Pardmetros genético-poblacionales

Guemes Lavalle  Neuquén Chilecito Uspallata San Blas

Vg 2715 691 142,5 283 679,5 462,7
Ve 246,6 180 201 262 401,6 221,6
Vp 518,1 871 343,5 545 1081,1 684,3
h? 0,52 0,79 0,41 0,52 0,63 0,68
CVg 62,6 20,1 60 6 4,1 36,7

Ve: varianza genética; Ve: varianza ambiental; Vpe: varianza fenofipica;
h2: heredabilidad; CVs: coeficiente de variacion genética; X: media
poblacional.
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4.7. Andlisis de varianza de cada una de las poblaciones analizadas.

Glemes
Fuente de Variacion gl F P ¢’
Linea 9 9,41 0,001 63
Sexo 1 3,86 0,08 Fijo
Linea x Sexo 9 1,67 0,11 3
Error 56 34
Lavalle
Fuente de Variacion gl F P ¢’
Linea 5 4497 < 0,001 87
Sexo 1 4,49 0,08 Fijo
Linea x Sexo 5 1,36 0,26 1
Error 36 12
Neuquén
Fuente de Variacion gl F P o’
Linea 8 25,9 < 0,0001 59
Sexo 1 31,2 < 0,0001 Fijo
Linea x Sexo 8 0,42 0,89 0
Error 50 41
Chilecito
Fuente de Variacién gl F P o’
Linea 9 42,32 < 0,0001 68
Sexo 1 16,7 < 0,001 Fijo
Linea x Sexo 9 0,4 0,92 0
Error 57 32
Uspallata
Fuente de Variacion gl F P ¢’
Linea 5 60,7 <0,0001 77
Sexo 1 18,1 0,007 Fijo
Linea x Sexo 5 0,4 0,81 0
Error 35 23
San Blas
Fuente de Variacion gl F P o’
Linea 7 28,6 < 0,0001 80
Sexo 1 2,43 0,16 Fijo
Linea x Sexo 7 1,16 0,33 0
Error 47 20
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4.4 Discusion

Los resultados obtenidos en este Capitulo destacan la importante
contribucion del cromosoma Il a la variaciéon genética natural para el
tiempo de desarrollo. Si bien varios autores especulaban con esta
posibilidad (Van’t Land y col., 1999; De Jong & Bochdanovits, 2003)
entendemos que este es el primer estudio que investiga la arquitectura
del tiempo de desarrollo atribuible a esta porcidn del genoma
empleando sustituciones cromosomicas de numerosas poblaciones. La
variacion genética enconfrada sirve como primer paso hacia una
localizacion genética (mapeo) mds precisa de la diferenciaciéon
genética detectada. Los resultados obtenidos en este Capitulo
muestran que la variacidon  genética natural se  encuentra
geogrdficamente estructurada y el gradiente altitudinal explica una
porcion significativa de la misma. En ofras palabras, el tiempo de
desarrollo mostré una clina alfitudinal. Nuestros experimentos se
realizaron bajo un diseno de ‘“jardin comun”, es decir, que
independientemente de su origen, las lineas fueron sometidas a
idénticas condiciones experimentales tanto de temperatura de
desarrollo (25°C) como de fotoperiodo (12:12 L:O) y densidad larvaria
(30 larvas por tubo). Las variaciones clinales que se observaron muestran
que las lineas derivadas de las poblaciones de “altura” tuvieron en
promedio un tiempo de desarrollo mds prolongado que lo exhibido por
las lineas derivadas de las poblaciones de “llanura”. Este resultado
puede ser interpretfado como consecuencia de una respuesta
fisiologica a ambientes con condiciones natfurales de mayor stress,
como las observados en ambientes de altura. En este senfido, los
factores ambientales que podemos considerar como estresantes, en
relacion a la altitud son: 1) una disminucion de la temperatura media, 2)
un aumento de la amplitud térmica diaria, 3) una disminucion de la

presion parcial de oxigeno, y 4) un aumento en la intensidad de la
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radiacion UV (Navas, 2003). De estas variables pudimos identificar una
asociacion entre la amplitud térmica diaria de las poblaciones
estudiadas y la variacion para el tiempo de desarrollo. Por otro lado, no
se encontraron asociaciones significativas con la temperatura media
diaria. Las restantes dos condiciones ambientales no pudieron ser
evaluadas ya que no contamos con registros de las localidades
analizadas. Sin embargo, diversos estudios revelan que en condiciones
de baja temperatura durante el desarrollo, los fratamientos de hipoxia
tienen efectos relativamente modestos o no significativos sobre el
tiempo de desarrollo (Frazier y col., 2001). Mds aun, en el rango de altura
con el que estuvimos frabajando (localidades por debajo de los 2000
metros) la incidencia que la disminuciéon de O2 puede tener sobre el
desarrollo es escasa o nula en relacidon al efecto de la temperatura
(Francisco Bozinovic y Guillermo Folguera, comunicacion personal).

La importancia de la amplitud térmica como un factor selectivo fue
planteada en estudios que analizaron las respuestas de ciertos
caracteres de historia de vida a los cambios ambientales (Loeschcke y
col., 1997; Pétavy y col., 2001). En ellos se ha registrado una fuerte
consistencia en los efectos de la amplitud térmica sobre el tamano
corporal. En ese sentido, se ha observado una marcada disminucion del
tamano en individuos sometidos a tratamientos de amplitud térmica
respecto a otros con tratamientos de similar temperatura media pero sin
variacion diaria (Pétavy y col., 2001). Nuestros resultados convergen en
la idea de que la amplitud térmica diaria registrada en la naturaleza
ejerce efectos negativos sobre el fitness, ya que recordemos que la
prolongacion del tiempo de desarrollo estd inversamente relacionada
con el éxito reproductivo (Stearns, 1992; Zwaan y col., 1995).

Pero, no hay que olvidar que el muestreo inicial partié de una bUsqueda
de variacion asociada a la latitud tal como fue observada en otras
poblaciones (James & Partridge, 1995). En este aspecto no pudimos

confirmar la hipdtesis de la asociacion del tiempo de desarrollo con el
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gradiente latfitudinal para las poblaciones estudiadas. Este resultado
permite establecer que la clina paralela entre Australia y Sudamérica, lo
cual motivd, en principio, nuestro estudio, no fue encontrada. Como
explicacion mas prudente, apelamos a los factores histéricos de cada
drea de distribucion de la especie, como responsables de esta falta de
asociacion.

Dado que el objetivo final de esta investigacion es identificar genes
responsables de variacion genétfica natural, mantenemos Ias
expectativas que originaron el estudio debido a la alta variacion
genética observada dentro de las poblaciones y entre las poblaciones
de “altura” y “llanura”. La gran variacion genética aditiva observada en
todas las poblaciones serd la llave para alcanzar el objetivo planteado.
sCudles con los genes que contfribuyen a la variacion genética?
sExisten alelos diferentes entre las poblaciones de “altura” y “llanura”?
En el Capitulo V abordaremos este tipo de preguntas realizando
cruzamientos entre las lineas genéticamente mds divergentes
identificadas en el presente Capitulo con varios mutantes

heterocronicos del cromosoma Il caracterizados en los Capitulos 2 y 3.
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5.1 Introduccidn

En este Ultimo Capitulo integraremos gran parte de los resultados
obtenidos a lo largo de la Tesis y destacaremos las principales
conclusiones. Como primera etapa del recorrido de esta ftesis
identificamos genes con efectos mayores sobre el tiempo de desarrollo
(Capitulo 2), los cudles fueron calificados como heterocronicos.
Seguidamente, cuantificamos cudn importante es la variacion de los
efectos de los genes candidatos en respuesta a cambios térmicos
durante el desarrollo (Capitulo 3). En el Capitulo 4 se descubrid que la
variacion del cardcter correlaciona con la altitud en poblaciones
naturales, y se propuso que la amplitud térmica podria jugar un papel
como agente selectivo, e identificamos de esta manera genotipos
naturales divergentes en cuanto a su efecto sobre el tiempo de
desarrollo. Resta como Ultimo objetivo, la integracion de los resultados,
para lo cual abordaremos las siguientes preguntas: sexisten alelos
diferentes de los genes heterocronicos que conftribuyen a las diferencias
fenotipicas observadas entre las poblaciones de altura y llanura? Y por
ultimo, 3la seleccién natural moldea tal diferenciacién genética?

La variacion en los caracteres cuantitativos es la materia prima sobre la
que actuan las fuerzas evolutivas produciendo diversidad fenotipica y
adaptacion (Mackay, 2001). Aungue son ingentes los esfuerzos para
localizar las regiones gendmicas (QTL) responsables de la variabilidad
“potencialmente” adaptativa, son pocos los casos que lograron
identificar las bases genéticas de la variacidn (ver revisiones en
Rockman, 2008 y Mackay, 2009). Como en todo estudio de QITLs, lo
importante es contar con lineas de fenotipos extremos cuyas diferencias
tengan base genética. En este sentido, los extremos de las clinas
representan genotipos con efectos fenotipicos opuestos, los cuales

pueden utilizarse para realizar cruzamientos. Con estos antecedentes,
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llevamos adelante ensayos para determinar si existen variantes alélicas
de los genes heterocrénicos asociados a la manifestacion de distintos
fenotipos para el tiempo de desarrollo, y de esta forma profundizar en el
conocimiento de la naturaleza genética de este complejo cardcter
adaptativo. El mismo protocolo de complementacion genética que
utilizamos para la identificacion de alelos naturales del tiempo de
desarrollo ha sido empleado también, con resultados satisfactorios, para
estudiar genes con variacion natural en caracteres complejos como la
longevidad (Pasyukova y col., 2000; Flatt, 2004; Paaby & Schmidt, 2008),
el comportamiento locomotor (Jordan y col., 2006), el comportamiento
olfativo (Fanara y co., 2002) y el tamano corporal en Drosophila
melanogaster. Ademds, en ratones este procedimiento experimental
permitié identificar alelos naturales del gen Rgs2 (Regulator of G-protein
signalling 2) implicados en la manifestacion de comportamientos de
ansiedad (Yalcin y col., 2004). Sin embargo, hasta el momento no
existen estudios similares para el tiempo de desarrollo.

Siguiendo criterios que contemplan: a) los fuertes efectos de los
mutantes heterocronicos sobre el cardcter b) la localizacidon de estos
genes en el cromosoma 2, c) la insercion del elemento transponible
interrumpiendo la secuencia del gen candidato y d) la corroboracion
de gue el efecto fenotipico de estos genes es sensible a los cambios de
temperatura, elegimos a invected (BG00846), cricklet (BG01339),
CG14591 (BGO01672) y mastermind (BG01902) como genes candidatos
heterocronicos cuya variacion genética se encontraria asociada a la
variacion natural del tiempo de desarrollo. Con ellos evaluamos su
contribucidon genética particular a la variacion fenotipica observada

para el caracter.
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5.2 Materiales y Métodos

En el Capitulo 4 individualizamos los genotipos mds “rapidos” y mdads
“lentos” con diferencias de hasta cinco dias en su tiempo de desarrollo.
Entre las lineas mdas “rapidas”, localizadas en poblaciones de “llanura”
se destacaron GuUemes 286 y Lavalle 14 con valores de fiempo de
desarrollo de 231,9 y 233 horas, respectivamente. Entre las mdas “lentas”
pertenecientes a poblaciones de altura se identificaron a San Blas 45 y
Uspallata 10, con 353,4 y 332, 7 horas, respectivamente. A fin de
determinar las bases genéticas que subyace la variacion fenotipica de
este cardcter, se realizd un ensayo de complementacion genética
cuantitativa (Mackay, 2004), mediante cruzamientos reciprocos entre
las dos lineas “rdpidas” y las dos lineas “lentas” con 4 mutantes
heterocronicos [m] que se localizan en el cromosoma 2 vy la linea control
utilizada en el Capitulo 2 (fondo genético Canton-S B). Los 4 genes
candidatos que se emplearon en esta etapa son: invected (BG00846),
clt  (BG01339), CGI14591 (BGO1672) y mastermind (BG01902)
(identificados en el Capitulo 2). De manera independiente, se estimo el
tiempo de desarrollo para cada mutante heterocrénico de la
descendencia de estos cruzamientos (rdpida / m; lenta / m; rdpida /
conftrol; lenta / conftrol). Las variaciones en el fiempo de desarrollo entre
estos cuatro genotipos se analizaron mediante el siguiente modelo mixto
de ANOVA:

Y=u+L+C+S+CxS+LXCH+LXS+LXSXC+R(LxCxS)+E

donde u es la media general, L es el factor linea (fijo) que seria un
indicador de la presencia de variacidon genética dada por las
diferencias entre lineas naturales analizadas, C es el factor cruzamiento
(fijo) que nos indica si hay diferencias entre la descendencia de los

cruzamientos lineas naturales x mutante heterocréonico (m) y lineas

94



Capitulo 5 Genes con variacion natural para el tiempo de desarrollo

naturales x linea control (Canton-S B), S es el factor sexo (fijo) con dos
niveles (machos y hembras) y R es el factor réplica (aleatorio) anidado
en la interaccion triple mientras que E es el error. Una falla en la
complementacion genética, y por ende, la deteccion de un QTL con
variacion natural, se manifiesta con una interaccion significativa en el
factor L X C y/o en el factor L X C X S, existiendo en el Ultimo caso un
efecto sexo-especifico de la variacion genética natural detectada. Una
falla en la complementacion genética fiene dos interpretaciones
(Pasyukova y col., 2000; Jordan y col., 2006): (1) en la naturaleza existen
alelos del gen heterocréonico que tienen efectos cuantitativamente
diferentes sobre el tiempo de desarrollo (hipodtesis de alelismo) y/o (2)
existen interacciones epistdticas entre el QTL para el tiempo de
desarrollo con ofros loci en el cromosoma 2 natural o en el cromosoma
Canton-S B, que, también contribuyen a la expresion fenotipica del
cardcter. Nuestro interés es detectar alelismo lo cual permitird en un
futuro realizar estudios de asociacidén entre el polimorfismo nucleotidico
y la variacion fenotipica. De todas formas al compartir todas las lineas el
mismo fondo genético Canton-S B, bajo ambos escenarios estariamos
en presencia de variacion genética natural para el gen heterocrénico
(ver Discusidn). En todos los casos donde el factor L X C resultd ser
significativo se realizaron comparaciones a posteriori para determinar
cudles de los genotipos diferian significativamente entre si. Todos los
andlisis estadisticos fueron realizados usando el paquete STATISTICA
(StatSoft Inc., 2004).

Para realizar los cruzamientos se recolectaron hembras virgenes de
cada una de las lineas isogénicas naturales (LAV 14, USP 10, GUE 286 Y
SBL 45). En D.melanogaster las hembras permanecen virgenes desde su
emergencia del pupario por 6 horas. De esta forma, la metodologia
empleada para obtener hembras virgenes consistio en descartar a
todos los individuos adultos de los tubos de cria (dejando las pupas y las

larvas del tubo), y transcurridas 5 horas se procedid a recolectar los
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emergidos durante a ese periodo de tfiempo. Inmediatamente los
emergidos se separaron por sexo y se mantuvieron en forma aislada.
Seguidamente, se colocaron 15 hembras por tubo con medio de cria y
se las mantuvo a 25°C por seis dias. Una vez transcurrido este lapso de
tiempo, utilizando la lupa, se procedid a inspeccionar el medio de cria
con el objetivo de visuadlizar larvas en el mismo, en cuyo caso las
hembras de ese tubo eran descartadas (por no ser virgenes). Reuniendo
a todas las hembras de los tubos sin presencia de larvas (hembras
virgenes) se alcanzd un nUmero de 100 por cruzamiento. Los
cruzamientos se realizaron en cajas de acrilico de 5x20x12 cm donde se
colocd una placa de Petri rellena con un gel de agar sobre el que se
depositd granos de levadura comercial (Saccharomyces cerevisiae)
seca que sirvid como estimulo de oviposicidon y también de alimento
para las moscas. Transcurridas 8 horas, se retird la placa de Petri de la
caja y se las mantuvo a 25°C por 16 hs para permitir la eclosion de Ias
larvas de primer estadio. Por cada réplica se sembraron 30 larvas (4
réplicas por cruzamiento) en tubos con medio de cultivo preparado con
puré de papa instantdneo (Roberts, 1998). Todas los tubos se
mantuvieron en un incubador a 25°C * 0.5, con un fotoperiodo de 12:12

h luz:oscuridad y una humedad de 60-70%.
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Figura 5.1. Esquema de cruzamientos i) y resultados esperados ii) en el
andlisis de complementacion. Las lineas naturales isogénicas con
fenotipos extremos para el tiempo de desarrollo YE  se cruzan con
la linea control g y un mutante heterocrénico del cromosoma 24l En
caso de observarse una ausencia de complementacion producto de
alelismo deberia observarse un grdafico como el esquematizado en ii),
donde los heterocigotas con el confrol (genotipos A 'y C) no se
diferencian significativamente entre ellos (los alelos naturales son
recesivos respecto al control), mientras que si se observan diferencias
significativas con el fondo genético mutante (genotipos By D).

5.3 Resultados

En todos los ANOVAs readlizados para cada gen candidato
heterocronico, los factores principales Linea, Cruzamiento y Réplica
fueron significativos con la excepcién del factor Cruzamiento para el
gen CGI14591 (TABLAS 5.1-5.4). El término de mayor interés en este

andlisis (ver materiales y métodos) es la interaccion L x C que resultd
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altamente significativa en todos los casos. Este es el factor que permite
el andlisis de complementaciéon, ya que el resultado indica si las
diferencias de tiempo de desarrollo entre el alelo de Canton-S B
(control) y el alelo hipomoérfico del cromosoma mutado (m) dependen
de la informacion localizada en los cromosomas derivados de las
poblaciones naturales. Es importante destacar ademds, que para
ninguno de los 4 genes estudiados: invected (BG00846), clt (BG01339),
CGI14591 (BGO01672) y mastermind (BG01902) mostraron un resultado
significativa para la interaccion L x C x S, lo cual sugiere que la falta de
complementacion no es sexo especifica, resultado coincidente con
todos los ofros andlisis realizados en esta Tesis.

Por cada gen analizado, tomaremos aquellos casos de interés que
ilustren la variacién genética inferida a partir de la interaccién L x C

significativa.

Variacion genética natural en el gen invected.

Como se puede apreciar en la Figura 5.2, las diferencias entre los
cromosomas LAV14 y USP10 cuando el cromosoma homadlogo fue el de
la linea control (Canton-S B) no fueron significativas indicando que los
alelos provenientes de los cromosomas Il de la naturaleza son recesivos
respecto del alelo control. Sin embargo las diferencias en el tiempo de
desarrollo fueron significativas (p<0,0001) cuando los cromosomas LAV 14
y USP10 se encontraban en un fondo genétfico mutante para el gen
invected. En esta Ultima situacion, ambos genotipos (LAV14/m vy
USP10/m) tienen un alelo nulo proveniente de la cepa portadora del
mutante heterocronico de invected, de modo que estariamos
observando la expresion de los alelos de invected presentes en LAV14 y
USP10. Asi podemos deducir que los alelos naturales de LAV14 y USP10
contribuyen de una manera cuantitativamente diferente a la expresion
del cardcter en estudio. En efecto, LAV14/m tiene un tiempo de

desarrollo que es aproximadamente 12 horas menor que USP10/m,
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mientras que LAV14/+ y USP10/+ no se diferencian en cuanto a su
tiempo de desarrollo (p=0,29). Asi, podemos deducir que invected, es un
gen candidato que presenta variacion genética natural para el tiempo

de desarrollo (QTG= quantitative trait gene).
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Figura 5.2. Variacion natural para invected. Los genofipos LAV14/ m y
USP10/m tienen un tiempo de desarrollo significativamente diferente y
no asi los genotipos LAV14/ +y USP10/ +.
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Tabla 5.1. Andlisis de varianza de los cruzamientos realizados con el

mutante invected

Fuende de Variacion g.l. F P
Linea 3 4 0,012
Mutante 1 68,95 < 0,00001
Linea X Mutante 3 25,54 < 0,00001
Rep(Linea*Mut*Sexo) 48 3,64 < 0,00001
Sexo 1 1,99 0,164
Linea X Sexo 3 1,37 0,261
Mutante X Sexo 1 0 1
Linea X Mut X Sexo 3 0,5 0,684
Error 739

Variacion genética natural en el gen mastermind (mam) .

Con la misma légica que en el caso de invected, pudimos ver que
LAV14 es portadora de un alelo de mam que afecta la duracion del
desarrollo, alargando el mismo en 19 horas respecto del alelo de mam
del cromosoma 2 de USP10 (Figura 5.3) siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (p<0,0001). Del mismo modo, podemos

deducir gue mam es, también, un gen candidato es decir un QTG.
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Figura 5.3. Variacion natural para mam. Los genotipos LAV14/ m y
USP10/m tienen un tiempo de desarrollo significativamente diferente y

no asi los genotipos LAV14/ +y USP10/ +.

Tabla 5.2. Andlisis de varianza de los cruzamientos realizados con el

mutante mastermind.

Fuente de Variaciéon g.l. F P
Linea 3 23,22 < 0,00001
Mutante 1 78,72 < 0,00001
Linea X Mutante 3 17,89 < 0,00001
REP(Linea*Mut*Sexo) 47 3,74 < 0,00001
Sexo 1 1,6 0,21
Linea X Sexo 3 0,87 0,46
Mutante X Sexo 1 0,05 0,83
Linea X Mut X Sexo 3 0,86 0,47
Error 740
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Variacion genética natural de criclket (clt).

En el caso del gen clt, una vez mas el cromosoma 2 de USP10 difiere
significativamente en cuanto a su efecto sobre el tiempo de desarrollo
respecto de los genotipos LAV14 (p<0,0001) y GUE286 (p<0,0001). El alelo
de clt presente en el cromosoma USP10 acelera el desarrollo en 20 horas
respecto del alelo de LAV14, y en 12 horas respecto al de GUE286.
Considerando estos resultados, clt también es un gen candidato de ser

un QTG para el tiempo de desarrollo.
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Figura 5.4. Variaciéon natural para clt. Los genotipos LAV14/ m y USP10/m
tienen un tiempo de desarrollo significativamente diferente y no asi los
genotipos LAV14/ + y USP10/ +. Ademds, los genotipos USP10/ m vy
GUE286/ m también tfienen un tiempo de desarrollo diferente, mientras
que USP10/ + y GUE286/ + no lo tienen.
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Tabla 5.3. Andlisis de varianza de los cruzamientos realizados con el

mutante criclket.

g.l. F P
Linea 3 28,08 < 0,00001
Mutante 1 87,57 < 0,00001
Linea X Mutante 3 9,58 < 0,00001
Rep(Linea*Mut*Sexo) 48 4,66 < 0,00001
Sexo 1 0,4 0,53
Mutante X Sexo 1 0,58 0,45
Linea X Sexo 3 0,84 0,96
Linea X Mut X Sexo 3 0,1 0,49
Error 760

Variacion genética natural de CG14591.

Por Ultimo, para el locus CGI14591 los cruzamientos arrojan resultados

similares a los encontrados para el resto de los genes. El alelo de USP10

reduce significativamente (p<0,0001) el fiempo de desarrollo en 19 horas

respecto a LAV14. A su vez, el alelo de GUE286 muesira un tiempo de

desarrollo 5 y 24 horas menor respecto de USP10 (p=0,02) y LAVI14

(p<0,0001), respectivamente. Nuevamente, estos resultados permiten

postular a CG 14591 como un QTG.
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Figura 5.5. Variacion natural para CG14591. Los genotipos LAV14/ m y
USP10/m tienen un tiempo de desarrollo significativamente diferente y
no asi los genotipos LAV14/ + y USP10/ +. Por ofro lado, los genotipos
USP10/ m y GUE286/ m también fienen un tiempo de desarrollo
diferente, mientras que USP10/ + y GUE286/ + no lo tienen. Por Ultimo, los
genotipos LAV14/ m y GUE286/ m también tienen un tiempo de
desarrollo diferente, y los respectivos LAV14/ + y GUE286/ + no lo tienen.

Tabla 5.4. Andlisis de varianza de los cruzamientos realizados con el

mutante CG14591.
g.l. F P
Linea 3 8,31 < 0,00001
Mutante 1 0,53 0,47
Linea X Mutante 3 27,55 < 0,00001
Rep(Linea*Mut*Sexo) 45 7,72 < 0,00001
Sexo 1 1,05 0,31
Mutante X Sexo 1 0,5 1
Linea X Sexo 3 0 0,69
Linea X Mut X Sexo 3 0,32 0,81
Error 754
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5.4 Discusion

Asociando caracteres con genes de variacion natural

La variacidon clinal en caracteres cuantitativos posibilita  una
oportunidad Unica para estudiar los procesos adaptativos en sus niveles
fenotipicos y genéticos. Sin embargo, los estudios fradicionales de clinas
no han hecho foco en las bases genéticas responsables de la variacion
clinal sino hasta tiempos recientes. Dos clases de abordajes se utilizan
para asociar la variacion clinal de los caracteres con los genes
subyacentes. Bajo el primer enfoque, la estrategia es realizar estudios de
asociacion entre marcadores moleculares y la variacion cuantitativa de
los caracteres en lineas y/o individuos. En el segundo abordagje,
mediante la implementacién de un mapeo de QTLs se pueden
identificar regiones cromosdémicas que contribuyen a las diferencias
genéticas entre extremos de una clina para el cardcter. De la mano de
este Ultimo enfoque logramos caracterizar cuatro genes que
contribuyen a la variacién genética natural del tiempo de desarrollo, los
denominados QTGs (quantitative trait genes). Partiendo de una
busqueda de variacidn asociada a gradientes Iatitudinales,
seguramente inspirados en las clinas australionas de caracteres
adaptativos, nos sorprendimos con que la mayor parte variacion
genética no se encuentra, por lo menos para el tiempo de desarrollo,
asociada a la distancia geogrdfica (como pueden ser las poblaciones
de Salta y Neuquén, extremos del gradiente latitudinal estudiado), sino
que las mayores diferencias genéticas se observan en poblaciones
separadas por unos pocos kildmetros de distancia (menos de 80 km
separan Lavalle y Uspallata) pero por cientos de metros de alfitud. Los
diferentes alelos idenftificados, que en varios casos confribuyeron con
diferencias fenotipicas de mds de 20 horas, se diferenciaron
frecuentemente entre las poblaciones de Lavalle, situada a menos de

700 meftros de altura, y Uspallata que estd cercana a los 2000 metros.
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Debido a que los cambios alfitudinales ocurren en distancias
relativamente cortas, esto genera comiunmente rdpidos cambios en las
condiciones ambientales, fundamentalmente en la temperatura (en la
temperatura media y en la amplitud térmica), en comparacion con
distancias equivalentes a lo largo de gradientes latitudinales (Baur &
Raboud, 1988). Como consecuencia para un cambio de magnitud de
temperatura similar, por lo general, el flujo génico es mayor a través de
un gradiente altitudinal en comparacion al latitudinal (Blanckenhorn,
1997). Siguiendo este razonamiento, las diferencias genétficas
altitudinales tienen una menor probabilidad de ser causadas por
procesos no adaptativos, como la deriva genética. Seguramente, las
diferencias entre poblaciones de “llanura” y “altura” son el resultado de
la accidn de la seleccién natural, y la temperatura podria ser el agente
selectivo candidato mds plausible (Collinge y col., 2006, Folguera y col.,
2008). Sin embargo, sabemos que las clinas pueden generarse tanto por
factores histéricos (expansiones demogrdficas) como por seleccidon
natural. En nuestro caso, si bien existen fuertes evidencias a favor de la
seleccién natural como proceso que molded la diferenciacion genética
entre poblaciones de distinta altura, queda para el futuro confrastar los
patrones de variacion fenotipicos con los patrones a nivel de
marcadores genéticos neutros, por ejemplo microsatélites. Estudios de
este tipo podrian proveer pardmetros de diferenciaciéon genética vy
fenotipica (Fst y Qst, respectivamente), los cuales nos ayudarian a
discernir enfre factores histéricos y adaptativos como causales de las
clinas altitudinales observadas en las poblaciones argentinas de D.
melanogaster. En este sentido es crucial la comparacion de las
pendientes del cambio fenotipico y de los marcadores moleculares. Si el
cambio clinal del cardcter o de la variacion a nivel de genes
candidatos es mds pronunciado que lo observado para marcadores
neutros, entonces podriamos inferir que las clinas son, mayormente,

producto de la seleccidon natural y no consecuencia de procesos
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historicos no adaptativos (Hoffman & Weeks, 2007).

En el Capitulo 4, determinamos que una diferencia de cinco dias de
tiempo de desarrollo separan a los genotipos réapidos (de “llanura”) de
los lentos (de “altura”) (Figura 4.3), lo que motivd en el presente Capitulo
la busqueda de genes responsables de tal diferenciacion genética. El
principal resultado de este Capitulo indica que una importante fraccion
de la variacidon genética natural estaria asociada a la variacion a nivel
de las secuencias de invected, mastermind, criclket y CGI14591. Sin
embargo, Unicamente en el caso de invected pudimos observar que el
alelo de "altura” (alelo de USP10) contribuyd al retraso en el tiempo de
desarrollo respecto al aporte del alelo de “llanura” (alelo de LAV14)
(Figura 5.2). Lliamativamente, tanto en el caso de mam, como de clt y
de CG14591, los efectos de los alelos de “altura” contribuyeron con una
aceleraciéon del desarrollo respecto de los de “llanura” (Figuras 5.3-5.5),
es decir, el patron opuesto al esperado. Todo un cromosoma se
comporta de una manera y parte de sus genes de forma inversa gCudl
podria ser la explicacion de este extrano resultado? Nuestra hipdtesis es
que la arquitectura genética es dindmica y compleja. No
necesariamente el cardcter es la suma de los efectos individuales de los
loci involucrados en su expresidon fenotipica (Lynch & Walsh, 1998;
Greenspan, 2001; Anholt & Mackay 2004). Nuestros resultados indican
que parte de la variacién genética natural no sélo es aditiva sino que
posiblemente componentes de dominancia y de epistasis estén
jugando un rol preponderante. Para corroborar esto habria que realizar
cruzamientos enfre las lineas naturales extremas (por ejemplo LAV14 y
USP10) y estudiar el efecto de la interaccion entre ambos homodlogos
divergentes. Otra posibilidad, es que los efectos aditivos particulares de
los alelos de mam, clt y CG14591 afecten al tiempo de desarrollo de
manera opuesta al efecto de la mayoria de los genes implicados en la
diferenciacién de “altura” y “llanura”.

Los resultados que obtuvimos en este Capitulo indican que invected,
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mastermind, criclket y CG14591 son genes que presentan variacion
natural para el tiempo de desarrollo, hecho que refuerza su condicion
de candidatos a confribuir a la expresion fenotipica del cardcter
(inicialmente postulada a través de mutantes arfificiales). Es importante
destacar que, segun entendemos, este es el primer trabajo que reporta
una asociacion de estos genes con el cardcter de estudio, sin bien en el
caso de invected y mastermind existen gran cantidad de
investigaciones que sustentan su participacion en el desarrollo del
sistema nervioso embrionario (Gustavson y col., 1996; Bhat, 1999; Urbach
& Technau, 2004; Artavanis-Tsakonas y col., 1999). En lo que refiere a
invected, el mismo es un gen estrechamente relacionado con engrailed
(gene de polaridad de segmentos) tanto por su proximidad en el
cromosoma, como por su alta identidad de secuencia y su similar
patréon de expresion (Coleman y col., 1987), lo que hace pensar que se
trata de genes pardlogos, es decir, homdlogos como consecuencia de
una duplicacion genética. Ambos factores de transcripcion se expresan
en las células neuroectodérmicas y de esa forma especifican (en
combinaciéon con otros genes) las regiones del embrion durante el
desarrollo del sistema nervioso (Gustavson y col., 1995). Sin embargo, la
expresion invected no se restringe a las etapas tempranas del desarrollo,
ademds se sabe que invected estd implicado en la determinacién de la
identidad antero-posterior de los discos imaginales del ala (Simmonds y
col., 1995). En este sentido, el mutante inv fue, entre todos los mutantes
utilizados en esta Tesis, la linea que disminuyd mds drdsticamente el
tamano del ala en hembras, asi como también disminuyd el tamano del
torax y el ancho de cabeza en ambos sexos (Carreira, Mench & Fanara,
2009). Por el lado de mastermind, componente de la via de senalizacion
de Notch, el mismo también estd implicado en el desarrollo del sistema
nervioso embrionario. Inicialmente mam fue catalogado como un
neurgen en base al fenotipo de letalidad embrionaria en el cual se

observd una proliferacion desmedida de neuroblastos a expensas de
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células epidérmicas (Lehmann y col., 1983). Al igual que inv, su expresion
tampoco se restringe a la etapa embrionaria, teniendo altos niveles de
expresion en el sistema nervioso central tanto en los estadios larvales
como en la pupa (Schmid y col., 1998). Para el mutante mam (BG01902)
no se enconfraron efectos sobre los caracteres morfoldgicos (Carreira,
Mensch & Fanara, 2009).

El caso de criclket se aparta del perfil funcional de los genes recién
comentados: este gen metabdlico codifica una enzima esterasa
presumiblemente relacionada al metabolismo de la hormona juvenil
(Cambell y col., 2001). Es interesante notar que Oakeshoot y col. (1994)
reportaron variacion natural en la actividad de |la esterasa 6 asociada a
cambios en el tiempo de desarrollo en D. melanogaster. Ademds de la
variacion natural observada para este locus, en el screening de
variacion artificial, dos mutantes diferentes de clt (BG01339 y BG01649)
mostraron un fenotipo heterocrénico similar, el retraso del tiempo de
desarrollo de ambas lineas (Tabla 2.2). En conjunto, estos resultados
sustentan fuertemente su implicancia en el cardcter.

Por Ultimo, el gen CGI14591 no cuenta con ningun estudio que lo
relacione con el tiempo de desarrollo, aunque si existen evidencias de
su vinculacidn con el comportaminto olfativo en adultos de D.
melanogaster (Sambandan y col., 2006).

En conclusidon, el camino que iniciamos en el Capitulo 2 a partir de
variacion arfificial, se completa con la identificacion de varios genes
heterocronicos con variacion natural. Si bien es necesario profundizar los
estudios, existen fuertes evidencias de la accion de la seleccion natural
como proceso preponderante en la variacion genética observada (ver
Capitulo 6), ya que en varios casos la misma se alcanza en distancias
geogrdficas reducidas, que favorece el flujo genético, pero en
contrastantes regimenes de altitud (donde la amplitud térmica podria
ser un factor ambiental determinante). Para el futuro queda pendiente

la realizacidon de estudios de asociacion genética con el fin de
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determinar los polimorfisimos moleculares o SNPs (Single Nucleotide
Polymorphism) que presentan los genes candidatos con la variacion

natural del tiempo de desarrollo (Carbone y col., 2006).
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Capitulo 6. Conclusiones generales

Conclusiones generales (y Ultimos resultados).

En este Ultimo Capitulo revisaremos los resultados mds destacados de la
Tesis con el objetivo de integrarlos en una discusion global. En segundo
lugar, mostraremos resultados preliminares surgidos de nuevas
investigaciones derivadas de la presente Tesis. Por Ultimo, brindaremos
nuevas perspectivas mediante la proyeccién de futuras investigaciones.
Pero previo a este desarrollo que proponemos llevar a cabo nos interesa

senalar los cuatro resultados mds importantes de este estudio:

1) ldentificamos genes involucrados en la expresion fenofipica del

tiempo de desarrollo a diferentes temperaturas

2) Caracterizamos las bases genéticas de la plasticidad fenotipica

cuando temperatura de desarrollo varid
3) Establecimos que en la natfuraleza hay variacidon genética
localizada en el cromosoma 2 y que esa variacion seria producto

de la seleccion natural

4) |dentificamos genes responsables de la variacion genética

observada en poblaciones naturales.
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Variacion natural vs. Variacion mutacional: evidencias de seleccién
natural.

A lo largo de toda la Tesis hemos tfrabajado fundamentalmente con dos
clases de genotipos. Por un lado, utilizamos las lineas BDGP que son
mutantes artificiales producto de la insercion del elemento movil P[GT1]
en la linea Canton-S B. Por otro lado, estudiamos lineas obtenidas
mediante protocolos de sustitucion cromosdémica para cromosomas 2
de origen natural. Tanto las lineas BDGP como las lineas de sustituciéon
cromosdémica comparten ciertas caracteristicas aunque difieren en
otras. Entre las similitudes, se destacan que ambas clases de lineas son
isogénicas, es decir, todos sus loci se encuentran en homocigosis.
Ademds, todas las lineas comparten idénticos juegos de cromosomas X,
3y 4 (derivados de la linea Canton-S B). En relacidn a las diferencias, la
mds notable es que el juego de cromosomas 2 de las lineas de
sustitucion proviene de genotipos naturales los cuales son producto de
los diversos procesos evolutivos propios de cada poblacidon estudiada. A
su vez, una caracteristica exclusiva de las lineas mutantes artificiales
consiste en que la insercion del elemento movil en cada una de ellas
interrumpe la secuencia de un gen particular generando un genotipo
consistente, presumiblemente, en la pérdida de funcidon, aungue se ha
descripto un patron diferente producto de la mutacion. En efecto,
Sambandan y col. (2006) observaron, que algunos genes como por
ejemplo escargot, presentan un aumento de la expresion génica
(medido por RT-PCR) en relaciéon al control en un estudio realizado con
lineas del proyecto BDGP.

Como pudimos comprobar a lo largo de toda la Tesis, la variacion
genética aditiva de un cardcter es informativa en relacion a su
evolucionabilidad. Asimismo, el coeficiente de variacidn genética
aditiva (CVa) es un estimador muy utilizado para cuantificar la variaciéon
de una poblacidon dada. En la Tabla 6.1 se muestra el CVa de ambas

clases de lineas.
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Tabla 6.1. Coeficientes de variacion genética aditiva de las lineas

naturales y mutantes.

n CVva
Sustituciones cromosomicas naturales 44 5,79 £ 0,62
Lineas BDGP 179 8,98 + 0,48
Lineas BDGP del cromosoma I 48 8,93 +0,92

Los resultados muestran que el CVa de las lineas mutantes (8,98 * 0,48)
es mayor de que el indice de variacion de las lineas naturales (5,79 +
0,62). Este resultado se mantiene si nos circunscribimos al CVa de las
lineas mutagenizadas sélo en el cromosoma 2 (que fue de 8,93 £0,92). A
modo de ejemplo, lo que estd indicando este resultado es que si
tomamos al azar dos lineas provenientes de la misma muestra (mutante
arfificial o sustitucidon natural) y las comparamos entre si, existen mds
diferencias genéticas en el tiempo de desarrollo entre dos genotipos
mutantes artificiales que las que existen entre dos lineas de sustitucion
cromosdmica derivadas de cualquier parte del rango de distribucion de
D. melanogaster estudiado en esta Tesis. Estas comparaciones sugieren
gue las diferencias en el tiempo de desarrollo entre lineas mutantes son
mayores que entre las lineas naturales lo cual sugiere que la variacion
artificial seria mayor que la natural. Ademds, se puede verificar que
varios mutantes artificiales exhiben un tiempo de desarrollo menor al
extremo inferior del rango de variacion observa en las lineas del
cromosoma 2 sustituido derivado de poblaciones naturales. En efecto,
en la Figura 6.1 se grafican las frecuencias acumuladas para el tiempo
de desarrollo de las lineas mutantes artificiales del cromosoma 2 y de las

lineas de sustituciones cromosdémicas naturales. En el mismo puede
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observarse que las lineas de fenotipo extremo para un desarrollo mds

rapido corresponden a lineas BDGP.
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Figura 6.1. Tiempo de desarrollo de los mutantes artificiales (circulos
negros) y sustituciones cromosoémicas naturales para el cromosoma 2
(circulos blancos).

Las causas que pueden derivar en un resultado de estas caracteristicas
son varias, pero posiblemente la forma mds directa de interpretar estos
resultados es que la seleccidn natural restringe la variacion en el tiempo
de desarrollo en las poblaciones naturales. Si no fuera asi, gde qué
manera se podria interpretar que una mutacion puntual pueda generar
mayores diferencias fenotipicas que las expresadas en la naturaleza?

La bibliografia postula al fiempo de desarrollo como un cardcter de
historia de vida, es decir, estrechamente relacionado al fitness (Stearns,
1992; Stearns, 2000). Nuestros resultados apuntan a que efectivamente
la asociacion del tiempo de desarrollo con el fitness es directa ya que es

un blanco de la seleccién. Esta observacion nos sugiere la existencia de
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factores que restringen la variacion del tiempo que tardan las moscas
con genofipos naturales en alcanzar la edad reproductiva,
probablemente como consecuencia de efectos pleiotropicos negativos
sobre otros caracteres de historia de vida, como podria ser el caso del
tamano corporal. Sin embargo, esta alternativa pareceria ser poco
factible, debido a que en nuestro caso encontramos para las lineas de
sustitucion cromosdémica natural una asociacion negativa entre el
tiempo de desarrollo y el tamano corporal, por lo que no estamos
observando ningun tipo de costo sobre el fitness (pensado al mayor
tamano corporal como estimador de un mayor éxito reproductivo) si los
individuos naturales aceleraran su desarrollo. gEntonces por qué no hay
un mayor nuUmero de genotipos con un tiempo de desarrollo mds répido
en la naturaleza? La respuesta podria ser que la seleccidn natural esté
actuando directamente sobre el tiempo de desarrollo, filtfrando
mutaciones que podrian llevar a un aumento de la frecuencia de
genotipos rdpidos. Este tipo de proceso puede ser especialmente
frecuente (o importante) en poblaciones de “altura” donde observamos
que en general los individuos prolongan su tiempo de desarrollo en
comparacion con los de las poblaciones de “llanura”. Una vez mads,
nuestros resultados apuntan a que la seleccidn natural estaria actuando
en forma directa sobre el cardcter, ya que, aun incluyendo el tamano
corporal como covariable en los andlisis estadisticos, conftinuamos
observando genotipos con un fiempo de desarrollo prolongado en las
localidades de altura (datos no mostrados). Es decir que las diferencias
genéticas enfre poblaciones de distinta altitud no pueden ser
explicadas como consecuencia indirecta de diferencias atribuibles al
tamano corporal. Lo que si estd claro es que la mayor amplitud térmica
diaria, en las localidades de altura, constituye un factor de stress
ambiental, como ya lo habian manifestado ofros autores para ofros
caracteres de historia de vida como por ejemplo el tamano corporal o

la viabilidad (Loeschcke y col., 1997; Pétavy y col., 2001; Folguera, y col.,
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2008).Una interpretacion conjunta de la bibliografia y nuestros resultados
es que la temperatura afectaria per se al tiempo de desarrollo.
Quedaria por revelar cuales son los genes que causan este patfron y el
mecanismo fisiolégico subyacente al mismo. En cuanto al primer punto
es posible que sea sobre genes relacionados con el metabolismo
celular, ya que, como vimos en el Capitulo 2, los mutantes de genes
relacionados al mismo exhibieron fiempos de desarrollo mayores. En este
sentido, cricklet, gen metabdlico, presentd variacion natural asociada a
gradientes altitudinales. Con relacion al mecanismo fisioldgico se sabe
que a bajas temperaturas la contribucion del tiempo hasta alcanzar el
tamano critico para pupar se vuelve relativamente mds importante en
relacion al intervalo de interrupcion del crecimiento (Davidowitz &
Nijhout, 2004). Estos patrones de crecimiento son compatibles con el
mayor tiempo de desarrollo y el menor famano observado en las
poblaciones de altura. En conclusidon, nuestros resultados destacan que
la variaciéon altitudinal en el tiempo de desarrollo de D. melanogaster
estd genéticamente desacoplada de la variacion para el tamano
corporal, hecho que enfatiza el efecto propio de los caracteres pre-
adultos sobre el fitness de los individuos, relativizando la importancia de
los caracteres adultos como el tamano corporal en los patrones clinales

reportados.

Variacion interespecifica en los genes heterocrénicos: nuevas
evidencias de seleccion natural.

Una prueba alternativa, basada en una metodologia diferente
destinada a evaluar de qué manera los genes heterocronicos estdn
sujetos a presiones de seleccidon natural, es llevando a cabo un andlisis
flogenético de la variabilidad sindbnima y no sinbnima de los genes
candidatos. Con la finalizacion reciente de la secuenciacion de 12
genomas de diferentes especies de Drosophila (Drosophila 12 Genomes

Consortium, 2007), se cuenta con la informacién genética necesaria
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para evaluar la evolucion molecular de los genes vinculados al tiempo
de desarrollo identificados en el Capitulo 2, enfre los cuales estdn
incluidos aquellos que presentaron variacion genética natural (Capitulo
5). Como es sabido, la tasa de evolucion proteica se cuantifica
mediante el nimero de sustituciones en la secuencia de aminodcidos
de una proteina por unidad de tiempo. De esta manera, la tasa de
evolucidn de una proteina es la resultante, no sélo de la tasa de
mutacion, sino también de los efectos que tienen las mutaciones sobre
el fitness de los portadores (deletéreos, ventajosos o selectivamente
neutros). En ofras palabras, la tasa de evolucidn de una proteina
depende tanto de la tasa de mutacidon como de las restricciones
funcionales a las que estd sujeta (Li, 1997). Al ser el tiempo de desarrollo
un cardcter relacionado con el fitness, nuestra prediccion es que la
evolucidon de los genes vinculados a dicho cardcter no serd
selectivamente neutra. Para cumplir con estos Ultimos objetivos de la
Tesis en primer lugar se buscaron los ortélogos de los genes asociados al
tiempo de desarrollo en las especies D.simulans, D. sechellia, D. yakuba,
D. erecta y D. ananassae. Con las regiones codificantes de estos genes
se realizd un alineamiento multiple para cada grupo de ortdlogos y se
efectudé un andlisis filogenético de la variabilidad sindbnima y no
sindbnima por metodologias de mdxima verosimilitud utilizando el
paqguete PAML (Phylogentic Analysis of Maximum Likelihood) (Yang,
1997). De es forma, se estimaron las tasas de sustitucion no sindnima (dn)
y sindbnima (ds) de cada uno de los genes y utilizamos el cociente entre
ambas tasas (o = dn / ds) para analizar las presiones de seleccion que
actian sobre los genes asociados al tiempo de desarrollo. Bajo estricta
neutralidad, las sustituciones sinbnimas y no sindnimas ocurririan a una
misma tasa, dando como resultado un w igual a 1 (dn=ds). En cambio si
las mutaciones no sindnimas tienen en promedio un efecto perjudicial
sobre la funcionalidad de la proteina, serdn la materia prima de la

selecciéon purificadora, de modo que la tasa de sustitucidon sindbnima
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serd mayor que la no sindbnima, lo que redundard en un @ menor a 1 (dn
< ds). Por el contrario, si las mutaciones no sindnimas tienen un efecto
beneficioso, entonces su frecuencia se incrementard hasta la fijacion
por seleccion natural positiva, de manera que la tasa de sustitucion no
sinbnima serd mayor que la sindnima, dando lugar a un @ mayor a 1 (dn
> ds). Cabe destacar que las especies del grupo melanogaster D.
melonagaster, D. simulans y D. ananassae tardan, en promedio a 25°C,
10 dias en alcanzar el estadio adulto, en tanto que D. yakuba lo hace
en 11 dias y D. sechellia y D. erecta en 12 dias (Markow & O Grady,
2007). Nuestros resultados destacan la relevancia de la seleccion
purificadora en los genes heterocronicos en las 6 especies del grupo
melanogaster. Los valores de  variaron entre 0,028 en la especie D.
melanogaster y 0,07 en D. simulans, lo que estd indicando que, en
promedio, ocurrieron 5 sustituciones no sindbnimas por cada 100
sinbnimas, reflejo del costo producido por los cambios en las secuencias
aminoacidicas. En otras palabras, los resultados muestran que las
mutaciones no sindbnimas tienen, en promedio, un efecto perjudicial
sobre las proteinas relacionadas con el tiempo de desarrollo, hecho
gue pone en evidencia la manera en que la seleccion natural moldea

la variacion a nivel de los genes heterocronicos.
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Figura 6.2. Restricciones selectivas en los genes heterocrénicos para las
6 especies del grupo melanogaster. Los valores por encima de |las ramas
muestran la mediana del pardmetro @ (dv / ds) para cada lingje
obtenido de 66 genes heterocronicos.

Otra posible derivacion de esta Tesis esta relacionada con posibles
estudios genéticos poblacionales moleculares. En efecto, como
resultado del andlisis de complementacion genética (Capitulo 5),
demostramos que los genes invected, cricklet, CG14591 y mastermind
presentan variabilidad genética natural asociada al cambio fenotipico
para el tiempo de desarrollo. Estos genes constituyen, por lo tanto, una
herramienta excelente a fin de realizar estudios de variacion
infraespecifica a nivel de las secuencias de nucledtidos en genes
asociados a la variacion fenotipica para el tiempo de desarrollo (QTN:
quantitative trait nucleofides). Por lo tanto, mediante este fipo de
andlisis es posible identificar los nucledtidos responsables de la variacion

fenotipica observada en las lineas de sustituciones naturales a fravés de
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un estudio de asociacion genotipo-fenotipo y establecer las causas que
podrian explicar el mantenimiento de la variabilidad genética natural
(Carbone y col., 2006).

Variacion ambiental del tiempo de desarrollo.

No toda la variacién en el tiempo de desarrollo resultd ser de origen
genético. Dos fueron los factores ambientales que se analizaron con el
propdsito de establecer el efecto que causan en la variacion del
tiempo de desarrollo: sexo y temperatura. Respecto al primero, fue
realmente notable la baja incidencia o ausencia de un efecto genético
dependiente del sexo. Cabe recordar acd que las interacciones lineas
por sexo en los andlisis realizados con las lineas BDGP representaron un
porcentaje bajo o nulo de la variabilidad fenotipica total observada
tanto a 25°C (interaccion no significativa) como a 17°C. Mas aun, el
estudio llevado a cabo con las lineas de sustitucion cromosémica (lineas
isogénicas naturales) mostrd que ninguna de las interacciones que
involucraron al sexo (Linea x Sexo y Poblacion x Sexo) fueron
significativas (Capitulo 4). Este patfron estaria sugiriendo que el tiempo
de desarrollo no presentaria variacion genética para el dimorfismo
sexual, independientemente del grupo de lineas que se analice (BDGP
o cromosomas 2 sustituios). En otras palabras, la arquitectura genética
de este cardcter adaptativo no diferiria ente sexos a diferencia de lo
estudiado para ofros caracteres complejos como la resistencia al
hambre (Harbison y col., 2004), comportamiento olfativo en adultos
(Sambandan y col., 2006) y tamano corporal (Carreira, Mensch &
Fanara, 2009).

Con relacion al efecto de la temperatura, nuestros resultados mostraron
un significativo aporte de este factor en la expresién fenotipica de este
carécter (Capitulo 3). En efecto, el 52% de la variabilidad total

observada cuando se estudio el tiempo de desarrollo a diferentes
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temperaturas se explicé por la interaccion Linea x Tratamiento térmico.
Mds aun, en ese estudio se detecto que la interaccidon Linea x Sexo
solamente pudo explicar el 1% de la varianza total confirmando lo
expresado en el pdrrafo anterior. El significativo aporte del factor
ambiental temperatura en la expresidon diferencial de los genes
heterocronicos, indicaria que la arquitectura genética de este cardcter
es plastica. Esto podria interpretarse de la siguiente forma: tanto los
participantes (genes) como las relaciones entre los mismos
(fundamentalmente  epistaticas) cambian con la temperatura
generando diferentes conformaciones (plasticidad) en la arquitectura
genética. Esta hipdtesis podria ser la explicaciéon de la significativa
diversidad detectada entre las lineas con sustituciones cromosdmicas
naturales, donde recordemos el 75% de la variabilidad total

correspondid a las diferencias entre lineas (Capitulo 4).

De la genética cuantitativa a la mendeliana (y viceversa): perspectivas

para identificar redes genéticas del tiempo de desarrollo.

El recorrido que tomamos en la busqueda de variacion natural del
tiempo de desarrollo, comenzé con el estudio de la variacion enfre
cromosomas naturales enteros (Capitulo 4) hasta la identificacion de
diferentes alelos naturales que contribuyen a la diferenciacion genética
del cardcter (Capitulo 5). Resulta paraddjico que analizando un rasgo
de variacion cuantitativa, terminemos aislando bases genéticas
involucradas en la expresion del cardcter y evaluemos su contribucion
alélica como si se fratara de un cardcter mendeliano. La identificacion
de un escaso nuUmero de bases genéticas asociadas a la variacion
natural no nos debe hacer olvidar la naturaleza cuantitativa y compleja
del cardcter estudiado. De los resultados mds importantes en la

busqueda de genes involucrados en la expresidon del tiempo de
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desarrollo (Capitulo 2), se destaca el gran nUmero de genes candidatos
o implicados en la arquitectura genética del cardcter. Des esta manerq,
no deberiamos pensar que toda la variacion genética natural se deba
a la contribucidn de unos pocos genes. Una forma de retomar un
enfoque cuantitativo del andlisis es evaluar la variacion genética no ya
Unicamente de un escaso nUmero de loci sino de la totalidad de los
genes de las vias genéticas de las cuales esos genes forman parte o @
nivel del genoma completo. Los estudios de expresion a escala
gendmica, como los microarrays, posibilitan este tipo de abordajes
experimentales estudiando la variacién de la expresidn de una gran
proporcion del genoma de manera simultédnea y bajo condiciones
experimentales controladas.

Con la identificacion de algunas de las vias que guardan variaciéon
natural para el tiempo de desarrollo, serd posible analizar cémo
cambian los niveles de expresion de los genes implicados en esas vias
de senalizacion celular (como la Notch signalling pathway a la cual
mastermind pertenecen) bajo diferentes regimenes térmicos durante la
ontogenia. Sélo a través de este tipo de estudios lograremos identificar
las redes genéticas responsables de la variacion natural para el tiempo
de desarrollo, regresando de esta forma al andlisis gendmico-
cuantitativo que merece este tfipo de caracteres, pero con vias

candidatas para la evaluacion de su variacion a nivel de expresion.

FIN
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