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Resistencia a la inanicién ebrosophila melanogaster
variacion genética nattal y su relacion corla longevidad y las

reservas energeticas

Resumen

En la naturaleza los organismos estan expuestos a un ambiente continuamente
cambiante que los fuerza a desarrollar stapnes que alivian las consecuencias del
estrés ambiental. La escasez de alimentamdactor de estrés que afecta a todos los
organismos en su habitat natural, de modo que es esperable que desarrollen
adaptaciones que maximicen la resistencia a la inanicién (RI). El potencial evolutivo de
cualquier caracter esta determinado por su arquitectura genética. En el presente trabajo
estudiamos la arquitectura genética de la Rl en poblaciones naturdleesophila
melanogasterEn primer lugar analizamos la variacién genética a diferentes escalas
geograficas en isolineas derivadas de poblaciones naturales. A continuacion,
examinamos la contribuciéon del cromosoma 2 (que representa cerca del 40% total del
genoma) a la variacion fenotipica de la Rin el fin de estableceué proporcion de la
variacion esta regulada por esta regién del genoma. Posteriormente, mediante pruebas
de complementacién genética identifiamm variacién alélica natural en genes
implicados en la RI. Ademas, estudiamosassciaciones entre la Rl y otros caracteres,

la longevidad (L) y el contenido de lipid¢SL). Los principalegesultados muestran

gue las poblaciones naturalesemelanogastecuentan con variacion genética para la

RI y que la variaciéon interpoblacional e¥nor que la intrapoblacional. Asimismo,
revelan que una fraccidn importante desdaiacion genética es dependiente del sexo.

En general, la Rl muestra un dimorfismo sexual (DS) a favor de las hembras, sin
embargo la magnitud del DS varia entre los genotipos analizados. Ademas,
demostramos que el cromosoma 2 explice fraccion importante de la variacion
fenotipica en la RI. Finalmente, los ensagilescomplementacion genética indicaron que

5 de los 6 genes inipados en la RI Rya-44F crol, 1(2)rG270, 1(2)k17002 y
[(2)k0061) contribuyen a su variacion natural. Los resultados de los estudios de
asociacion revelaron que la \aaion en el CL es un importante determinante de la RI.

En conclusion, la Rl mantiene un alto pati@h evolutivo en poblaciones naturales y

una fraccion importante de sariacion genética se atribuye a factores localizados en el
cromosoma 2. Asimismo, genes que regulan el metabolismo, la reproduccion y la
asignacion de los recursos energéticos son reaptes de la variacion natural en la RI.

Palabras claves: resistencia a la inanicidn, variacion genética natural, dimorfismo
sexual Drosophila melanogastensociaciones genéticas, variacion alélica natural.



Starvation resistance ilbrosophila melanogaster natural
genetic variation and its relatin with longevity and energy

reserves

Summary

In nature, organisms are often exposed teide range of fluctuating environmental
conditions that force the evolution of specific adaptations to alleviate the consequences
of environmental stress. Food shortage israsstfactor that affects all organisms in
their natural habitat. Therefore, individuals need to develop adaptations to tolerate food
shortage or starvation resistance (SR). §baetic architecture of a trait is essential
because it describes and determines the i@r@tproperties of traits, and thus their
potential to evolve. In this Thesis, we studibd genetic architecture of SR in natural
populations of Drosophila melanogasterFirst, we analyzed genetic variation at
different geographic scales in sets of §irderived from natural populations. Then, we
examined the contribution of chromosome 2 (which accounts for approximately 40% of
the whole genome) to total phenotypic variation in SR. Finally, we performed genetic
complementation tests to identify genes with natural variation for SR. In addition; we
studied the relationship between SR and longevity (L) and lipid content (CL). Our
results showed that natural populationdDofmelanogasteharbor substantial amounts

of genetic variation for SR and that the contribution of among population variation
explains a smaller amount of total trait variation than within population variation. We
also detected that an important fractiongehetic variation is sex-specific. Moreover,
females tended to outlive males, though the SD magnitude varied among genotypes. An
important fraction of genetic variation could be accounted by factors located in
chromosome 2. Finally, complementation genetic tests indicated that 5 out of 6 genes
that affect SRRya-44F crol, [(2)rG270, 1(2)k17002y 1(2)k00612 contribute to natural
variation. In addition, a statistically significant relationship between SR and LC was
found in both sexes. In conclusion, SR has evolutionary potential in nature, and some
chromosome 2 loci can account for a retevsaction of variation. The genes involved

in natural variation of SR regulate essential pathways related to metabolism,
reproduction and the mobilization of energy reserves.

Key words: starvation resistance, genetic variation, sexual dimorphism, genetic

associationprosophila melanogastenatural allelic variation
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Introducciéon

1.1.Los organismos Vy el estrés ambiental

La distribucidon geografica de cualquer especie tanto vegetal como animal
depende de la distribucién de los habitats en los que las condiciones bidticas y
abidticas son propicias para su desarrolloEl rango de distribucién generalmente
refleja la tolerancia de los individuos a los factores abidticos, y ademas esta
determinado por barreras geéficas naturales, la capacidad de dispersién de los
organismos y la interaccién con otras especies, incluido el ser humano. En la naturaleza,
los organismos estan expuestos a ambientes que cambia continuamente a lo largo de
gradientes espacio-temporales, y muchas veces deben afrontar condiciones ambientales
potencialmente estresantes que reducen su aptitud bioldigiesy. Las variables
ambientales que someten a los organismascondiciones de estrés se denominan
factores de estrédkoehn & Bayne, 1989).

Los organismos desarrollan cambios morfologicos y despliegan una amplia variedad
de mecanismos fisiol6gicos y comportamentales que les permiten aliviar las
consecuencias del estrés ambiental (Hoffmann & Parsons, 1991; Retralalll997).

Los factores de estrés ambiental, entragles se encuentran las temperaturas extremas,

la escasez de humedad o la falta de fgede alimento (entre otras), son potentes
agentes selectivos. Por estas razones, no es sorprendente que los biélogos evolutivos
estén interesados en entender las bases genéticas y moleculares de la adaptacién a
diferentes tipos de estrés ambiental.

Las especies del géneRrosophila (moscas de la fruta o del vinagre) han sido
ampliamente utilizadas como modelo para el estudio de la evolucion de los mecanismos
de respuesta al estrés ambientaas mas de 2000 especies dmsophila exhiben
patrones de distribucion geogréfidiversos que reflejan la distribucion de los recursos
especificos que explotan, asi como swsigos de tolerancia eco-fisiologica
(Kelllermannet al., 2009). La Figura 1.1 es un resumen que ilustra los diferentes tipos
de recursos utilizados por las especiedDdasophila La mayoria de estas especies
pertenecen a uno de los dos subgéneros principbpphoray Drosophila(Markow
& O’'Grady, 2006). Algunas de las especies del subgéismphophorase han
convertido en comensales del hombre y han alcanzado una distribucién casi
cosmopolita, mientras que otras especies tienen una distribucion mas restringida
(Markow & O’Grady, 2006). Tanto las especies casi cosmopolitas como las de

distribucion més restringida viven en ambientes tropicales y templados donde se
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alimentan y crian en los frutos en desposicion de una amplia gama de especies
vegetales (Markow & O’Grady, 2007, 2008} su vez, las del subgénebmosophila

estan asociadas a las necrosis de tejidgstates y habitan una amplia diversidad de
ambientes, desde xéricos donde los sustratos de cria son cactaceas hasta ambientes
mésicos donde explotan otros tipos de recursos como por ejemplo hongos, flores y
hojas; desplegando sofisticadas especializaciones (Markow & O’Grady, 2006, 2008).
Dependiendo del recurso que utilizan y del ants abiético en el cual desarrollan su

ciclo de vida, en las diferentes especies han evolucionado mecanismos que les permiten
evitar o atenuar los efectos perjudiciales de los principales factores de estrés ambiental

como la desecacion, la exposicidn a terafuras extremas y la inanicion.
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Figura 1.1. Tipos de recursos explotados por 40 especi&rasophila(Modificada
de Markow & O’Grady, 2008)

Tales mecanismos engloban procesos fisiolégicos y comportamentales dependientes
del habitat. Por ejemplo, el mayor desafio ambiental que deben enfrentar las especies
gue viven en desiertos es la escasezgia & la exposicién a temperaturas extremas.

En estos casos los mecanismos fisiolégicos que permiten mantener el balance hidrico

son: 1) el incremento de la cantidad deacorporal, 2) la reduccién de la pérdida de
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agua y 3) el aumento de la tolerancia pdadida de agua (Gibbs & Matzkin, 2001). De
ellos, el mecanismo principal es la reddocde la pérdida de agua (Gibbs & Matzkin,
2001, Matzkinet al., 2009a). A su vez, las especies que enfrentan temperaturas altas
muestran un patron de actividad locomotora bifasico, es decir, dos picos de actividad,
uno matutino y otro vespertino, y durante las horas en que la temperatura es extrema las
moscas disminuyen considerablemesuectividad (Joshi, 1999; Klarsfedtlal.,2003).

En cuanto a los mecanismos fisiolégicos/raalares, que les permiten evitar el dafio
celular por exposicion a altas temperaturagmsrientra la induccion de la expresion de
proteinas chaperonas de resistencia hadlque térmico de la familia Hsp (por su
denominacion en inglésteat Shock ProteingLindquist, 1986; Morimoto, 1993).

Las especies que habitan en areas temglgmta otro lado, deben sobrevivir a las
bajas temperaturas invernales, las cualEmescompafiadas por una disminucion en la
cantidad de horas de luz solar. Estos factores ambientales disparan un reloj natural
endoégeno en los organismos que regula ritmos anuales, y que se manifiesta en
diferentes aspectos comportamentalessiplfigicos que mejoran su adaptacion a las
condiciones estacionales (Morgan, 2004). En insectos, uno de los ritmos estacionales es
la entrada en un periodo de inactividad denominado “sindrome de diapausa’, que esta
regulado por control neuroendocrino (Taubeal., 1986; Saunderst al., 1989; Tatar
& Yin, 2001; Tatar et al.,, 2001). La diapausa es un mecanismo fisiolégico
evolutivamente conservado que se expresa mayor frecuencia en insectos que
habitan regiones templadas. Este, es un estado de resistencia que disminuye las
consecuencias del estrés ambiental derda época invernal, incrementando las
posibilidades de supervivencia de los individuos (Taweal., 1986; Tatar & Yin,

2001; Schmidtet al., 2005a, b). EnDrosophila la expresion de la diapausa se
manifiesta en adultos y es un estado de quiescencia reproductiva en el que se detienen la
oogenesis, la vitelogénesis, la actividad lae glandulas accesorias masculinas y el
cortejo (Tatar & Yin, 2001). La expresion del sindrome de diapausa es una clasica
adaptacion a la estacionalidad ambientasia acompafiado por una extension de la
longevidad, una elevada resistencia a la inanicion, a la desecacion y a las bajas
temperaturas (Tat&t al.,2001; Schmidet al.,2005a, b; Schmidt & Paaby, 2008, Hahn

& Denlinger, 2007).

Los insectos enfrentan las bajas temperaturas mediante la estimulacion de la
expresion de compuestos anti-congelantes o crioprotectores como el glicerol, los

azucares y los alcoholes polivalentes (Kelty & Lee, 1999)DErsophila las bajas

10
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temperaturas inducen en adultos un comafii@r(pérdida de la capacidad locomotora
por alteracién de la funcién neuromusculape se revierte cuando las temperaturas
aumentan. El tiempo que tardan las diferentes especiz®dephilaen recuperarse del
coma inducido por frio depende del tiempo de exposicion a las bajas temperaturas y del
habitat de origen, de manera que lasees originarias de areas templadas se
recuperan mas rapidamente que las especies tropicales (&ilart2001). El ciclo
diario de temperaturas caracteristico deHabitats templados obliga a los organismos a
desarrollar la capacidad de resistir al frio y recuperarse rapidamente como una
adaptacion a la temporada invernal (Gilegrl.,2001).

De este modo, ya que en la mayoria de los habitats los factores de estrés ambiental se
presentan juntos, todo parece indicar que losctares de resistencia al estrés ambiental
no responderian de manera independiente a las presiones selectivas, sino que se
combinarian en un mecanismo general de resistencia. En este contétosehila
los caracteres de resistencia a diferentes tipos de estrés parecen compartir, parcialmente,
una base genética comun (Bubliy & Loeschcke, 2005; Hoffreaiah, 2005b; Schmidt
et al., 2005b; Schmidt & Paaby, 2008; Sisodia & Singh, 2010) lo cual darian una base
mecanicistica a la respuesta generalizadstraks. Sin embargo, esta relacion no es
global ya que depende de la especie yladecondiciones ecoldgicas de su habitat
(Kellermannet al.,2009; Matzkiret al.,2009b).

Resistencia a la inanicion

La ausencia o escasez de fuentes alimenticias se encuentra entre los factores de estrés
ambientales mas poderosos, y obliga a los organismos a desarrollar adaptaciones que les
permitan incrementar su tolerancia a la falta de aliment@r&sophila la resistencia a
la inanicion es un caracter de estrés relacionadibnessdel adulto que en regiones
templadas adquiere una relevancia especial durante los meses de invierno,
caracterizados por la disminucién drasticdalédisponibilidad de fuentes de alimento
(Izquierdo, 1991; Mitrovski & Hoffmann, 2001; Boulétreau-Merle & Fouillet, 2002).
Los adultos enfrentan la inanicién mediante la activacion del mecanismo de diapausa
reproductiva, durante el cual el individuo no se alimenta. Sin embargo, existe una
intrincada red de procesos fisiolégicos que se estimulan en condiciones de inanicion que
involucran la estimulacion de la macroautofagia (degradacion de contenidos
citoplasméticos y secuestro de macromokguken los cuerpos grasos, ademas de la

inhibicion de la sintesis proteica (Scettal.,2004; Rustert al.,2004). De este modo,

11
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las limitadas reservas energéticas se desvian al mantenimiento somaticet(8kptt
2004). La principal via fisiol6gica que regula la respuesta a la falta de alimento se
denomina TOR (por su nombre en inglEarget of Rapamycjny su mecanismo de
accion se encuentra evolutivamente eowsdo desde levaduras hasta mamiferos
(Wullschlegeret al.,2006; Bjedowet al.,2010)

Desde un punto de vista energético, los organismos pueden aumentar su resistencia a
la inanicién mediante 1) el incremento de las reservas energéticas, 2) la reduccion de la
tasa de consumo de estas reservas y @istainucion del consumo de energia para la
supervivencia (Rion & Kawecky, 2007). EHdrosophila el mecanismo principal de
resistencia a la falta de recursos alimenticios es el aumento de las reservas energéticas,
principalmente en forma de lipidos (Ballagtl al., 2008; Matzkinet al., 2009a, b;

Arrese & Soulage, 2010; Sisodia & Singh, 2010).

Asimismo, el aumento en la resistencia a la inanicion puede ser el resultado de un
mecanismo general de respuesta al estrpalgado principalmente por los factores de
estrés ambiental como, por ejemplo, la asodrade la resistencia a la inanicion con la
tolerancia a temperaturas extremas. Dehbge existen evidencias de una asociacion
entre la resistencia a la inanicién y la resistencia a bajas temperaturas ¢Hallas
2002; Hoffmanret al.,2005b; Kennyet al.,2008), mientras que no existe una relacién
con un choque de calor (Bubliy & Loeschcke, 2005). Por otro lado, hay evidencias que
demuestran que los mecanismos fisioldgicosedpuesta a la resistencia a la inanicién
y a la desecacién parecen estar parcialmente compartidbDs eelanogastei(Van
Herrewege & David, 1997; Bubliy & Loeschcke, 2005; Hoffmartral., 2005b). Sin
embargo, la extension de este tipo de estudio a otras espe@essdphila muestra
gue tal asociacion no es universal ya gquede variar entre especies (Matz&tnal.,
2009b).

El estudio de las respuestas de los organismos a los principales factores de estrés
ambiental es fundamental para la compiangle la adaptacién ecoldgica y de los
patrones de distribucion geografica de las espeél andlisis de la variacién genética
natural en caracteres de resistencia al estrés, como la resistencia a la inanicién, a lo
largo de un gradiente geogréfico asi cameocaracteres relacionados permite ahondar
mas en el conocimiento de las bases genétieda adaptacion de los organismos a las
condiciones ambientales locales. Ademas, permite evaluar el potencial evolutivo de este
caracter de estrés en poblaciones naturalesstitiio de la varia@h geogréfica provee

una adecuada oportunidad para identificar caracteres relacionados fitoesslasi

12
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como para identificar regiones gendmicas y/o genes asociados a los gradientes
ambientales, contribuyendo, asi, a dilucidar sidkeccion natural es la principal fuerza

evolutiva que moldea la variacién en este tipo de caracteres en la naturaleza.

1.2.Variacién natural en caracteres cuantitativos

En la naturaleza, los organismos despliegan una rica diversidad fenotipica en cuanto
a su fisiologia, morfologia, comportamiento, resistencia al estrés ambiental y también a
su susceptibilidad frente a las enfermedades.mayor parte de esta variacion
fenotipica natural es cuantitativa, de modo que esta influenciada por la accién
simultdnea de mudltiples genes cuya expresion es dependiente del ambiente
genético, de su condicion sexual y de factores extern@alconer & Mackay, 1996;
Mackay, 2001a, b; Mackay & Anholt, 2006).

Un elemento fundamental en la comprensién de la variacién natural de los caracteres
cuantitativos es el estudio die arquitectura genética subyacente. Larquitectura
genéticaes el patrdn de factores genéticos que determinan y controlan un fenotipo y su
variacion (Hansen, 2006). Un aspecto importante del estudio @eqlatectura
genéticaes el de identificar regiones del genomue afectan a la variacion del caracter
(QTLs, por su denominacién en ingl@siantitative Trait Locus a los genes e incluso
las variantes en la secuencia de nudiedtiresponsables de la variacién fenotipica
natural del caracter (Barton & Keidgy 2002, Mackay, 2009; Mackay & Anholt,
2006). Asimismo, para comprender daquitectura genética de los caracteres es
necesario conocer, ademas de la manera guelda variacion genética se relaciona con
la variacién fenotipica, la infencia que ejerce el ambiente sobre la expresion fenotipica
del caracter. Un enfoque integrado en el estudio de la variacién fenotipica puede,
ademas, contribuir a identificar las fuereamlutivas involucradas en el mantenimiento
de la variacién, y que gobiernan su evolucién a largo plazo

La genética cuantitativa proporciona los agptos tedricos necesarios para unir los
mecanismos genéticos a los correspondientes fenotipos resultantes, estudiando la
evolucion del cambio fenotipico tanto a corto como a largo plazo. Sin embargo, no
permite identificar las causas del cambévolutivo. De este modo, la genética
cuantitativa describe la evolucion fenotipien términos de pardmetros que se pueden
estimar en las poblaciones naturales, quelaamedia del caracter, su varianza y la

covarianza con otros caracteres. La vadiadenotipica de un caracter esta determinada
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por la variacidn genética (constituida por variacién genética aditiva y no aditiva), por la
variacion ambiental y por la relacion entre ambos componentes (efecto de interaccion
genotipo-ambiente). La variacion genética iaditimplica la existacia de diferentes

alelos de los multiples genes que contribuyen de manera independiente y lineal al valor
fenotipico de un caracter; mientras que laacadn genética no aditiva modifica el valor
fenotipico de un caracter (generalmente de manera no lineal) mediante interacciones
intragénicas (dominancia/recesividad) eeigénicas (epistasis). Los componentes
genéticos aditivos condicionan la respuesta a la seleccion del caracter. Desde el punto
de vista de la genética cuantitativa los efectos genéticos no aditivos se consideran una
molestia ya que reducen la respuesta aléecsién, al menos a corto plazo. No obstante,
estos efectos pueden ser potencialmente imesaen la evolucion de los caracteres,

ya que la varianza genética aditiva puede incrementarse significativamente como
consecuencia de la conversion de vasagenética no aditiva en variacion aditiva
cuando, por ejemplo, una poblacion atraviesa un cuello de botella éWallf 2000).

Por tanto, la varianza genética no aditiva es un componente de la variacién genética que

no debe ser ignorado.

Hay dos aspectos dedaquitectura genéticade un caracter complejo que deben ser
considerados. El primero de ellos esta relacionado con el caracter cuantitativo en si
mismo e incluye el conocimiento de 1) los genes que afectan la expresion del caracter y
el subconjunto de estos genes que albengamantes alélicas responsables de la
variacion natural del caracter, 2) la magnitud del efecto de cada uno de los genes sobre
el caracter, 3) los efectos de las interacciones epistaticas, 4) los efectos pleiotropicos
sobre otros caracteres, 5) la variacion dettef de los genes sobre el caracter frente a
variaciones del ambiente externo y sexual, y 6) las bases moleculares de la variacidon
alélica (Mackay, 2001b; 2009; Phillips, 2005). El segundo aspecto que debe estudiarse
tiene que ver con los componentes de laagadn genética poblacional, que nos ayudan
a conocer el potencial de respuesta addsrentes fuerzas evolutivas (como por
ejemplo la seleccién natural). Es fundamental tener en cuenta qrquitectura
genéticade un caracter complejo puede variintro de las poblaciones naturales,
ademas de evolucionar bajo la influencia de la seleccién natural y/o de la deriva génica,
pudiendo también variar con el ambiente. Bstadn es diferente a la visién de la
genética de poblaciones clasica, la cual consideraaagldtectura genética como

estatica y que puede describirse en baser&@mgaros invariables. De esta forma, no
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s6lo la media poblacional de un caracter complejo puede evolucionar, sino que también
puede hacerlo los componentes que definaarguitectura genéticg o sea, el numero
de genes involucrados en su expresién, la magnitud de sus efectos, las interacciones
epistaticas, la magnitud de la pleiotropia y la sensibilidad ambiental (Fox & Wolf,
2006).

A pesar de los grandes avances en la identificacion de la basarquitectura
genéticade caracteres adaptativos complejos (Harbitoal., 2004; Menschet al.,
2008; Carreiraet al.,2009; Paaby & Schmidt, 2009; Magweeal.,2010), es necesario
profundizar en la identificagn de las bases genéticas ylesalares responsables de su
variacion en poblaciones naturales. Adermd@isedan por investigar los niveles, la
produccion y el mantenimiento de la variacion genética natural adaptativa, que son

clave para afrontar los cambios predecibles y no predecibles del ambiente.

1.3.Drosophilamelanogastecomo organismo modelo de experimentacion

Entre las especies utilizadas como modelos de experimentacion en investigaciones
biolégicas,Drosophila melanogastencupa un lugar privilegiado. Es una de las pocas
especies que cumple con muchos de ftequisitos deseables para un modelo
experimental en diversos campos de ladgjd como la neurobiologia, la fisiologia, la
genética, la cronobiologia, la genética funciplzaendocrinologia y en los Ultimos afios
se detectd su potencial utilidad para el estudio de enfermedades humanas como el
alcoholismo, el abuso de drogagrgstornos del suefio (Matthewsal.,2005; Venken
& Bellen, 2005; Mackay & Anholt, 2006).

D. melanogasteres un organismo modelo muy apropiado para el estudio de
caracteres adaptativos complejos ya que:

o Tiene un tiempo generacional corto

o Es facil de manipular y criar en el laboratorio

o Las condiciones para su cultivo son simples, econémicas y faciles de controlar

o Sunumero de cromosomas es bajo

o Se cuenta con un sinfin de herramientas que permiten su manipulacion genética

o Sugenoma esta completamente secuenciado (Aetaahs2000)

o Se cuenta con marcadoresigticos de facil monitoreo

o Se dispone de una extersse de datos genétichstp://www.flybase.orly

o Es posible contar con urextensa colecciéon de mutantes y lineas con pérdida
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especifica de expresion que se mantienen en varios centros como Bloomington

Drosophila Stock CenterHttp:/flystocks.bio.indiana.edy/Vienna Drosophila

RNAi Center, http://stockcenter.vdrc.at/control/m@inNational Institute of

Genetics, Japaritp://www.shigen.nig.ac.jp/fly/nigfly/index.j3p

o La secuencia de los genomas completos de 11 especies representativas de los
principales linajes del género estantualmente disponibles (Drosophila 12

Genomes Consortium, 2007)

D. melanogastees un insecto holometabolo que tiene un ciclo de vida que en el
laboratorio es de alrededor de 10 dias cuando se la cria en un medio nutritivo y a
temperatura constante de 25° C. El ciclwida comienza con una etapa embrionaria, el
huevo, que generalmente eclosiona transcurridas 18 a 24 h desde su puesta. No
obstante, las hembras pueden retener sus huevos y depositarlos mas tarde en un estado
de desarrollo avanzado si no dispone de un sustrato de oviposicion adecuado,
disminuyendo asi el tiempo de eclosidén. A continuacion, el estadio larval es la etapa
principal de alimentacion y consta de 3 estadios que duran, en conjunto,
aproximadamente 4 dias. Transcurrido este tiempo, la larva deja de alimentarse, entra en
el estadio de pupa y comienza el proceso de metamorfosis. Esta etapa dura
aproximadamente 3 dias, al cabo de los cuales emerge una mosca adulta que alcanza la
madurez sexual a las 3 h los machos y & lasas hembras (Figura 1.2; Roberts, 1998).

Los adultos viven alrededor de 35-40 dias, aunque el tiempo de vida difiere

considerablemente entre individuos y def® de las condiciones ambientales del

laboratorio.
- —— {({"‘ 2 "‘ ;.
- s &
——
Huevo Larva Pupa Adulto

Figura 1.2. Estadios del ciclo de vida @osophila melanogaster

Con un genoma de aproximadamente el 5% del tamafio del genoma de un mamifero,

D. melanogastecomparte alrededor de un 75% de sus genes (homélogos) con este
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grupo de vertebrados, ademas de la mayoria de las familias génicas, y de los
mecanismos regulatorios basicos del metabolismo. De este moduoglanogaster
puede proporcionar informacion esencial pasaestigar trastornos metabdlicos como
por ejemplo la diabetes y la obesidad (Baker & Thummel, 2007). Su informacién
genética se encuentra distribuida en 3 pares de cromosomas autosémicos (denominados
2, 3y 4) y un par de cromosomas sexuales (X e Y). El 60 % de la informacion genética
se encuentran en los pares de cromosomas 2 y 3, el par 4 es muy pequefio y se
denomina cromosoma puntiforniddt chromosomg:

Finalmente, esta especie presenta un marcado dimorfismo sexual en muchos
caracteres biolégicos, como la morfologia (las hembras suelen ser mas grandes que los
machos), la historia de vida, el funcionamiento de diversos mecanismos fisioldgicos, e

incluso la resistencia al estrés.
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Objetivos

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es contribuir a la caracterizacion de la
arquitectura genética de la resistencia a la inanicién, utilizando como modelo
experimental @. melanogasterPara la consecucion de este objetivo se plantearon los
siguientes objetivos especificos:

e Cuantificar el aporte de las fuentes de variacion genética que contribuyen a la
variacion fenotipica total de la resistencia a la inanicion en diferentes poblaciones
naturales d®. melanogaster

e Estimar el grado de asociacion genética entre la resistencia a la inanicion y la
longevidad y el contenido de lipidos en poblaciones naturales melanogaster

e Cuantificar el aporte del cromosoma 2 a la variacion fenotipica natural de la
resistencia a la inanicion.

¢ Identificar variantes alélicas responsables de la variacion natural de la resistencia a la
inanicion en genes que se sabe participan de la expresion del caracter.

¢ Analizar la influencia del sexo sobre la variacion genética natural de la resistencia a

la inanicion.

Los resultados obtenidos a lo largo del dedlarde esta Tesis seeran reflejados en
las siguientes publicaciones:

Goenaga, J, Fanara, J.J., Hasson, E. 2010. A quantitative genetic study of starvation
resistance at different geographscales in natural populations drosophila
melanogasterGenetics Research (en prensa)

Goenaga, J. Mensch, J., Fanara, J.J., Hasson, E. 2010. The benefits of mating: increase
of the starvation resistance in a grouobsophila melanogastewild females. (en
revision).

Goenaga, J; Fanara, J.J.; Hasson, E. Starvation resistance is positively correlated with
lipid content in five natural populations obrosophila melanogaster (en
preparacion).

Trabajos en lo que la doctorando ha pgréido activamente durante la realizacion de

su Tesis doctoral:

Mensch, J., Carreira, V., Lavagnino, @genaga, J, Folguera, G., Hasson, E., Fanara,
J.J. 2010. Stage-specific Effects of Cantbddeterochronic Genes on Variation in
Developmental Time along an Altitudinal Cline Bfosophila melanogastePLoS
ONE 5(6): €11229. Do0i:10.1371/journal.pone.0011229.
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Soto E.M.;Goenaga J, Hurtado J.P. & E. Hasson. Oviposition resource preference and
breeding resource effects on thie Ihistory traits of cactophili©rosophilaspecies.
En revision

Ademas, los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral han sido objeto de 11
presentaciones en diferentes congresps simposios tanto nacionales como
internacionales.
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Materiales y Métodos

3.1. Establecimiento y mantenimieto de las lineas experimentales

3.1.1.Recoleccion de individuos d& melanogasteen los sitio de muestreo

Se recolectaron individuos d& melanogasteen 11 localidades distribuidas a lo
largo de un gradiente geografico en el oeste argentino, desde Glemes (latitud 24° 41'S,
provincia de Salta) hasta Neuquén (latitud 8BS, provincia de Neuquén) (Tabla 3.1).

Las moscas se colectaron en el campo ameliel uso de trampas que consistian en
baldes con fruta (banana y naranja) ferndmizon levadura de piicacion, y la ayuda

de redes entomolégicas. Del conjunto de insectos atraidos hacia las trampas se
seleccionaron Unicamente las hembradDdenelanogasterlas cuales fueron aisladas
individualmente en tubos de plastico conteniendo alimento hasta su llegada al

laboratorio.
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Tabla 3.1 Caracteristicas geograficas y ambientaldsslocalidades de captura de individuofdenelanogaster

Latitud Longitud Altitud

Poblaciones Recurso alimenticio Tmedia anual - T rr]e_dia anual T rpe_dia anual
(Sur) (oeste) (metros) () maxima(® C) minima(® C)
Guemes 2441  65°03 695 uva 20,18 27,1 14,4
Cachi 2507  69°09’ 2280 uva 14,8 22 10
San Blas 28°25  67°06’ 1061 - - -
Chilecito 29010 67028 1043 uva 17,1 25,5 10,4
Jachal 30°12"  68°45 1238 uva y membirillo 16,0 - -
San Juan 31°27 68°3Y 671 uva 17,7 23,2 5
Barreal 3182 69027 1610 17,6 - -
Lavalle 32°40 68° 15’ 647 uva y membirillo 17,1 24,6 10
Uspallata 32°50" 68°28 1900 manzana y membrillo 12,2 21,2 2,6
San Rafael 34°35'  69° 00’ 800 uva 15,0 21,0 9
Neuquén 38°58' 68°08 260 Manzagggsir“e'as y 14,7 22,4 7,7
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3.1.2.Establecimiento de isolineas de origen natural

Una vez en el laboratorio las hembrasDdemelanogastepreviamente aisladas en
tubos individuales sirvieron como base pgeaerar las correspondientes isolineas. Para
ello, cada hembra fue traspasada a un nuesipieate (tubo o frasco de vidrio o de
plastico) que contenia medio estdndar de cultivo, generdndose de esta manera las
isolineas. En la primera generaciéon nacida en el laboratorio se comprobd la identidad
especifica de las isolineas, ya que enllgmres de captura también se verificd la
presencia deD. simulans que muestra un alto grado de similitud externa Don
melanogaster

Mediante esta metodologia se establecieron aproximadamente 40 isolineas por sitio

de muestreo.

3.1.3.Establecimiento de lineas isogénicas de sustitucidn cromosémica

En Drosophilg la disponibilidad de cepas portadoras de cromosomas balanceadores
da paso al desarrollo de una metodologfapliamente utilizada en esta especie
denominadasustituciébn cromosémicésta técnica consiste en sustituir dentro de un
fondo genético homogéneo un Unico cromosoma completo procedente de otra cepa no
relacionada. De esta forma, las lineas isa@s de sustitucion cromosémica comparten
un fondo genético idéntico y sélo difieren en el cromosoma que ha sido sustituido. En la
presente Tesis se generaron lineas isogé de sustitucion para el cromosoma 2.

Las lineas isogénicas de sustitucion para el cromosoma 2 se obtuvieron siguiendo un
esquema de cruzamientos entre hembragnég de cepas portadoras de cromosomas
balanceadores y machos de isolineas dédsivale las poblaciones naturales listadas en
la Tabla 3.1. Las cepas portadoras de osmmas balanceadores presentan tres
propiedades esenciales para la extracdidmrromosomas enteros de una poblacién, a)
multiples inversiones en el orden de los genes que suprimen la recombinacién entre
cromosomas homoélogos; b) marcadores morfolégicos dominantes en los distintos
cromosomas; c¢) al menos una mutacion letal recesiva que determina que solo los
heterocigotas para el cromosoma he&ador sean viables (Fox &Wolf, 2006).

El esquema de cruzamientos utilizado palogener lineas isogénicas de sustitucion
para cromosoma 2 se resume en Figura 3.1. Brevemente el protocolo consta de los
siguientes pasos. El primer cruzamientq) (& realizé entre una hembra homocigota

para el gen marcador que confiere ojanbbs (w, que se encuentra en el cromosoma
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X) y heterocigota para el cromosoma 2 (goatienen el gen marcador Cy; Curly) y el
cromosoma 3 (que contienen el gen marcador Sh; Stubble), los homélogos de estos
cromosomas procedieron de la c€@mton-SB (denominada también como IsoB), y un
macho de una isolinea natural portador de cromosomas salvajes (+; +; +). De la
descendencia de este cruzamientg & eligieron los machos con fenotipo w, Cy, Sb

gue llevaban uno de los cromosomas 2 y 3tagdos por el macho de la isolinea natural
utilizada. El segundo cruzamientoojGe efectud entre un solo macho de fenotipo w;

Cy; Sb y una hembra de una cepa homocigota para el gen w y el cromosoma 3 IsoB y
heterocigota para los genes marcadores presentes en el cromosoma 2: un homélogo
lleva Cy y el otro el marcado fenotipico Stepleural (Sp). Este alelo, al igual que Cy y

Sh, es un marcador fenotipico dominante pero letal recesivo. De la descendencia de este
cruzamiento (@ se eligieron machos con el fenotipo w; Cy; Sb, estos machos son los
Unicos descendientes portadores del cromosoma 2 natural, mientras que el cromosoma 3
natural fue reemplazado por el IsoB. El tercer cruzamientp & realizd entre los
machos elegidos y hembras de la misma cepa utilizada en el cruzamieme (@
descendencia desGe eligieron machos y hembras con el fenotipo w; Cy. En adelante,

el objetivo fue poner en homocigosis el cromosoma 2 derivado de la isolinea natural
utilizada en el cruzamiento ;GDe esta manera, de los descendientes del cuarto
cruzamiento entre hermanos, Ge descartaron todas las moscas con el fenotipo Cy y

se cruzaron entre si las moscas con ojos blancos (w) y fenotipo salvaje para el resto de
los caracteres, generando de esta manerdinga de sustitucion cromosémica para
cromosoma 2 de origen natural. Las linsagénicas construidas mediante el esquema

de cruzamientos descrito difieren Gnicamente en el cromosoma 2 natural homocigota, el
fondo genético fue homocigota idéntico a lae#irisoB. En total ntkante esta técnica

se obtuvieron alrededor de 60 lineas isogénicas de sustitucion para el cromosoma 2.

En el esquema de cruzamientos detallado anteriormente las hembras utilizadas en
cada cruzamiento fueron virgenes (Roberts, 1998). El protocolo para la obtencion de
hembras virgenes consistié en descartamidiwiduos adultos de los recipientes de cria
(dejando las pupas y las larvas) y, al cabdbde se recolectaron los nuevos adultos
emergidos en cada recipiente (las hembras tardan aproximadamente 7 h en alcanzar la
madurez sexual desde su eclosion del pup&mgteriormente, los adultos se separaron
por sexo y se colocaron en tubos con medio estandar de cultivo (10 individuos/tubo)

bajo condiciones de temperatura (25 + 1 °C), humedad (60%) y fotoperiodo (12:12 h
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luz/oscuridad) controladas. Cuando lasnbeas alcanzaron los 3 dias de edad se

comprobd que no hubiera larvas para confirmar la virginidad de las hembras.

Hembras virgenes Machos
5 LD D) ek D 0 [ N N
1 = = N T a— (=] - &G
1 T I € D I3 CI1IOCiIHhd o
G2 CIO &> ¢ D & Eé ¢

dOOeaa aa o
Linea de sustitucion CIDO Gl C O caeaas C OO
dOOeaa e @G >

cromosomica

Figura 3.1. Esquema de cruzamientos empleado para obtener lineas de sustitucion para el
cromosoma 2. Los cromosomas IsoB se representan en blanco y los cromosturass en

azul. Los marcadores fenotipicos dominantes se representan con barras coloreadas dentro de los
cromosomas: o0jos blancos (negro); Curly (rojo); Sternopleural (rosa) y Stubble (verde) (Figura
modificada de Menscét al.,2010)
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3.1.4.Mantenimiento de las diferentes lineas de trabajo

Las isolineas y las lineas isogénicas utilizadas en la presente Tesis se mantuvieron
como poblaciones estables en el laboratoris.hascas adultas de las diferentes lineas
se criaron en recipientes (tubos o frascos de vidrio o de plastico) con medio de cultivo
estandar. Este medio de cultivo es alimepteparado a base de harina de maiz y
azucar, con el agregado de agar. Caf8ladias, aproximadamente, los adultos se
transfirieron a recipientes estériles comedio fresco para evitar problemas de
mortalidad larvaria denso-dependiente. Todas las lineas se mantuvieron en una cdmara a
temperatura (25 + 1 °C) y humedad (60-J086nstantes y un fotoperiodo de 12:12
horas luz/oscuridad. Cuanto fue necesario obtener una gran cantidad de individuos de
una isolinea y/o linea isogénica, el procedimiento de traspaso de adultos a medio fresco
se realiz6 cada 3 dias.

Generalmente, las isolineas y las IBi@sogénicas se mantuvieron en tamafios
poblacionales grandes (mayor a 100 individuos/generacion) durante 10 generaciones

antes de efectuarse los ensayos fenotipicos.

3.2. Ensayos fenotipicos

3.2.1.Disefio experimental

Los ensayos fenotipicos llevados a cabo &itgo de esta Tesis se realizaron con
individuos adultos provenientes de iselis y lineas isogénicas derivadas de las
poblaciones naturales de. melanogastermencionadas anteriormente (Tabla 3.1).
Todos los adultos utilizados en los ensafgr®tipicos detallados en las subsiguientes
Secciones se obtuvieron siguiendo el mismo protocolo experimental que se detalla a
continuacion.

Por cada linea analizada, alrededor de 150 adultos maduros sexualmente de cada
sexo se introdujeron en un recipiente de acrilico transparente de 5 x 20 x 12 cm.,
denominado cadmara de recoleccion de huebesntro de cada cadmara se coloco una
placa de Petri que contenia un medicodposicion. Este medio fue preparado con 3
gramos agar en 175 mililitros de agua destilada cocinado hasta el hervor, una vez que el
agar solidifico se espolvored con granos de levadura comef&#micl{aromyces
cerevisia@ seca, que sirve como alimento para las moscas adultas y las larvas v,
ademas, como estimulo para la oviposicion. Mediante este procedimiento se obtuvo una

gran cantidad de huevos. Transcurridas 8 h se retiraron las placas de Petri de las
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camaras de recoleccion y seubaron a 25 °C durante 24 h hasta la eclosién de las
larvas. Una vez producida la eclosion se senam 30 larvas de primer estadio por tubo

con medio estandar de cultivo, en total se sembraron entre 10 a 12 tubos por linea.
Todos los tubos recién sembrados seulimron bajo las mismas condiciones de
temperatura, humedad y fotoperiodo descritas en la Seccién 3.1.4 y se monitorearon
todos los dias para determinar el diagae las moscas comenzaron a emerger. El uso
del mismo procedimiento para obtener los adultos utilizados en los ensayos fenotipicos
tuvo como objetivo minimizar posibles interferencias de otros factores en la medicion
de los caracteres estudiados. Se sabewgum@ciones en la densidad larvaria pueden
afectar la resistencia a la inanicion y el contenido lipidico en moscas adultas (Robinson
et al.,2000; Borash & Ho, 2001).

En los experimentos realizados con mosapareadas los adultos, machos y
hembras, emergidos se mawieron durante 3 a 4 dias en los mismos tubos para
asegurar el apareamiento. Transcurrido este tiempo, se recolectaron los adultos, se
separaron por sexo utilizando €@omo anestesia y se colocaron y mantuvieron en
tubos con medio de cultivo estandar hasta alraglizniimero de moscas necesario para
efectuar los ensayos fenotipicos.

En los experimentos realizados con mosdagenes los adultos emergidos fueron
recolectados cada 5 horas para asegurar su virginidad, se separaron por sexo y se
mantuvieron en tubos con medio de cultivo estandar hasta alcanzar el nimero necesario

para realizar los ensayos fenotipicos.

3.2.2.Resistencia a la inanicion

La resistencia a la inanicién se estimé como el tiempo (en horas) transcurrido desde
gue una mosca adulta se expuso al medimalgcion hasta su muerte. Este medio se
prepar6é con 3 gramos de agar disueltod s mililitros de agua destilada llevados a
primer hervor. Cinco mililitros de este medse vertieron en cada uno de los tubos
individuales que se utilizaron en los ensayos de resistencia a la inanicién. Es necesario
hacer notar que el medio de agar proveymedad pero no alimento a las moscas
adultas.

Durante el desarrollo del presente trabajo se siguieron dos disefios experimentales

para estimar la resistencia a la inanicion (RI) en moscas adultas.
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Disefio experimental A(DEA): las mediciones de la RI se realizaron en adultos
apareadogde 2 a 7 dias de edad. En cada tubo experimental (réplica) se incluyeron 10
adultos del mismo sexo.

Disefio experimental B(DEB): las mediciones de la Rl se efectuaron en adultos
virgenesde 4 a 6 dias de edad. En cada tubo experimental (réplica) se introdujeron 5
adultos del mismo sexo.

Todos los experimentos en los que se estimd la Rl el registro de moscas muertas se
efectud a las 8:00, 14:00 y 20:00 h de cada dia hasta la muerte de todos los individuos.
Los registros de la Rl por masse utilizaron para calculardasistencia a la inanicién
media por réplicaque fue la variable considerada en todos los analisis estadisticos.

En ambos disefios experimentales el ndrdercéplicas analizadas vari6 entre 7 y 10

por sexo y por linea.

3.2.3.Longevidad

La longevidad se estim6 como el tiemen dias) transcurrido desde que una mosca
adulta se expuso a un medio con alimento hasta su muerte. EI medio con alimento
utilizado fue el mismo medio de cultivotésdar mencionado da Seccion 3.1.4. Las
estimaciones de la longevidad se realizaron con megcgnesde 4 a 6 dias de edad.

En cada réplica se introdujeron 5 adultos del mismo sexo, y el nimero de réplicas
analizadas varié entre 7 y 10 por sexo y por linea. En todos los ensayos de longevidad el
registro de moscas muertas se efectué 2ddahasta la muerte de todos los individuos.

Las moscas se transfirieron a tubos o@io de cultivo fresco cada 4 dias.

Los registros de longevidad por mosca se utilizaron para calculandavidad
media por réplicague, al igual que para la RI, fue la variable considerada en los andlisis

estadisticos.

3.2.4.Contenido de lipidos

Para estimar el contenido total de lipidos por mosca se efectudé una extraccion con
éter siguiendo la metodologia implementada por Robiasah (2000) que se describe
en el segundo parrafo. Las mediciones del contenido total de lipidos por mosca se
realizaron con moscadrgenesde 4 a 6 dias de edad. Las muestras se mantuvieron en
un congelador a - 80° C hasta la cuantificacion del contenido lipidico.

Las moscas adultas se retiraron del congelador y se secaron a 60 °C en estufa durante
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24 h. Transcurrido este tiempo, se retiraron de la estufa y se pesaron en grupos de 10
individuos en una microbalanza Sartorius (0,00001 g), obteniéndosgasdaeco por
grupo. A continuacion, las moscas de cada grupo se traspasaron a un tubo eppendorf
gue contenia 1 - 1,5 mL de dietil-étersg incubaron a temperatura ambiente con
agitacién continua suave durante las siguientes 24 h. Posteriormente, se removio el
dietil-éter y las moscas se secaron a 60en estufa durante las siguientes 24 h.
Cumplido este tiempo, los grupos de moscas se pesaron nuevamente obteniéndose asi el
peso seco libre de lipidos por gruploa diferencia entre el peso seco ¢P$ el peso
seco libre de lipidos de cada grupo (P&Ldividido por el nimero de moscas (N = 10)
es una estimacién del contenido total de lipidos por mosaga) (ELnumero de réplicas
(=grupos) analizado vari6 entre 4 y 5 por sexo y linea.

CLw = (P& - PSLLs) /N

3.3. Andlisis estadisticos

3.3.1.Analisis de la varianza

El andlisis de varianza (ANOVA) es la herramienta estadistica mas comunmente
utilizada en estudios genéticos cuantitativos (Anholt & Mackay, 2004). Durante el
desarrollo de la presente Tesis se recolectaron datos de la resistencia a la inanicion, de
la longevidad y del contenido de lipidos en experimentos con isolineas y con lineas
isogénicas derivadas de diferentes poblaciones naturales. El conjunto de datos
recolectado para cada caracter se analizé mediante un ANOVA (mixto) de tres vias

acorde al modelo:
y=p+P+L(P)+S+PxS+L(P)xS+

donde p es la media general del caracter bajo estudio, P es el factor Poblacion
(aleatorio), con tanto niveles como poblaciones analizadas, L es el factor Linea
(aleatorio, anidado en el factor Poblacién), con tantos niveles como lineas (isolineas o
lineas isogénicas, dependiendo del experimento) analizadas, S es el factor Sexo (fijo)
con dos niveles y es el término del error que daettia de la variacion entre réplicas.
Ademas, se realizaron analisis de compamitte varianza con el fin de estimar la
contribucién relativa de cada fuente de vadaa@leatoria a la varianza fenotipica total.

Asi, el componente de varianza asociadfaetor Poblacion puede considerarse como

un estimador de la variacién genétinterpoblacional mientras que los componentes

asociados a los factores Linea y la irteidn Linea x Sexo pueden considerarse, en
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conjunto, como estimadores de la variacion genétitapoblacional Finalmente, el

factor Sexo permitié evaluar el dimorfismo sexual de los caracteres bajo estudio.
Dado que de resultar significativo el factLinea no es posible determinar qué

poblacion presenta variabilidad genétin&rapoblacional se efectuaron analisis por

poblacion. En este caso el modelo de ANOVA (mixto) de dos vias es el siguiente:
y=H+L+S+LXS =%,

Estos ANOVAs se realizaron para evaluar el efecto de los factores Linea (isolinea o
linea isogénica, dependiendo del experimerexo y de la interaccion Linea x Sexo
sobre los caracteres de interés en cada poblacién por separado. Finalmente, se
efectuaron ANOVASs de una via analizando el efecto del factor Linea para cada sexo por
separado y se computé el componente de varianza correspondiente.

En todos los ANOVAs realizados en esta Tesis es primordial comprender que cada
isolinea y linea isogénica representa a un Unico genotipo particular. Por lo tanto, el
efecto del factor Lineagénotipd puede interpretarse como la presencia de un
componente genético en la variacion fenotipica del caracter bajo estudio. A su vez, la
interaccion Linea x Sexo es considerada camestimador de la interaccién Genotipo
X Sexo G X § que, indica que los efectos de los genotipos (lineas) sobre el caracter en
estudio son especificos del sexo. Asimismo, esta interaccién se puede entender como la
presencia de variacion genética para el distmo sexual, que se expresa con cambios
especificos del genotipo en la magnitud y/o sentido del dimorfismo sexual.

La interaccionG x S puede resultar significativa como consecuencia de: 1)
diferencias en la magnitud de la vadarentre genotipos en hembras y machambio
de escalay/o 2) cambios en el orden de los valores fenotipicos de los genotipos entre
los sexos, que también se identifica como la desviacion de la unidad del coeficiente de
correlacion genético entre sexaog{<1) (cambio de orden en el rangoUna manera
de visualizar facilmente esta interacciongeaficando las normas de reaccién de cada
genotipo a través de los sexos. EnAslexo se detallan los posibles patrones de
variacion en las normas de reaccion para diferentes genotipos y, el resultado del
ANOVA asociado. La contribucién de ambos componentes mencionados anteriormente

a la interaccidrs x Sse puede evaluar mediante la ecuacion de Robertson (1959):

Voxs= [(om - on)* + 2omon (1 -ram)}/2,
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donde \&xs es el componente de varianza de la interad@iénS rym €s la correlacion
genética entre sexos g Y om SoN la raiz cuadrada del componente de varianza entre
lineas en hembras y en machos, respectivamente (Urdexier2003). Los valoresy
y om Se obtuvieron a partir de los ANOVAs de una via realizados para cada sexo por
separado. En esta ecuacion el pric@mponente indica el aporte @elmbio de escala
y el segundo el aporte dedmbio de orden en el rango

La correlacion genética entre sexosvj es la correlacion genética entre los valores
de un mismo caracter medido en cada sexo y, puede considerarse un indicador del grado
en el cual los mismos genes controlan la expresion del caracter en hembras y en machos
(Falconer, 1952; Muiet. al.,1992).ryv se estimd para cada caracter por separado en
los experimentos efectuados con isolinea®iy lineas isogénicas, de acuerdo con la

ecuacion:
rum = COVhwm / oHOWM,

donde Covum €s la covarianza entre sexos;oy Y om sSon la raiz cuadrada del
componente de varianza entre lineas de hembras y machos, respectivamente.

Previo a los ANOVAs, los datos fueron transformados, cuando fue necesario,
utilizando una transformacion logaritmica nakira (X)], X es el caracter. Los analisis
estadisticos se realizaron mediantepricedimiento GLM (por su denominacién en
inglés: General Lineal Mod¢l Los componentes de lananza se calcularon con el
procedimiento VARCOMP y cuando fue necesario se utilizé el método REML
(Maxima Verosimilitud Restringida). Ambos procedimientos fueron implementados

usando el paquete de programas Statistica 8.0 (StatSoft Inc., 2007).

3.3.2.Estimacion de los parametros genéticos cuantitativos

Las estimaciones de los parametros genéticos cuantitativos se obtuvieron para
hembras y machos por separado. Bajo el magigiadistico utilizado la contribucion del
componente de varianza entre lineé’s)(se consideré un estimador de la varianza
genéticaVs) (Lynch & Walsh, 1998; Morgan & Mackay, 2006). La varianza ambiental
(Va) se estim6 a partir del componente de varianza entre réplicas, que es el término de
error en el ANOVA. Finalmente, la varianza fenotipi®q) (se calculdé com&g + Va
(Falconer & Mackay, 1996; Lynch & Walsh, 1998).

Para facilitar las comparaciones entre sex@®blaciones se calculé el coeficiente

de variacién genética usando la ecuacion
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CVs =100 Vo) Y410,

donded representa el valor fenotipico medio poblacional del caracter estudiado. Este
procedimiento se basa en la nocion de @uen lugar de &/, es més apropiado para
estandarizar 18/ cuando el fin es realizar comparaciones entre caracteres y/o entre

poblaciones (Houle, 1992).

3.3.3.Andlisis de Regresiéon Mdltiple Lineal

Se realizaron analisis de regresion mdltiple lineal con el fin de investigar si los
patrones de variacién interpoblacional es ¢aracteres bajo estudio pueden explicarse
parcialmente por variaciones en la latity/d altitud. En estas regresiones la variable
dependiente (o respuesta) fue el valor fenotipico medio del caracter por linea
promediando el efecto del sexo, y las variables independientes (o predictoras) fueron la
latitud (considerando sus valores en el sistema decimal) y la altitud de cada localidad.
También, se efectuaron regresiones mukiglensiderando como variables predictoras
la temperatura media anual y la temperatura media anual maxima y minima de las
localidades donde se muestrearon las poblaciestesliadas. Las regresiones multiples

se realizaron utilizando el paquete Statistica 8.0 (StatSoft Inc., 2007).

3.3.4.Andlisis de correlaciones entre caracteres

Los coeficientes de correlacion genética ermaracteres se estimaron a partir del
coeficiente de correlacion de Pearson. Elicaefte de Pearson (r) mide la intensidad
de la asociacion entre dos variables regikts para una misma unidad experimental.
Este coeficiente es un estimador del graddgcdgvariacion entre variables de interés.
Los analisis de correlacién se realizaron para cada par de caracteres en cada sexo por
separado, utilizando como variables los valores fenotipicos medios de los caracteres por
linea y sexo. El procedimiento implementdide CORR del Statistica 8.0 (StatSoft Inc.,
2007).
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Variacion genética natural da resistencia a la
inanicion a diferentes escalas geograficas en

D. melanogaster



Resultados y Discusién

4.1.1.Introduccién

En la naturaleza, los organismos enfrentan el estrés ambiental desarrollando
adaptaciones locales que aumentan su supervivencia y alteran su historia de vida para
maximizar la reproduccion (Hoffmann & Parsons, 1991; Raretall., 1997). El
estudio de los cambios en caracteres relacionados con el fitness a través de diferentes
habitats naturales es esencial para congmela adaptacion climatica de organismos
expuestos a un ambiente continuamente cambiante. Asi, explorar la variacion fenotipica
natural en caracteres adaptativos y sus arquitecgenéticas es crucial para predecir el
potencial cambio evolutivo que ocurre como consecuencia de la adaptacion a
condiciones ambientales locales.

Generalmente, las especies que habitaegiones templadas estan expuestas a
marcados cambios estacionales en la disponibilidad de los recursos alimenticios, de
modo que la capacidad de sobrevivir a estgperiodos es un caracter clave para la
permanencia de la especie en su habitalal como se expuso en la Seccion 1 en
Drosophilala resistencia a la inanicion (RI) es un componentéitdessdel adulto que
adquiere especial relevancia durante taperada invernal etas regiones templadas
cuando la disponibilidad de fuentes de alimento disminuye (Izquierdo, 1991; Mitrovski
& Hoffmann, 2001; Boulétreau-Merle & Fouillet, 2002). La Rl es un caracter
cuantitativo gobernado por mdltiples genessassible a factores ambientales (Service
& Rose, 1985; Da Laget al, 1990; Karanet al, 1998; Harbisonet al, 2004,
Hoffmannet al.,2005a) y, ademas, muestra asociaciones robustas con otros caracteres
de historia de vida, como la fecundidad (Service & Rose 1985; €eabi1994a, b), el
tiempo de desarrollo (Chippindaé al, 1996; Harshmaet al., 1999b) y longevidad
(Magwire et al., 2010). También, esta correlacionattin caracteres de resistencia a
otros tipos de estrés (Bubliy & Loeschcke, 2005; Rion & Kawecki, 2007). Toda esta
informacién sugiere una arquitectura genética compleja en la que la pleiotropia jugaria
un importante papel. Ademas, el hecho de que la Rl sea un caracter sexualmente
dimérfico, agrega un nivel adicional de complejidad al mapa genotipo—fenotipo
(Hansen, 2006; Rion & Kawecki, 2007). De hecho, muchos de los genes que
constituyen la base genética de la RI tienen un efecto especifico del sexo (Hatrbison
al., 2004; 2005), lo cual indica el rol fundamental que la interaccion er@ensitipoy

el Sexopodria estar jugando en la evoluciénalgariacion genética natural de la RI.
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En general, los estudios evolutivos de la RIDmosophila se han orientado a
investigar los patrones geogréficos de variacidm el fin de detectar patrones clinales,
gue se consideran indicadores de la seleccion natural como mecanismo responsable de
la diferenciacion entre poblaciones (Kamdral 1998; Robinsort al, 2000; Hoffmann
et al, 2001, 2005a; Sisodia & Singh, 2010). Sin embala mayoria de estos estudios
no brindan estimaciones de la contribucion relativa de la variacion interpoblacional e
intrapoblacional a la variacion total natural en la Rl (ver Hoffnetral, 2001).

En este sentido, uno de los principales objetivos de esta Seccidén es investigar la
variacion en la Rl en un grupo de poblaciones natural& delanogastelocalizadas
en el oeste argentino y, ademas, estudiar la distribucién de la variacion fenotipica total a
dos escalas geograficas: interpoblacional e intrapoblacional, utilizando isolineas
derivadas de poblaciones naturales. La técnica basada en el estudio de isolineas se ha
utilizado ampliamente para explorar la variacion genéticBresophila (Hoffmann &
Parsons 1988; Camt al, 1994; Davidet al, 2005). Siguiendo estos lineamientos, nos
proponemos responder las siguiernesguntas: ¢Las poblaciones Demelanogaster
difieren en sus valores medios de RI? ¢Las diferencias interpoblacionales en la RI
exhiben un patrén de variacién clinal? ¢Qué proporcién de la variacion fenotipica total
esta determinada por factores genéticosval miter e intrapoblacional? ¢Los factores
genético que subyacen la variacién en lati®ien efecto sexo-especifico? Dentro de
cada poblaciéon natural ¢Las poblaciones estudiadas albergan similar cantidad de

variacion genética y/o variacion genética sexo-especifica?

4.1.2.Resultados

Las poblaciones dB. melanogasteanalizadas provienen de capturas realizadas en
las localidades de Gilemes, Cachi, San Blas, Chilecito, Jachal, San Juan, Barreal,
Lavalle, y San Rafael (Figura 4.1; TabBl). Las determinashes de la Rl se

realizaron implementando Bisefio Experimental Adescrito en la Seccién 3.2.
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Figura 4.1. Mapa de Argentina en el que se muestran las localidades de muestreo. 1, Guemes
(Salta); 2, Cachi (Salta); 3, SBias (La Rioja); 4, Chilecito (La Rioja); 5, Jachal (San Juan); 6,

San Juan (San Juan); 7, Barreal (San Juan); 8, Lavalle (Mendoza); 9, San Rafael (Mendoza).
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Los valores medios de RI (en horas) en hembras y machos de cada una de las
poblaciones analizadas se representanlaerigura 4.2. En general, las moscas
resistieron desde un maximo de 66 h a un minimo de 41 h cuando se las someti6 al
tratamiento de inanicion. La poblacion que messstio la falta de alimento fue Jachal,
mientras que las menos resistentes fuerséambras de Lavalle y los machos de San
Rafael (Figura 4.2).
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Poblaciones

Figura 4.2. Valores medios y sus correspondientes errores estandar de la Rl (horas) en
hembras y en machos derivados de nueve poblaciones natural2s ndelanogaster

ubicadas a los largo de un gradiente latitudinal

Con el fin de cuantificar la contribuciéde las diferentes fuentes de variacion
examinadas a la variacion fenotipica total de la RI, efectuamos un ANOVA de tres vias
(Seccion 3.3.1). EI ANOVA revel6 que los 3 factores principales Poblacidn, Sexo y
Linea asi como la interaccién Linea x Sexo afectaron significativamente la Rl (Tabla
4.1). El andlisis de componentes de amaza mostr6 que las diferencias entre
poblaciones dan cuenta del 7% de la variacién fenotipica total, lo cual indica que los

factores genético que gobiernan la variaciofadel se diferencian entre localidades.
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El efecto significativo del factor Sexadica que el caracter es sexualmente
dimorfico (DS) ya que las hembras (60,4 resistieron cerca de 13 h mas que los
machos (47,5 h), resultado que concuerda con los obtenidos por otros autores (Harbison
et al., 2004, 2005; Ballaret al., 2008; Sisodia & Singh, 2010; GAmet al., 2009).
Asimismo, la magnitud y el sentido del DS no vari6 entre las poblaciones, tal como lo

indica el resultado de la interaccion Poblacién x Sexo (Figura 4.2, Tabla 4.1).

Tabla 4.1. ANOVA general para la Rl. Para cada fuente de variacion se reporta los
grados de libertady(.), el valor de&- y su significancia, el porcentaje de la varianza

fenotipica que explicasf).

Fuentes de variacion gl F p o’
Poblacion 8 2,26 0,03 7
Sexo 1 209,60 <0,0001 fijo
Poblacién x Sexo 8 1,07 0,39 -
Linea (Poblacién) 108 86,68 <0,0001 52,2
Linea (Poblacién) x Sexo 108 17,86 <0,0001 27,8
Error 1702 13

Ademas de la variacion genética ipkalacional detectada, el ANOVA detecté un
efecto significativo del factor Linea y ilateraccion Linea x Sexo que, como se explico
en Materiales y Métodos, en conjunto, estiman la variacion genética intrapoblacional.
Estos factores explicaron el 80% de laiaaza total para la Rl (Tabla 4.1), e
individualmente cada uno de ellos sugiergiasencia factores genéticos con efectos
independientes del sexo (52,2%) y de factgeséticos con eféms sexo-especificos
(27,8%). Es interesante agregar que, el resultado de la interaccién Linea x Sexo se
puede analizar también, desde el dimorfismo sexual. En este caso, la interaccion
indicaria que la magnitud del DS varia entre lingandtipo¥, hecho que sugiere la
presencia de variacion genética intrapoblacional para el DS.

Una forma de estimar el DS es mediante el calculo del cociente entre los valores
medios de RI estimados en hembras yhnacen cada poblacion. Los valores del DS
variaron de 1,18 a 1,39, de modo que las hembras sobrevivieron, en promedio, 27% mas
gue los machos. Los datos del DS se analizaron mediante un ANOVA de dos vias con

Poblacién y Linea (anidado en Poblacién) como fuentes de variacién. Los resultados de
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este ANOVA indicaron que las diferencias entre poblaciones fueron no significativas;
mientras que la variacion entre lineas resulté altamente significBtivas{= 18,7;p <
0,0001) yexplicé el 66% de la variacion total, confirmando asi, la presencia de
variacion genética intrapoblacional para el DS.

Las poblaciones claramente difirieron en gares medios para la Rl (Figura 4.2),
este resultado nos impulsé a investigaresias diferencias wgtan a un patron de
variacion clinal. Un patrén clinal es el cambio continuo en un caracter (cuantitativo o de
las frecuencias alélicas de un locus) dalgo un gradiente ambiental (geogréfico y/o
climético). Se realizaron dos andlisisregresion lineal multiple usando a la Rl como
variable dependiente, uno en funcién de taud y altitud y, otro en funcién de las
variables climaticas: temperatura media anual, temperatura media anual maxima y
minima, de las poblaciones estudiadas. Ninguno de los andlisis de regresiéon fue
significativo, de modo que las diferergignterpoblacionales no parecen seguir un
patrén de variacion latitudinal ni altitudinal (Figura 4.3), ni responden a las variaciones

en las variables climaticas.
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Figura 4.3. Regresion lineal no significativa de RI con la latitud que
muestra una tendencia negativa. Cada punto representa el valor medio de la

RI de una isolinea promediado el efecto del sexo
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También, se estudid la contribucion relatdealas diferencias entre lineas (variacion
genética) y de la interaccion Linea x Sexo (variaciébn genética sexo-especifica) a la
variacion fenotipica total en cada una lds poblaciones analizadas, con el fin de
investigar si las tendencias detectadas con el ANOVA general se mantienen en todas las
poblaciones. Con este objetivo, se analizaron los datos de cada poblacién mediante un
ANOVA de dos vias (Seccion 3.3.1) para evaloa efectos de los factores Linea, Sexo
y la interacciébn Linea x Sexo sobre la RI. Los ANOVAs revelaron diferencias
significativas entre sexos en todas las @oioines, siendo siempre las hembras mas
resistentes que los machos (Tabla 4.2). Ademas, las diferencias en la Rl entre lineas
fueron altamente significativas, lo quedica que las poblaciones naturales [De
melanogastealbergan una cantidad substandlvariacion genética para la RI.

La interaccion Linea x Sexo fue significativa en de todas las poblaciones analizadas,
sugiriendo que una fraccion de la variacion gjeaéen la Rl es especifica del sexo. Esta
interaccion resulta significativa a causa de diferencias en la varianza entre lineas entre
hembras y machos, lo cual indica que la ntagnde la variacion genética difiere entre
sexos (Tabla 4.3), y por desviacién de ladadide la correlacién genética entre sexos
(rum < 1, cambio de orden en el rango) (Seccién 3.3.1; Anexo). Ambos componentes
contribuyeron de manera similar aligs en la mayoria de las poblaciones, excepto en
Jachal y San Juan donde més del 80% d&,lase atribuyd a cambios de orden en el
rango (Tabla 4.2)
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Tabla 4.2.Contribucidn relativa de cada fuente de variacion a la varidenmtipica total de la RI en cada poblacién natural analizada

Guemes Cachi SanBlas  Chilecito Jéachal San Juan Barreal Lavalle San Rafael
Sexo Kok Kok ok ok -, ok ok * ok
Linea 33,4** 67,5** 54** 61,3** 6,2** 62,1** 45,2* 42%* 58,3**
Linea x Sexo  44,6*** 24%** 30,5%** 31,3*** 36*** 25,7%** 40,8*** 48,6*** 25,1%**
Error 22 8,5 15,5 7,4 57,8 12,2 14 9,4 16,6
ram T 0,48 (0,25) 0,78(0,2) 0,70(0,2) 0,78(0,12) -0,04(0,29) 0,70 (0,21) 0,73 (0,22) 0,54 (0,26) 0,78 (0,16)
Vixst [51-49] [59-41] [48-52] [40-60] [97-3] [82-18] [63-37] [62-38] [5BY

t Coeficiente de correlacion geitd entre sexos (error estandar)

$Proporcion de 1& s atribuible a la desviacion de la unidad deda (primer término) y a las diferencias deviianza entre lineas entre machos y hembras
(segundo término).

Nivel de significacion: p<@5*; p<0,01**; p<0,001***
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El coeficiente de correlacidon entre sexosu], se estimd en cada poblacion para
determinar hasta qué punto los mismos genes controlan la expresion de la Rl en
hembras y machos. Un valogy igual a 1 indica que logenes responsables de la
variacion de la Rl son los mismos en ambos sexos, y por lo tanto el caracter no podra
evolucionar de manera independieatehembras y en machos. Un valgy igual a O
sugiere que los genes que gobiernan l&m®hembras y machos son completamente
diferentes, de modo que el caracter puedgucionar independientemente entre sexos
(Falconer, 1952).

Para establecer si logy son significativamente diferentes de 0 y/6 1, recurrimos a
los resultados de los ANOVAs por poblacion.rig es significativamente diferente de
1 si la interaccion Linea x Sexo es significativa, en tanto que sera significativamente
diferente de O si el factor Linea es significatigRoff, 1997; Vieiraet al., 2000).ryw
vario entre poblaciones y en la mayoria de los casos difirid significativamente de 0 y de
1, lo que sugiere que las bases genéticas que regulan la expresion de la Rl en ambos
sexo se comparten parcialmente. En Jachahgliifirié significativamente de 1 pero no
de 0, lo cual indica una independencia entre el conjunto de genes que controlan la Rl en
hembras y machos (Tabla 4.2). En conclusion, la evolucion de la Rl en hembras y en
machos esta parcialmente limitada por una arquitectura genética comun, de forma tal
gue la evolucién del DS estaria limitada genéticamente.

Las estimas de los pardmetros genéticos cuantitativos proveen de material adicional
para visualizar el patron de variacion en la Rl y el dimorfismo sexual en cada poblacién
natural (Tabla 4.3). Tal como esperamos, las estimagsdaeron altas y, ademas,
variaron entre las poblaciones analizadas; asi Chilecito fue la poblacion que mostré el
mayor valor dé/g y Jachal el valor mas bajo. Ademas, las estimagdedeVr fueron
mayores en hembras que en machos, confirmando el DS descrito a lo largo de esta
Seccion. Un patron similar se detecté erCed, el cual varié de 5,4% a 30,5% en
hembras y de 8% a 19,2% en machos (Tabla 4.3). Las estinvadukron semejantes
entre los sexos y menores gye. Este resultado, es seguramente, consecuencia del
protocolo experimental utilizado dado que las mediciones de la Rl se realizaron en
moscas criadas bajo condiciones contradada densidad, temperatura, humedad y

fotoperiodo con el fin de minimizar la vanza ambiental. También, los bajos valores

! LaF para testear si lyyy es significativamente diferente de 0Fes MS | inea/ MSLinea x sexo EStaF €S
diferente a la calculada para testear la hipotesisasoleiada al factor Linea, resultado reportado en la
Tabla 4.2.
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registrados en |&, pueden explicarse por el hecho que la variable analizada en los

ANOVAs es un promedio de 10 observaciones.
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Tabla 4.3.Estimas de los parametros genéticos titaivos de la Rl para cada poblaciéon en hembras y en machos, separadamente.

Gluemes Cachi San Blas Chilecito Jachal SanJuan Barreal Lavalle San Rafael Promedio

Hembras

Ve 210,94 234,47 250,37 307,94 37,69 159,38 131,69 283,82 128,59 193,86

Ve 188,55 222,48 224,51 288,96 12,59 142,63 119,89 269,17 110,37 175,45

Va 22,39 11,99 25,86 18,98 25,10 16,75 11,80 14,65 18,22 18,41

CVe 22,33 24,24 23,93 30,51 5,40 18,34 18,69 30,34 18,54 21,36
Machos

VE 68,59 76,37 76,75 77,62 34,78 77,41 41,79 89,33 43,32 65,10

Ve 28,31 61,77 53,39 68,99 18,68 65,33 29,15 66,64 32,96 47,24

Va 40,28 14,60 23,36 8,63 16,10 12,08 12,64 22,69 10,36 17,86

CVs 11,08 17,36 14,13 19,24 8,05 16,10 10,92 18,43 14,09 14,38

Ve: varianza fenotipicaVs: varianza genética/a: varianza ambientaC \s: coeficiente de variacion genética
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4.1.3.Discusién

El estudio de la variaciéon de IRl en nueve poblaciones naturales De
melanogastereveld que las poblaciones albergan una substancial cantidad de variacion
genética para la Rl y, ademds, que las poblaciones difieren ligera y significativamente,
en su capacidad de sobrevivir periodos de escasez de alimento.

La diferenciacion en la RI entre poblaciones podria reflejar una respuesta adaptativa
a la heterogeneidad ambiental y/o ebsultado de procesos demograficos.
Desafortunadamente, hasta el momento no contamos con evidencia directa para
descartar los posibles efectos de factoresoggaficos. No obstante, cabe destacar que
la mayoria de las poblaciones analizadas en esta Seccion mostraron amplias diferencias
en el tiempo de desarrollo (Folguesa al., 2008) y el comportamiento olfativo en
larvas, aunque no en el comportamiento olfativo en adultos (Lavaghialg 2008).
Teniendo en cuenta que los procesos no adaptativos (demogréaficos o historicos)
deberian afectar por igual a todos los caracteres, los diferentes patrones de variacion
geografica detectados para los caracteragliestos sugieren que la influencia de los
procesos no adaptativos no serian determinantes en la variacion interpoblacional en la
RI.

La variacién interpoblacional no mostré ucarrelacion con variables geogréaficas
(latitud y altitud) ni con las variables climaticas analizadas. Estos resultados sugieren
gue la variacién en la Rl no estaria asociada con variables ecol6gicas relevantes que
covarien con la latitud. Una posible explicacion para la ausencia de clina en la Rl es que
la disponibilidad de los recursos alimenticios no varié con la latitud ni la altitud.
Asimismo, debemos considerar la posibilidad de limitaciones en la estrategia de
muestreo que podria dar cuenta de la falla en la deteccion de una clina. Sin embargo, el
area cubierta por el muestreo fue ampliabarco un rango de 12 grados de latitud y
1600 metros de altitud, cubriendo asi diferehté#sitat. En este sentido, es destacable
gue hasta el momento se desconocen cuales son los factores causales de la variacién
natural en la RI. Otros trabajo tampoco detectaron un patrén de variacion clinal para la
Rl en otras areas de la amplia distribuciérDdenelanogastefRobinsonet al., 2000;
Hoffmann et al., 2005a). No obstante, estudios realizados con otras especies de
Drosophilay conD. melanogasteprocedentes de la India y de Australia han reportado
la presencia de una clina latitudinal negativa (Kagtial., 1998; Karan & Parkash,

1998; Arthuret al., 2008; Sisodia & Singh, 2010). Nuestros resultados sugieren que la

variacion geogréfica en la Rl varia mucho entre continentes.
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El estudio de la distribucién de la vaii@t genética a diferentes escalas geograficas
permite comprender como esta organizadavdaiacion genética natural para los
caracteres cuantitativos y qué procesmmlutivos estan involucrados. Nuestros
resultados muestran que la variacion intrapoblacional explica un mayor porcentaje de la
variacion total en la Rl que la variacion interpoblacional, este mismo patrén también fue
detectado en poblacionBs melanogastey deD. simulansy D. birchii originarias de
Australia (Hoffmannet al., 2001; Griffithset al., 2005; Arthuret al., 2008). Estas
evidencias sugieren que la gran cantidad de variacion genética que segrega dentro de las
poblaciones naturales es una caracteristica comidn de este caracter de resistencia al
estrés.

Otro de los resultados reportados fue at@IDS en la RI, que se mantuvo en todas
las poblaciones. ElI DS se presume que es el resultado de la accion de la seleccién
natural que favoreceria 6ptimos diferenfea un caracter en hembras y machos
(Fairbairnet al., 2007). Asimismo, el DS en la Rl griede explicar por la expresion
especifica del sexo de caracteres reprihg& que estan bajo fuerte presiones
selectivas, correlacionados con la RI. BEmsophila se ha demostrado que la RI esta
correlacionada con la fendidad, especificamente con la produccién de huevos
(Chippindaleet al., 1993; Salmoret al.,2001) y el nimero de ovariolas (Wayeteal.,

2006). Por el contrario, aspectos reproductivos del macho, como la produccién de
fluidos de las gladulas accesoriaA¢ps por su denominacién en inglé&ccessory
Gland Proteiny y el esperma, no estan correlacionados con la Rl (Cordts & Partridge,
1996). No obstante, la expresion de alguhapsse ve afectada por la ausencia de
alimento, lo que conduce a una disminudéhéxito reproductivo del macho (Harbison

et al., 2005; Frickeet al., 2008). Alternativamente, el DS puede reflejar diferencias
entre los sexos en los mecanismos fisioldgicos basicos involucrados en la distribucidn
de las limitadas reservas energéticas datseipervivencia y la reproduccion (Servate

al., 1985; van Noordwijk & de Jong, 1986; Chippindatal.,1993; Zwaaret al., 1995;
Magwereet al.,2004; Harbisoret al.,2005). En este sentido, es importante aclarar que
las determinaciones de la Rl se realizaron en moscas no virgenes, de modo que
diferencias entre las hembras en por ejen@l nimero de cépulas y la fecundidad
podrian afectar y exagerar el DS detectado @Rl y en la magnitud de la varianza
genética. En este punto cabe preguntarse ¢ @&ilies los patrones en el DS en moscas

en las que el estado reproductivo estuviergrolado, es decir, en moscas virgenes?
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Finalmente, este estudio detecté un nletalambio en la magnitud del DS entre
genotipos en todas las poblaciones. En este contexto, nuestros resultados coinciden con
el estudio realizado con lineas artificiafgstadoras de mutaciones puntuales inducidas
por mutagénesis con element®gHarbisonet al., 2004) que logré identificar un gran
namero de genes responsables de la exprdsifmRI, y ademas revel6 que, muchos de
estos genes exhibieron un efecto especifico del sexo (Harisaln 2004). Asi, la
interaccionG x Sdetectada en esta Seccion propmrai evidencia para suponer que el
efecto sexo-especifico reportado por Harbisbal. (2004) no es un artefacto de lineas
mutantes artificiales, sino que también es detectable en poblaciones naturales. Por lo
tanto, se podria argumentar que aunque la seleccion natural puede actuar sobre factores
genéticos involucrados en la interacc®rx S estos factores permiten explicar un alto
porcentaje de la variacion genética nateralla Rl. De hecho, esta interaccion podria
ser clave en el mantenimiento de la variacion genética natural para la RI.

Los caracteres homologos en hembras y en machos generalmente covarian (Poissant
et al.,2009) debido a que suelen estar regulados por los mismos genes (Roff, 1997). Las
hembras y machos mantienen diferentes éptimos fenotipicos en la mayoria de los
caracteres, no obstante, la seleccion sepecéfica puede evitar que cada sexo alcance
su correspondiente 6ptimo (Lande, 1980). En este sentido, el coeficiente de correlacion
entre sexosryv, €S un pardmetro genético cuantitativo que puede ser utilizado para
predecir el potencial para la evolucién independiente entre sexos (Bonduriansky &
Chenoweth, 2009). Los valores dg, fueron positivos y diferentes de 1 y 0, lo cual
indica la presencia de un cierto grado de independencia genética entre sexos que
permitiria la evolucién hacia un nuevo dimorfismo sexual en las poblaciones naturales.

En la siguiente Seccion profundizaremos el estudio de la variaciéon en la RI
analizando la variacidbn en moscas virgenes, con el objeto de controlar el posible efecto
del estado reproductivo sobre la RI. Ademasgestigaremos las posibles asociaciones

genéticas con otros caracteres complejos dartangevidad y el contenido de lipidos.
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4.2.1.Introduccién

Las diferentes ramas de la biologiauds&n el funcionamiento parcial de los
organismos a diferentes niveles, molecular, celular, neurolégico, fisiolégico y
comportamental, y omiten el estudio de las interacciones entre estos componentes. La
necesidad de comprender cdmo funcionan las diferentes partes que componen a los
organismos hace inevitable el analisis ddacana de ellas por separado. No obstante, es
importante sefialar que, ningun sistema debe ser estudiado Unicamente de manera
aislada. En particular, es deber considerar al organismo en su totalidad cuando el
objetivo es entender cambios evolutivos ya que es todo el organismo (y no caracteres
especificos) la unidad de la seleccién (Lewontin, 1970).

Los caracteres no se heredan como un&ladiependientes sino que la gran mayoria
estan indisolublemente asociados, directa o indirectamente, eritees sisociaciones
genéticas entre caracteres pueden debepdeidropia (un grupo de genes controla la
expresion de mas de un caracter), o al desequilibrio de ligamiento que es la asociacién
no aleatoria entre alelos de loci diferentes. Este puede deberse a (1) ligamiento fisico
entre dos loci que regulan caracteresrdiftes, (2) seleccidon natural cuando algunas
combinaciones de alelos de distintos loci que afectan caracteres diferentes tienen
ventaja respecto de otras (seleccion cadiehal) y 3) deriva génica (Lynch & Walsh,
1998). Las correlaciones genéticas causada desequilibrio de ligamiento suelen ser
transitorias. Por el contrario, las asociaciones que se originan por seleccién natural
suelen, al igual que las generadas por pleitropia, ser mas estables y mantienen asociados
diferentes caracteres altadw la tasa y la direccion del cambio evolutivo.

Los resultados presentados en la Seccién 4.1 sugieren que la variaciéon genética que
subyace la expresion de la Rl es resul@delta seleccidn natural y, muy probablemente,
la intensidad con que la seleccién afect®lavaria durante las diferentes épocas del
afo y entre los diferentes ambientes. Sin embargo, la variacion genética en este caracter
de resistencia al estrés puede surgir como un efecto indirecto de la seleccion natural
actuando sobre otro(s) caracter(es) correlacio(s) genéticamente con la RI. Por estas
razones nos proponemos, en esta Secaidesiigar las posibles asociaciones entre la
Rl y otros caracteres adaptativos.

En la Seccién 4.1 se demostré que la Rl es un caracter sexualmente dimorfico vy,
ademas, que la magnitud de la varianza genética difiri6 notablemente entre los sexos.

En efecto, la varianza genética en lambes fue 3,7 veces mayor que en los machos.
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Una de las posibles explicaciones para esiacada diferencia entre sexos es que en
aquellos experimentos no se controlésthdo reproductivo de las moscas. Es decir que
una fraccién de la varianza entre hembras podria ser consecuencia de diferencias en el
namero de veces que copularon, la cantidad de esperma en los 6rganos de
almacenamiento y la fecundidad, dado que las moscas utilizadas no eran virgenes
(Markow & O’'Grady, 2005). Por esta razon todas experimentos que se presentan en
esta Seccion se realizaron con moscasmgg, tanto hembras como machos, con el fin

de eliminar el posible efecto del estado reproductivo.

La Rl es un caracter con altos niveles de variacion genética natural (Seccién 4.1) y
gue ademds estd asociado con otros caractkréhistoria de vida (Rion y Kawecki,
2007). Muchos trabajos han intadb establecer si existe alguna relacién entre la Rl y
la longevidad (L). Sin embargo, la evidenem controvertida, ya que algunos trabajos
demostraron que la Rl y la L estarsfpivamente correlacionados (Serviteal., 1985;

Roseet al., 1992; Zwannet al., 1995; Chippindaleet al., 1996; Archeret al., 2003,
Phelanet al., 2003; Magwireet al., 2010), en tanto que otros no lograron hallar tal
asociacion (Forcet al., 1995; Harshmaet al., 1999b; Baldakt al., 2006). Una gran

parte de los estudios que han analizado la correlacion entre la Rl y la L se basan en
experimentos de seleccidn artificial y son escasos los datos aportados por estudios
basados en isolineas recientemente derivadas de poblaciones naturales.

Otros estudios han propuesto que Rd podria estar relacionada con el
almacenamiento de reservas energéticas (Chippiredadd., 1996; Harshmaret al.,
1999b; Hoffmanret al., 2005b). Las reservas energéticas de los insectos se acopian en
forma de glucégeno vy triglicéridos en célubspecializadas para el almacenamiento de
reservas, denominadas adipocitos. Los adipe@ueden acumular grandes cantidades
de lipidos en forma de vacuolas lipidichgid dropletg en el citoplasma celular, donde
los triglicéridos son el componente principél. metabolismo de las reservas lipidicas
en insectos aporta la energia utilizada durante los periodos de diapausa (Hahn &
Denlinger, 2007), para el desarrollo embrionario (Ziegler & Van Antwerpen, 2006), es
el combustible que usan las moscas duranteieb y es la fuente de energia que les
permite sobrevivir durante doperiodos de escasez el alimento (Arrese & Soulages,
2010). Por lo tanto, es ldgico pensar en u&iasion positiva y estable entre la Rl y la

cantidad de las reservas lipidicas del organismo. De hecho, hay estudios@philg

52



Resultados y Discusién

gue han demostrado esta asociacion (Baltlal., 2006; Aguilaet al.,2007; Ballardet
al., 2008).

Uno de los objetivos de la presente &&t@s investigar las posibles asociaciones
entre la RI, la L y el contenido de ldois (CL) en isolineas derivadas de cinco
poblaciones naturales dB. melanogaster Particularmente, nos proponemos dar
respuesta a las siguientes preguntas ¢ Las poblaciobesrddanogastevarian en sus
valores medios para la RI, L y CL? ¢Etrpa de variacion entre poblaciones en cada
uno de los caracteres es clinal? ¢ Qué apaatzaa a la variacion fenotipica total para
estos caracteres la variacion interpoblacianahtrapoblacional? ¢Qué fraccion de la
variacion total en la RI, la L y el CL se explica por factores genéticos y/o genéticos
sexo-especificos? ¢Qué tipo de asocia@@iste entre los caracteres estudiados?

¢Depende ésta del sexo?

4.2.2.Resultados

Las isolineas d®. melanogasteutilizadas en la esta Seccion derivan de capturas
realizadas en las localidades de Glereshi, Lavalle, Uspallata y Neuquén (Tabla
3.1). Las determinaciones de cadaracter se realizaron utilizando &lisefio

Experimental B descrito en la Seccion 3.2.

4.2.2.1 Resistencia a la inanicién

Los valores medios de la Rl en horas, en hembras y machos de las poblaciones
naturales se muestran en la Figura 4.4A. Los individuos procedentes de Gliemes fueron
los més resistentes al hambre (50,2 h y #@rta hembras y machos, respectivamente),
en tanto que los menos tolerantes fuersrhiembras de Neuquén (43,2 h) y los machos
de Lavalle (41,3 h).

53



Resultados y Discusién

EE hembras
55 1 machos

50 A

45 -
N Iﬂ

35

5

‘m ml W ml N

Glemes Cachi Lavalle Uspallata Neuquén

Resistencia a la inanicién (horas)

B
55 -

50 -
45 A

40 A

11 |

(NI TN T THEN N

Guemes Cachi Lavalle Uspallata Neuquén

Longevidad (dias)

C
0,094
0,08

0,07 4

0,06
0,054
0,04
0,03 1 ﬁ ﬂ

Sl TN (NN TN TNEN 1N

Guemes Cachi Lavalle Uspallata Neuquén

Contenido de Lipidos (ugramo)

Poblaciones

Figura 4.4. Valores medios y sus correspondientes errores estandar en (A) RI (horas), (B) L
(dias) y (C) CL por individuoygramos) en hembras y machos derivados de cinco poblaciones

naturales d®. melanogasteubicadas a los largo de un gradiente latitudinal.
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Para evaluar el efecto de las diferentenfas de variacion sobre la Rl efectuamos un
ANOVA de tres vias (Seccién 3.3.1). Esteleigque el efecto del factor Poblacién
sobre la RI fue significativo (Tabla 4.4)explicéd un 7,2% de la variacién fenotipica
total.

Asimismo, el ANOVA revel6 un claro dimorfismo sexual (DS) (también detectado
en la Seccibén 4.1). Las hembras (45,7 h) fueron significativamente mas resistentes que
los machos (43,05 h) (Tabla 4.4) en concooita con los resultados de otros estudios
(Harbisonet al., 2004, 2005; Ballaret al., 2008). Mas aun, la ausencia de un efecto
significativo de la interaccidn Poblacion x Sexo indicd que el sentido y la magnitud del
DS no difirieron entre las poblaciones estudiadas (Figura 4.4A; Tabla 4.4).

Otro de los resultados que surge del anadistadistico es que fdctor Linea y la
interaccion Linea x Sexo afectaron significativamente la variacion total del caracter
(Tabla 4.4) explicando un 15,7% y un 37,7% de la variacidén, respectivamente. En
conjunto ambos factores estiman la variacién genética intrapoblacional, la cual explicé
un 53,4% de la variacion total. La variacion entre lineas detectada dentro de las
poblaciones indica que parte de la variaci6hodeacter es genética; en tanto que la
interaccion Linea x Sexo apunta a que una fraccién de la base genética del caracter tiene
accion especifica del sexo. Btras palabras, la magnitud del DS vario entre lineas, lo
cual, bajo nuestro disefio experimental apunta a que la variacién en el DS tiene base
genética.

El andlisis del DS para la Rl usando como variable el cociente del valor medio de la
RI entre hembras y machos para cada pabia@igura 4.4A) mostré que las hembras
sobrevivieron, en promedio, 6,4% mas que los machos. De hecho el valor del DS varié
entre 1,09 y 1,01. Los datos de DS se analizaron mediante un ANOVA de dos vias con
poblacion y linea (anidado en poblacion) como fuentes de variacion. El ANOVA revel6
gue las diferencias entre politates no fueron significativas; mientras que la variacion
entre lineas resulté altamente significati¥gs (153 = 11,1;p < 0,00001)y explicd un
53,4% de la variaciéon total, confirmando la presencia de variacion genética
intrapoblacional para el D$je también fue detectada en la Seccién 4.1con moscas no

virgenes).

55



Resultados y Discusion

Tabla 4.4. ANOVA general para la resistencia a la inanicién, la longewdabcontenido de lipidos. Para cada fuente de variacionnsiosigrados de
libertad gl.), los valores d€, su significancia y el porcentaje de la varianza fenotipica que explica cada fuente de vafiacion (

Resistencia a la inanicién Longvidad Contenidode Lipidos
Fuentes de variacion | gl. F p o gl. F P o° gl. F P o
Poblacion 4 3,05 0,024 7,2 4 4,54 0,001 8 4 1,21 0,33 1,8
Sexo 1 11,06 0,001 fijo 1 16,42 0,0001 fijo 1 51,64 0,6001 fijo
Poblacionk Sexo 4 0,57 0,57 - 4 0,53 0,7 - 4 0,76 0,56 -
Linea (Poblacion) 56 17,20 <0,0001 15,7 55 6,78 < 0,0001 11,7 23 2,94 <0,0001 6,3
Linea (Poblacion) x Sexp 56 9,83 <0,0001 37, 55 3,55 < 0,0001 1B,3 23 1,9 0,008 11,7
Error 1020 39,4 930 61 319 80,2
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Al evaluar las diferencias en la Rl entre poblaciones se observé que: 1) una
fraccion significativa de la variacion fenotipica para el caracter se debe a diferencias
entre poblaciones (Tabla 4.4) y 2) las poblaciones del norte de la distribuciéon
geogréfica fueron, en promedio, mas tolerantes a la inanicién que las del sur (Figura
4.4A). Esto nos condujo a investigar si las diferencias interpoblacionales siguen un
patrdn variacion clinal. En general, las clinas pueden reflejar la accion de la seleccion
natural sobre un caracter (Endler, 1986). En otras palabras, las clinas podrian ser
indicadoras de la respuesta adaptativa de las poblaciones a la variacién ambiental. El
analisis de regresion lineal mdltiple de la Rl en funcion de la latitud y la altitud fue
significativo (F,, ss = 5,28; p = 0,007) y sélo la latitud mostré una asociacién
significativa y negativa con la Rl (Figura 4.5). Esta relacion entre la latitud y la Rl
permite explicar hasta un 15% de la variacion fenotipica total observada. Dado que
con la latitud covarian diversas variables ambientales, se investig6 el posible efecto
de variables climaticas que covarian con la latitud. La principal variable climatica
gue varia con la latitud es la temperatura, y ésta se sabe regula el ciclo biol6gico de
todos los seres vivos. Para analizar el efecto de la temperatura sobre la variacion
entre poblaciones realizamos un andlisis de regresion lineal multiple utilizando como
variables predictoras la temperatura media anual, la media anual maxima y la media
anual minima de cada localidad, y como variable respuesta la RI. El resultado no

reveld una asociacion significativa entre las variables climéticas y la RI.
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Figura 4.5. Regresion lineal de la RI con la latitugl £ -0,44 y p = 0,002).
Cada punto representa el valor medio del caracter para cada una de las
isolineas analizadas, promediando el efecto del sexo.

El ANOVA general revel6 que una importante fraccion de la variacion genética
para la Rl ocurre dentro de las poblaciones naturales. No obstante, este ANOVA no
permite detectar cual (o cudles) de las poblaciones analizadas exhiben variacion
genética y variacion genética sexo-especifica para el caracter. Con este propdésito los
datos provenientes de cada poblacion se analizaron mediante ANOVAs de dos vias
(Seccién 3.3.1) con Linea y Sexo como principales fuentes de variacion. Estos
ANOVAs mostraron un efecto significativo del factor Sexo solamente en las
poblaciones del norte argentino (Tabla 4.5). En efecto, en Giemes y Cachi las
hembras fueron significativamente mas resistentes que los machos, mientras que en
las restantes (Uspallata, Lavalle y Neuguén) si bien la tendencia siempre se mantuvo
a favor de las hembras las diferencias entre sexos no fueron significativas (Figura
4.4A). La variacion entre lineas fue significativa en todas las poblaciones e indico
gue la variacion en la RI tiene base genética en todas las poblaciones, contribuyendo
desde un 5% en Neuquén hasta un 40% en Glemes a la variacion fenotipica total.

Asimismo, la interaccion Linea x Sexo fue altamente significativa en todas las
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poblaciones, sugiriendo que éstas albergan variacion genética sexo-especifica para el
caracter, o variacion genética para el DS. La contribuciéon de esta interaccion a la
varianza total vari6 desde poco mas del 18-19% en Cachi y Glemes hasta un
maximo de 62,4% en Lavalle (Tabla 4.5). La varianza de la interad6igh €stuvo
conformada por la contribucién de la dédacia en la varianza entre lineas entre
sexos (indicaria diferencias en la magnitud del componente de variacién genética
entre sexos) y por la desviacién de la unidad rggl (indicaria efectos sexo-
especificos, ver Seccién 3.3.1 y Anexo) en cada poblacién. En la Figura 4.6, donde
se muestra la variacion en la Rl entre lineas en ambos sexo, puede verse que ambos

componentes contribuyeron aMgs
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Tabla 4.5 ANOVAs efectuados para la Rl en cada una de las poblaciones

naturales estudiadas.

Guemes

Fuentes de variacion gl F p o?
Linea 9 22,01 <0,00001 40,3
Sexo 1 7,64 0,021 Fijo
Linea x Sexo 9 5,27 <0,00001 19,4
Error 160 40,3
Cachi

Fuentes de variacion gl F p o?
Linea 7 10,68 < 0,00001 23,6
Sexo 1 6,17 0,041 Fijo
Linea x Sexo 7 3,74 0,001 18,7
Error 124 57,7
Lavalle

Fuentes de variacion gl F p o’
Linea 14 27,64 <0,00001 8,9
Sexo 1 2,22 0,16 Fijo
Linea x Sexo 14 20,44 3,00001 62,4
Error 254 28,7
Uspallata

Fuentes de variacion gl F p o’
Linea 12 19,28 < 0,00001 27,8
Sexo 1 2,19 0,16 Fijo
Linea x Sexo 12 8,19 300001 28,1
Error 222 44,1
Neuquén

Fuentes de variacion gl F p o’
Linea 14 6,17 < 0,00001 5
Sexo 1 0,56 0,49 Fijo
Linea x Sexo 14 6,58 &,00001 36,8
Error 260 58,2

gl. Grados de libertad

6% componente de varianza en porcentaje.
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Figura 4.6. Variacion en la Rl entre lineas degdeendo del sexo en cada poblacion de

estudio. Cada linea repretemnina isolinea analizada

Tal como se explicé en la Seccion 4.1, los coeficientes de correlacion genética

entre sexosrfy) indican cuan limitada estaria genéticamente la divergencia de
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caracteres homodlogos en hembras y macho. Para establecer rgjy Ifseron
significativamente diferentes de 0 y/6 1 recurrimos a los resultados de los ANOVAs
por poblacion. Los valoresyy fueron significativamente diferentes de 0 y 1 en
Glemes, en las restantes poblaciones solo fueron significativamente diferentes de 1,
lo cual sugiere independencia entre los genes que afectan la Rl en hembras y en
machos (Tabla 4.6). Esta independencia genética es el minimo requerimiento para
gue el DS en la RI tenga la posibilidad de evolucionar, de manera que el caracter

llegue a alcanzar éptimos cada vez mas diferentes en cada sexo.

Tabla 4.6. Coeficientes de correlacion entsexos y sus correspondientes errores

estandar entre paréntesis.

Guemes Cachi Lavalle Uspallata Neuquén
gy 0,51(0,3) 056(,3 013(0,2) 0,52(0,3) -0,01(0,3)

4.2.2.2.Longevidad

Los valores medios de longevidad (L) por poblaciéon y sexo se muestran en la
Figura 4.4B. Las moscas sobrevivieron entre 35 y 45 dias, Lavalle fue en promedio
la poblacion mas longeva, mientras que los individuos de Neuquén resultaron ser los
menos longevos. EI ANOVA de tres factores efectuado para investigar la
contribucién de cada fuente de variacion analizada a la variacion total de la L, mostro
un efecto significativo del factor Poblacion que explic6 un 8% de la variacion
fenotipica total (Tabla 4.4). También revelé un efecto significativo de los factores
Linea y Linea x Sexo que explicaron en conjunto un 31% de la varianza total. Por un
lado, las diferencias entre lineas sugieren la presencia de factores genéticos asociados
a la L, en tanto que la interaccion efectos sexo-especificos de los factores genéticos.
En otras palabras, la interaccién indica que la magnitud del DS vario entre lineas

sugiriendo la presencia de variacion genética para el DS en la L.

Ademas, el ANOVA detectd diferencias significativas entre sexos, las hembras

fueron significativamente mas longevas que los machos, con valores medios de 40,6
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y 36,8 dias, respectivamente. Este resultado es concordante con informacion
disponible en la literatura (por ejemplo Viegtal.,2000; Magwireet al., 2010). El

DS no varié entre las poblaciones (Figura 4.4B) como lo indica la interaccion
Poblacién x Sexo que no fue significativa (Tabla 4.4). Tal como explicamos en la
Seccién 4.2.2.1, el DS puede expresarse mediante un cociente entre los valores
medios de L en hembras y en machos en cada poblacion. Los valores del DS variaron
entre 1,05 a 1,12 de modo que las hembras sobrevivieron, en promedio, un 10% mas
tiempo que los machos. EI ANOVA empleado para analizar los datos de DS mostré
que las diferencias entre poblaciones no fueron significativas, mientras que el factor
linea contribuyd significativamente a la variacién, dando cuenta de 19,5% de la
variacion total. Esto confirma que la variacién en el DS tiene base genética.

El andlisis de regresion lineal multiple de la L en funcién de la latitud y la altitud,
no fue significativo i, s;= 0,93 p = 0,39).

Al igual que en el estudio de la RI, efectuamos ANOVAs de dos vias (Seccion
3.3.1) para conocer la contribucion de las distintas fuentes de variacion genética en
cada poblacién. Estos ANOVAs mostraron que si bien el efecto del factor Sexo fue
significativo en Gliemes, Cachi y Neuquén (Tabla 4.7) el tiempo de vida medio de
las hembras fue mayor que el de los machos en todas las poblaciones (Figura 4.4B).
A su vez, el factor Linea fue significativo en casi todas las poblaciones (con la Gnica
excepcion de Lavalle), lo cual indic6 que las diferencias en L dentro de cada
poblacién tienen un componente genético. EI componente de varianza entre lineas

explico desde 9,1% (Neuquén) hasta 29,9% (Uspallata) de la variacion total.
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Tabla 4.7. ANOVAs efectuados para la L en cadsa de las poblaghes naturales.

Guemes

Fuentes de variacion gl F p o’
Linea 14 4,94 <0,00001 13,9
Sexo 1 5,39 0,035 Fijo
Linea x Sexo 14 2,25 0,007 10,7
Error 228 75,4
Cachi

Fuentes de variacion gl F p o
Linea 8 6,82 < 0,00001 18,2
Sexo 1 7,63 0,024 Fijo
Linea x Sexo 8 2,42 0,017 11,7
Error 139 70,1
Lavalle

Fuentes de variacion gl F p o?
Linea 7 0,94 0,45 -
Sexo 1 4,49 0,071 Fijo
Linea x Sexo 7 3,90 0,0006 24
Error 132 76
Uspallata

Fuentes de variacion gl F p o’
Linea 11 16,07 < 0,00001 29,9
Sexo 1 0,52 0,48 Fijo
Linea x Sexo 11 5,51 300001 24,9
Error 183 45,2
Neuquén

Fuentes de variacion gl F p o’
Linea 13 5,52 <0,00001 9,1
Sexo 1 6,72 0,022 Fijo
Linea x Sexo 13 3,31 0,0001 19
Error 220 71,9

gl. Grados de libertad

¢°: componente de varianza en porcentaje.
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Finalmente, el efecto de la interaccion Linea x Sexo fue significativo en todas las
poblaciones, es decir el efecto del componente genético sobre la L es especifico del
sexo. El porcentaje de la variacién fenotipica total explicada por esta interaccién
varié desde 10,7% en Gliemes hasta 24,9% en Uspalla¥a.dse explicé tanto por
diferencias en la varianza entre lineas entre machos y hembras (cambio de escala) y
por, cambios en el orden del rango. En Cachi y Lavalle el 30%xdse atribuyé a
cambios de escala, en las restantes poblaciones mas del 95% .dadaexplicé por
cambios de orden en el rango (Figura 4.7)

El analisis de losyu (Tabla 4.8) mostré que en Gluemes y Uspallata el coeficiente
de correlacién genética entre sexos fue significativamente diferente de 0y 1y en las
restantes poblaciones ey fue significativamente diferente de 1 y no de 0. Ambos
resultados indican que la arquitectura genética de la L entre sexos se encuentra como
maximo parcialmente compartida, lo cual implica que en las poblaciones existe
materia prima para que el DS siga evolucionando, aunque en algunas este procesos

pareceria estar mas restringido que en otras.

Tabla 4.8.Coeficientes de correlacion entre seyosus correspondientes errores estandar

para cada poblacion.

Glemes Cachi Lavalle Uspallata  Neuquén
rHm 0,37(0,2) 0,39(0,3) -0,03(0,4) 052(0,2 0,26(0,2)
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estudio. Cada linea repret®nina isolinea analizada.

66



Resultados y Discusion

4.2.2.3.Contenido de lipidos

El valor medio del contenido de lipidos por individuo (CL) iggramos, en
hembras y machos de cada poblacion se muestran en la Figura 4.4C. En lineas
generales, las moscas de Lavalle tuvieron un mayor CL, mientras que, las hembras
de Uspallata y los machos de Glemes exhibieron los menores valores.

Los datos del CL se analizaron mediante un ANOVA de tres vias que evaluo el
efecto de los factores Poblacién, Linea y Sexo cuyos resultados se presentan en la
Tabla 4.4. EI ANOVA reveld que la variacion entre poblaciones no fue
significativa, indicando que este caracter no exhibe variabilidad genética
interpoblacional. Por el contrario, el factor Linea fue significativo, dando cuenta de
6,3% de la variacion fenotipica total detectada. Como se ha mencionado en
Secciones previas, este factor permgwtimar la contribucion del componente
genético a la variacion fenotipica total delécaer. El efecto de la interacciéon Linea
X Sexo también fue significativo lo cual implica la presencia de variacién genética
sexo-especifica con una contribucion relativa a la variacién total fue del 11,7%.
Conjuntamente, la interaccion Linea x Sexo y el factor Linea dan cuenta del 18% de
la variacion fenotipica intrapoblacional para el CL. Aqui, es importante sefialar que
la variacién entre réplicas estimada por el error del ANOVA fue alta y explicé un
80,2% de la variacion total (Tabla 4.4). Esta elevada contribucién relativa del error
podria explicarse por el bajo nimero de réplicas (N = 5) analizadas, en combinacion
con la alta variacibn en las determinaciones del caracter que podria ser
consecuencia de la metodologia utilizada en la cuantificacion.

El CL es también un cardcter sexualmente dimorfico en concordancia con
resultados obtenidos por otros autores (Robirsat., 2000; Ballardet al.,2008).

El ANOVA sefal6 que, en todas las poblaciones las hembras almacenan
significativamente mayor cantidad de lipidos (0,06% que los machos (0,044)

(Tabla 4.4; Figura 4.4C). El estimador del DS entre poblaciones varié entre 1,97 a
1,43 indicando que, las hembras almacenan 60% mas lipidos que los machos.

El ANOVA de dos vias realizado con el DS como variable mostré que la
variacion entre poblaciones no fue significativa. En contraste, la variacion entre
lineas fue significativa dando cuenta del 12% de la variacion total. Al igual que para
la Rly la L, las diferencias entre lineas sugieren que hay variacion genética para el
DS dentro de las poblaciones.
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Los ANOVAs individuales para cada poblacion permitieron evaluar el aporte de
las distintas fuentes de variacion genética. Los resultados de estos ANOVAs se
presentan en la Tabla 4.9. Es importante sefialar que en los analisis estadisticos sélo
se incluyeron los datos de 3 lineas de Lavalle, mientras que los valores medios de CL
graficados en la Figura 4.4C se obtuvieron a partir de mediciones realizadas en 8y 4
lineas en hembras y machos, respectivamente. Dado que el ndimero de lineas
analizadas en Lavalle fue muy bajo, los resultados del ANOVA deben interpretarse
teniendo en cuenta esta limitacion. El factor Sexo tuvo un efecto significativo en
Cachi, Gliemes, Uspallata y Neuquén donde las hembras mostraron un mayor CL
que los machos (Tabla 4.9). En Lavalle, si bien el factor Sexo no fue significativo,
esto no implica ausencia de DS para el CL. De hecho, como puede verse en la Figura
4.4C las hembras tuvieron un valor de CL mayor que los machos.

La variacion entre lineas fue significativa en Cachi, Uspallata y Neuquén y
explico 12%, 4% y 30% de la variacion total detectada, respectivamente, de modo
gue la variacion fenotipica para el CL tiene base genética. Con relacion a la
interaccion Linea x Sexo se detectd un efecto significativo Unicamente en Gliemes y
Cachi, que revel6 la existencia de variacion genética sexo-especifica. Esta
interaccion, cuando resultd significatiyaermitio explicar entre 43% (Glemes) y
15% (Cachi) de la variacion fenotipica total. Aparentemente la principal causa de la
interaccion significativa en estas poblaciones fue una mayor varianza entre lineas en
hembras que en machos, aunque el componente de cambio de orden en el rango
también aportd a I¥| «s en estas poblaciones (Figura 4.8). Los calculasg@o se

realizaron para el CL debido al bajo nimero de lineas analizadas en cada poblacion.
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Tabla 4.9. ANOVAs efectuados para el CL en cad de las pobléanes naturales.

Guemes

Fuente de variacion gl F P o’
Linea 5 2,41 0,05 -
Sexo 1 12,19 0,017 fijo
Linea x Sexo 5 5,32 0,0005 43,4
Error 50 56,6
Cachi

Fuentes de variaciong| F p o’
Linea 4 3,05 0,022 12,4
Sexo 1 11,43 0,029 fijo
Linea x Sexo 4 2,69 0,038 14,8
Error 68 72,8
Lavalle

Fuentes de variaciéng| F p o
Linea 2 2,54 0,095 4,7
Sexo 1 1,17 0,39 fijo
Linea x Sexo 2 2,04 0,15 20
Error 30 75,3
Uspallata

Fuentes de variaciong| F p o’
Linea 8 2,44 0,016 4.4
Sexo 1 37,83 0,0002 fijo
Linea x Sexo 8 1,58 0,13 59
Error 147 89,7
Neuquén

Fuentes de variaciong| F p o’
Linea 4 5,09 0,001 31,1
Sexo 1 44,16 0,0026 fijo
Linea x Sexo 4 0,36 0,83 -
Error 44 68,9

gl. Grado de libertad.
6% componente de varianza en porcentaje
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Figura 4.8. Variacion en el CL entre lineas dependiendo del sexo en las

poblaciones que la interaccion LineaSexo resultd significativa. Cada

linea representa una isolinea analizada.
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4.2.2.4.Correlaciones genéticas entre caracteres

Uno de los objetivos de esta Seccion fue investigar las posibles asociaciones entre
la RI, la Ly el CL. Para ello calculamos los coeficientes de correlacion producto-
momento de Pearson (r) para cada par de caracteres en cada sexo por separado.
Ademas, calculamos la correlacion entre sexos para cada caracter.

La correlacion entre la Rl y el CL fue significativa y positiva tanto en hembras
como en machos (Figura 4.9B). Los coeficientes de determinaciérn {00)
indicaron que poco mas de 12% (en hembras) y 14% (en machos) de la variacion
total en la Rl puede explicarse por su correlacion con el CL. La asociacion positiva
entre estos caracteres sugiere que habria una superposicion parcial entre las
arquitecturas genéticas de ambos caracteres, de manera que un cambio en uno de
ellos podria producir una respuesta correlacionada en el otro y viceversa. En cambio,
las asociaciones entre Rl y L (Figura 4.9A) y entre L y CL (Figura 4.9C) no fueron
significativas en ningln sexo. Esto sugiere una aparente independencia entre las
arquitecturas genética de estos caracteres.

El andlisis de la correlacion entre hembras y machos reveld una asociacion
positiva y significativa para la Rl (r = 0,33; p = 0,007) y paralaL (r =0,44; p =
0,0003) pero no para el CL (r = 0,3; p = 0,06). Los valores®dedican que
aproximadamente 10% de la variacién en la Rl y 19% en la L se deben a factores
genéticos compartidos entre hembras y machos. Estos resultados sugieren que ambos
caracteres podrian evolucionar de manera parcialmente independiente en cada sexo.
En otras palabras el DS podria tomar diferentes valores, dependiendo de algin factor

relacionado con la calidad o la abundancia de los recursos alimenticios del ambiente.
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Figura 4.9. Correlaciones genéticas entre los tres caracteres estudiados en hembras y en
machos. En cada grafico se presenta el \dgbrcoeficiente de corration de Pearson (r) y

su significacién (p) y entre paréntesis seealimero de isolineas (N) que se utilizaron en
cada calculo(A) L vsRI; (B) CLvsRI; (C) CLvsL.
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4.2.3.Discusion

Los resultados que se presentaron en esta Seccién indican que las poblaciones
naturales dé&. melanogastewvarian en su R, y albergan altos niveles de variaciéon
genética, y que una fraccion de la variacion seria el blanco de la seleccién natural, ya
gue se detectd un patrén de variacion clinal a lo largo de un gradientes ambiental. En
este sentido, el analisis de regresién con variables geograficas reveld que la latitud
permite explicar una fraccién significativa de las diferencias detectadas entre
poblaciones. Las poblaciones del norte de la distribucion geogréfica, resistieron mas
a la inanicién que las poblaciones del sur. No obstante, la clina latitudinal detectada
podria no reflejar la accion directa de seleccion diferencial sobre la RI, sino que
podria ser consecuencia indirecta de la seleccién natural actuando sobre otro(s)
caracter(es) genéticamente correlacionado(s) con la RI.

Generalmente, se espera que el suministro local de alimentos sea el factor méas
importante en la determinacion de la RI. Por lo tanto, si existen diferencias entre
poblaciones en cuanto a la disponibilidad de los recursos alimentarios entonces
cabrian esperar diferencias interpoblacionales. Los resultados aqui expuestos y los
reportados en otros estudios indican que la variaciéon interpoblacional es solamente
una fraccion de la variacién total y que la variacién intrapoblacional es el principal
componente de la varianza para la RI (Griffighsl., 2005; Hoffmanret al., 2001;

Van Der Linde & Sevenster, 2006; Arthet al., 2008). Si los factores ambientales

que determinan la intensidad de los regimenes de seleccién sobre la Rl varian poco
entre las poblaciones analizadas entonces se esperaria escasa diferenciacion o,
alternativamente, si las poblaciones estuvieran conectadas por un intenso flujo génico
se diluirian las diferencias interpoblacionales generadas por la adaptacion local. Tal
como discutimos en la Seccidn 4.1, en nuestro laboratorio se ha detectado una clara
diferenciacion entre poblaciones para otros caracteres (Folgteed., 2008;
Lavagninoet al.,2008) en las mismas poblaciones naturales estudiadas en esta Tesis
gue apoya la hipotesis de adaptacion local en la RI.

Nuestra expectativa era que a mayores latitudes las poblaciones fueran mas
tolerantes a la inanicion debido a la mayor estacionalidad en la disponibilidad de
recursos alimenticios. Por el contrario, hemos detectado una asociacion inversa entre
la Rl y la latitud, que también fue reportada en poblacioned. deanassaeD.
kikkawaiy D. melanogastede India (Kararet al., 1998; Karan & Parkash, 1998;

73



Resultados y Discusion

Parkash & Munjal, 2000; Sisodia & Singh, 2010pysimulansde Australia (Arthur

et al., 2008. Una explicacion para este patron de variacion clinal en la Rl seria que
la estacionalidad de los recursos no aumenta con la latitud, y otra es que las
poblaciones estan adaptadas a la abundancia y distribucién de los recursos
alimenticios locales generandose un patrén de variacion clinal inverso. En efecto,
dado que estos insectos saprofitfagos se alimentan de los microorganismos
responsables del proceso de descomposicién de tejidos vegetales (también del tejido
descompuesto) podria ocurrir que las poblaciones que viven a mayores latitudes
explotan recursos mas duraderos debido a que las fuentes alimenticias se
descomponen mas lentamente a causa de las bajas temperaturas, reduciendo asi el
tiempo de exposicion de los individuos a periodos de escasez de alimento.
Finalmente, otra explicacion es que la clina en la Rl sea una consecuencia de la
seleccién actuando sobre otros caracteres asociados genéticamente con la R, entre
los que se encuentra la tolerancia al frio. En este marco, hay estudios que han
reportado una asociacion negativa entre la Rl y la tolerancia al frio en lineas
seleccionadas artificialmente para ambos caracteres y derivadas de poblaciones
naturales (Chippindalet al.,1996; Harshmaet al., 1999b; Hoffmanret al.,2005b;

Kenny et al., 2008). Estos resultados podrian explicar la clina detectada para la RI
como un efecto indirecto de la seleccion sobre la tolerancia al frio. En general, las
clinas latitudinales eDrosophilase interpretan como una respuesta adaptativa a la
variacion de factores climaticos que covarian con la latitud, sin embargo, los
mecanismos selectivos que generan este patrdn siguen sin estar resueltos.

En la Seccién 4.1 no se detect6 un patrén de variacion latitudinal significativo,
aunqgue la asociacion entre la Rl y la latitud mostr6 una tendencia negativa como la
detectada en esta Seccion. La diferencia entre los resultados de ambos experimentos
podria radicar en el estado reproductivo de las moscas el cual, evidentemente afecta
diferencialmente la Rl en machos y hembras. Asimismo, una explicacion alternativa,
no excluyente con la anterior es que aqui agregamos una nueva poblacion (Neuquén)
que se ubica cuatro grados mas al sur que San Rafael (aproximadamente 550 Km.),
gue fue la poblacion mas austral incluida en el estudio anterior. Tanto la ampliacion
del rango latitudinal de las poblaciones estudiadas como el uso de moscas virgenes

podrian haber incrementado la potencia para detectar la clina.
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En general, se observd que las poblaciones difirieron en sus valores fenotipicos
medios para los tres caracteres analizados, presentando leves variaciones genéticas
entre poblaciones y altos niveles de variacion genética intrapoblacional, un patron
que, como se dijo anteriormente, es coincidente con estudios realizados en
poblaciones naturales de Australia e India (Hoffmanhrl., 2001; Ballardet al.,

2008).

El dimorfismo sexual (DS) a favor de las hembras se detectd tanto para la R,
como para la L y el CL, y ademas, se mantuvo a través de todas las poblaciones
naturales analizadas. En la Rl y la L, los genotipos difirieron en la magnitud y/o el
sentido del DS, lo cual sugiere la presencia de variacidon genética intrapoblacional
para el DS. En el caso del CL s6lo dos poblaciones mostraron variacion genética para
el DS, sin embargo, esto es posible que se deba al bajo nimero de lineas que se
pudieron estudiar. Las correlaciones genéticas positivas entre sexos detectadas en la
RI, la L y el CL sugieren que los sexos comparten, al menos parcialmente, la
arquitectura genética de un mismo caracter, ya que los valores de los coeficientes de
determinacion no fueron elevados. Esto sugiere una cierta dependencia evolutiva
entre hembras y machos para los caracteres estudiados que limitaria el potencial
cambio en el dimorfismo sexual. Sin embargo, es importante destacar que la materia
prima necesaria para la evolucion del DS esté presente.

El estudio de las correlaciones es fundamental para entender el grado de
dependencia genética entre caracteres. De este modo, si dos caracteres estan
correlacionados genéticamente sus caminos evolutivos estaran ligados, y por lo tanto,
si la seleccion afecta a un caracter el otro mostrara una respuesta correlacionada,
tanto en sus valores fenotipicos medios como en los niveles de varianza genética,
restringiendo la evolucién independiente de cada caracter. En cambio, cuando dos
caracteres no estan correlacionados mostraran respuestas independientes a diferentes
procesos evolutivos. Los resultados expuestos en esta Seccién mostraron que la Rl'y
la L no estan correlacionados. Es decir, que los patrones de variacion genética
detectados para la Rl no serian un subproducto de la accién de fuerzas evolutivas
actuando via la LEs importante destacar que los resultados del andlisis de
correlacion entre Rl y L difieren respecto de los reportados por otros autores. Por
ejemplo, estudios efectuados con lineas seleccionadas artificialmente para mayor RI
y para mayor L mostraron respuestas correlacionadas de L y RI, respectivamente
(Serviceet al., 1985; Roseet al.,1992; Zwanret al.,1995; Chippindalet al., 1996;
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Archer et al., 2003, Phelaret al., 2003). En cambio, nuestros resultados son
coincidentes con los de otros experimentos de seleccion artificial que no detectaron
asociacion significativa entre la Rl y la L (Fraateal.,1995; Harshmaet al.,1999b;

Baldal et al.,2006). Aparentemente, las diferencias entre experimentos de seleccion
artificial podrian deberse a diferencias genéticas entre las poblaciones base
(poblaciones naturales que inicialmente fueron sometidas a los regimenes de
seleccién), lo cual es muy frecuente en experimentos de seleccion artificial.
Alternativamente, diferencias en las camoines ambientales entre laboratorios en

los que se realizaron los experimentos de seleccion y/o otros factores podrian ser
determinantes en la respuesta a la seleccion (Harshman & Hoffmann, 2000). Ademas
de estos inconvenientes, se sabe que la correlacién entre Rl y L puede cambiar a
través de las generaciones. Hay trabajos que demuestran que una correlacion
inicialmente positiva puede desaparecer en lineas seleccionadas para mayor RI, a
medida que las lineas se van haciendo mas resistentes. Estos resultados sugieren que
la correlacién entre estos caracteres puede ser inestable, no puede generalizarse, y
puede cambiar con las condiciones ambientales (Amhal., 2003, Phelaret al.,

2003; Chippindalet al.,2003; Prasad & Shakarad, 2004).

No obstante, hay estudios que apoyan la hipétesis de una relacion genética y
fisiologica entre la Rl y la L. En efecto experimentos de mapeo de QT en
melanogastehan permitido detectar dos QTLs, uno en el cromosoma 2 y otro en el
cromosoma 3 que tienen efectos sobre ambos caracteres, lo cual da apoyo a la
hipo6tesis de una base genética compartida (Vétied., 2000; Wanget al., 2004a).

No obstante, cabe destacar que un QTL es una region del genoma que puede albergar
centenas o miles de genes, dependiendo del nimero y la distribucién de los
marcadores moleculares utilizados en el mapeo. De modo que el compartir un QTL
no implica necesariamente que sean los mismos genes los que afectan la Rl y la L.
Ademas, los restantes QTLs identificados en los trabajos referidos afectaron a uno de
los dos caracteres, debilitando la hipétesis de una amplia base genética compartida.
De hecho Vieiraet al. (2000) sostienen la hip6tesis de independencia genética entre
RlyL.

La posibilidad de contar con mutantes permite centrar los estudios en la accién de
determinados genes, de manera de profundizar nuestro conocimiento de las bases
genéticas de las correlaciones. En este sentido, son interesantes los resultados de

trabajos con mutantes del gerethuselabque incrementan la longevidad y R

76



Resultados y Discusion

respecto de moscas salvajes (ktnal., 1998). Asimismo, mutantes de un gen que
codifica para el receptor de la ecdysona y de un gen involucrado en la biosintesis de
este esteroide afectan a ambos caracteres, ya que las moscas mutantes son mas
longevas y mas resistentes a la inanicion (Sietai.,2003).

No obstante, otras lineas de evidencia parecen sugerir que diferentes procesos
afectan manera desacoplada a la Rl y la L. Actualmente, hay un gran interés en la
aplicacién de terapias antienvejecimiento, las cuales podrian retrasar el desarrollo de
enfermedades asociadas con la vejez, tales como neurodegeneracion, diabetes y
cancer. El desarrollo de terapias antienvejecimiento ha estimulado el estudio de una
via fundamental denominada TOR (por su nombre en inbdéget of Rapamyc)n
la cual esta evolutivamente conservada desde las levaduras hasta los mamiferos, y
cumple la funcion de regulacion del crecimiento celular y el metabolismo, con
efectos directos sobre la L (Wullschleg¢ral.,2006). La inhibicién de la via TOR,
por mutaciones en uno de sus componentes principales, TORC1, produce moscas
mas longevas, sin generar ningun efecto sobre la Rl (Kagahl., 2004). En
cambio, la manipulacién de otro componente de esta via no afecté la L, y si la RI
(Bjedovet al.,2010). Estos resultados abogan a favor de la idea del desacople entre
estos caracteres. Por otra parte, la inhibicion de un neuropéptido involucrado en la
movilizacion de energia y el comportamiento alimentario denominado hormona
adipocinética (AKH, del inglésApokinetic Hormong produjo un incremento en la
RI sin mostrar cambio alguno en la L (Lee & Park, 2004). Los resultados disponibles
indican que si existe una relacion entre Rl y L la misma parece ser realmente
compleja, y que factores genéticos y fisiol6gicos se combinan para determinar un
fenotipo multidimensional (un fenotipo generado por la combinaciéon de mas de un
caracter) moldeado por la heterogeneidad espacio-temporal del ambiente, y la accién
de otros procesos evolutivos.

Los resultados de nuestros estudios indican que las poblaciones naturidles de
melanogastedisponen de mucha variacion genética para la Rl y para la L y que la
variacion natural de estos caracteres no esta correlacionada, apuntando a un
desacople de sus arquitecturas genéticas y por lo tanto a una potencial independencia
evolutiva.

Por otra parte, detectamos una correlacion genética positiva entre la Rl y el CL lo
cual sugiere que la capacidad para sobrevivir periodos de escasez de alimento esta

asociadas a la energia almacenada en forma de lipidos. De este modo, una fraccion

77



Resultados y Discusion

de la variacién detectada para la Rl podria explicarse, al menos parcialmente, en
términos de la variacion de un cardcter fisiolégico como las reservas de lipidos.
Ademds, el hecho de detectar una correlacion genética entre estos caracteres
sustentaria la hipétesis que sus arquitecturas genéticas estan parcialmente acopladas,
determinando una mutua dependencia evolutiva.

La base de la correlacién genética detectada entre Rl y CL puede ser el resultado
de la accion de genes con efectos pleiotropicos sobre el CL y la RI; y, analizada
desde un aspecto fisiologico, la correlacion puede reflejar simplemente que una
mayor cantidad de reservas metabdlicas incrementan directamente la supervivencia
en condiciones de ausencia de alimento. De hecho, el aumento en las reservas
energéticas, en particular de lipidos, parece ser el responsable del cambio en la Rl en
Drosophila La estrecha relaciéon entre estos dos caracteres ha sido documentada
mediante experimentos de seleccion artificial (Chippinea#d., 1996; Harshman &
Schmid, 1998; Harshmaet al.,1999a; Hoffmanret al.,2005b; Baldakt al.,2006) y
del estudio de poblaciones naturales (Agatlal.,2007; Ballardet al, 2008). Cabe
destacar que se han postulado otros mecanismos fisiolégicos para explicar la
supervivencia bajo condiciones de inanicibn como la reduccion de la tasa de
consumo de reservas bajo condiciones de estrés y la disminucion del nivel de energia
minima vital del organismo (para mas detalles ver Rion & Kawecki, 2007). Estas
respuestas fisioldgicas, pueden dispararse frente a cambios ambientgdess (b
temperaturas, cambios en el fotoperiodo, disminucién de la calidad y las fuentes
alimenticias) que anuncian la llegada de la temporada invernal, induciendo un
aumento de las reservas energéticas a través de cambios en el comportamiento
alimenticio y/o incrementando la biosintesis de lipidos, y estimulando la diapausa
reproductiva (Schmidet al., 2005a, b) cambios que estdan acompafiados por un
aumento en la RI.

En conclusién, podemos afirmar que las poblaciones natural2sredanogaster
estudiadas presentan variacion genética para el CL. Asimismo, el CL y la RI
muestran una correlacion genética positiva en ambos sexos, indicando que sus
arquitecturas genéticas estarian acopladas y/o que existe un mecanismo fisiol6gico
que los liga. De este modo, parte de la variacién genética detectada en la Rl entre
poblaciones puede explicarse por las variaciones detectadas en el CL.

En la siguiente Seccién investigaremos los niveles de variacién genética para la

Rl y la L en lineas isogénicas de sustitucion para el cromosoma 2 derivadas de
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poblaciones naturales d&@ melanogasterDe este modo, nos proponemos evaluar

cual es el aporte de los factores genéticos localizados en el cromosoma 2 ala Rl y la

L.
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4.3.1.Introduccién

Uno de los principales focos de interés de la biologia evolutiva es entender y
predecir el cambio fenotipico de un caracter sometido a la seleccion natural. Para ello
es necesario conocer qué fraccion de la variabilidad fenotipica del caracter es
atribuible a factores genéticos. El estudio de la arquitectura genética de un caracter
cuantitativo implica la identificacion de los factores genéticos involucrados en su
expresidn, su modo de accidn, los factores ambientales que lo afectan, la variacion
natural y los factores evolutivos que gobiernan el cambio (Hansen, 2006). Parte del
estudio de la arquitectura genética de un caracter cuantitativo es identificar las
regiones del genoma (QTL) involucradas en la determinacién fenotipica del caracter,
y establecer qué proporcion de la variacion total explican (Mackay, 2001a, b).
Actualmente, el mayor desafio estd centrado en identificar las regiones gendémicas
responsables de lariacion naturalen caracteres adaptativos, con el objetivo final
de mapear los polimorfismos moleculares responsables de tal variacion (Gatrbone
al., 2006; Schmidet al.,2008).

Uno de los objetivos de esta Tesis es caracterizar la arquitectura genética para la
resistencia a la inanicién. En las Secciones previas hemos investigado la variacion
genética natural para este caracter utilizando lineas portadoras de genomas completos
de origen natural derivadas de diferentes poblacionds. declanogastefSeccion
4.1 y 4.2). Esta informacion fue fundamental porque permitié estimar el potencial
evolutivo del caracter, el cual depende de la cantidad de variacion genética
disponible (Houle, 1992). En esta Seccion se estudia el efecto de una regién del
genoma natural sobre la variacién de este caracter adaptativo.

Una metodologia cominmente utilizada en estudios genéticos cuantitativos es la
sustitucién cromosdmica.La misma consiste en poner en homocigosis un
cromosoma proveniente de una poblaciéon natural en un fondo genético homogéneo.
Las lineas de sustitucién cromosémica son de uso frecueBsophila(Seccién
3.1.3).

El objetivo central de la presente Seccidn es investigar el aporte del cromosoma 2
tanto a la variacién natural en la Rl y la L como también a los efectos sexo-
especificos detectados en las Secciones previas, utilizando lineas isogénicas de
sustitucion derivadas de diferentes poblaciones naturale®.dmelanogaster

Asimismo, estudiaremos coémo se estructura la variacion genética asociada al
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cromosoma 2 para ambos caracteres entre las poblaciones naturales y cuales son los
niveles de variacibn genética que alberga cada poblacién. Finalmente,

investigaremos qué tipo de asociacion existe entre la Rl y la L en ambos sexos.

4.3.2.Resultados

Los resultados de los andlisis genéticos cuantitativos para la Rl y la L se
obtuvieron a partir del estudio de 60 lineas isogénicas de sustitucion cromosémica
derivadas de las siguientes poblaciones naturales: Gluemes, San Blas, Chilecito,
Barreal, Lavalle, Uspallata y Neuquén (Tabla 3.1). Las mediciones de la Rl y la L se

efectuaron utilizando &isefio Experimental B(Seccidn 3.2).

4.3.2.1Resistencia a la inanicion

Los valores medios de la Rl (en horas) en cada sexo y en cada una de las
poblaciones naturales estudiadas se muestran en la Figura 4.10. En promedio, las
hembras de Barreal y los machos de Uspallata exhibieron los mayores valores de RI,
en tanto que las menos resistentes fueron las hembras de San Blas y los machos de
Guemes. La diferencia en la Rl entre la linea mas resistente (Barreal 45) y la menos
resistente (Glemes 251) fue de 35,3 h en hembras, mientras que en machos la
diferencia entre Uspallata 8 (mas resistente) y Glemes 251 (menos resistente) fue de
29,8 h (Figura 4.11). Las lineas que presentaron los fenotipos mas y menos
resistentes para cada sexo fueron seleccionadas para llevar a cabo los experimentos
de complementacién genética con el propésito de identificar variantes alélicas

naturales para los genes responsables de las diferencias en la Rl (Seccion 4.4).
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Figura 4.10.Valores medios + error estandar de la Rl (horas) en machos y hembras de
lineas isogénicas de sustitucion para el cromosoma 2 derivadas de siete poblaciones
naturales deD. melanogastemubicadas a los largo de un gradiente latitudinal. Entre
paréntesis se indica la cantidad de lineaalizadas en cada poblacion, en hembras y
machos.
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Figura 4.11.Frecuencia acumulada de los valoresad@l para las 60 lineas isogénicas

de sustitucién en sexos separados. Bak®aUspallata 8 y Gliemes 251 mostraron los
valores de Rl mas extremos en hembras y en machos. Estas lineas junto con las
derivadas de Chilecito se utilizaron éws analisis de complementacion genética
descriptos en la Seccién 4.4.

Con el objeto de conocer el aporte a la variacion en la Rl y la significacion
estadistica de cada fuente de variacion en las lineas de sustitucion se realizdé un
ANOVA de tres vias. El resultado del mismo reveld un efecto significativo del factor
Poblacion sobre la RI (Tabla 4.10) que explicé un 7,3% de la variacién fenotipica
total, indicando la presencia de variacién genética interpoblacional asociada al
cromosoma 2. Asimismo, el factor Linea y la interaccion Linea x Sexo tuvieron un
efecto significativo sobre la Rl y sus aportes a la variacion fenotipica total fueron de
22,3% y 38,3%, respectivamente (Tabla 4.10). Conjuntamente, ambos factores
brindan una estimacion de la variacion genética intrapoblacional asociada al
cromosoma 2. Como se ha mencionado previamente, las diferencias entre lineas
sugieren que una porcién importante de la variaciéon en la Rl puede explicarse por
variacion en factores genéticos localizados en el cromosoma 2, en tanto que la

interaccion Linea x Sexo sugiere la presencia de factores genéticos espdelficos
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sexo. El andlisis de la interaccion desde el dimorfismo sexual (DS) apunta a que la
magnitud y del DS varia entre lineas de sustitucion, es decir hay variacion genética

natural asociada sélo al cromosoma 2 para el DS.

Tabla 4.10. ANOVA general para la RI. Para cada fuente de variacion se reportan los
grados de libertady(.), los valores d& y su significancia, y el porcentaje de la varianza

fenotipica que explica cada fuente de variacih (

Fuentes de variacion o] F p o
Poblacién 6 2,36 0,04 7,3
Sexo 1 63,25 < 0,0001 fijo
Poblacién x Sexo 6 1,01 0,42 -
Linea (Poblacién) 53 24,30 < 0,0001 22,3
Linea (Poblacion) x Sexo 53 12,45 < 0,0001 38,3
Error 1023 32,1

Las hembras (51,5 h.) fueron significativamente mas resistentes que los machos
(44,6 h)) y la magnitud del DS no vari6 entre poblaciones, como lo indica la
interaccion Poblacion x Sexo que no fue estadisticamente significativa (Figura 4.10).
Tal como especificamos en las Secciones 4.1 y 4.2 el DS se puede calcular por el
cociente del valor medio de RI entre hembras y machos para cada poblacién. Los
valores del DS variaron entre 1,11 a 1,26, de modo que las hembras resistieron, en
promedio, hasta un 16% mas que los machos. El andlisis del DS mediante un
ANOVA de dos factores (poblacién y linea anidado en poblacion) reveld, que la
variacion entre poblaciones no fue significati¥a /= 0,93;p = 0,47); mientras que,
la variacion entre lineas (anidado en poblacion) fue altamente signifidativa,E
10,3; p < 0,0001) Este factor permitié explicar poco mas del 50% de la variacién
total, confirmando la presencia de variacién genética intrapoblacional para el DS.

El ANOVA mostré que una fraccion significativa, aunque pequefia (en
comparacion con la variacion intrapoblacional), de la variacién para la Rl se debi6 a
diferencias interpoblacionales. Para determinar si la variacién interpoblacional seguia
algun patrén clinal se realizé un analisisrelgresion multiple lineal en funcion de la

latitud y la altitud, el cual revelé una asociacién positiva y significabiya;E 5,05;
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p = 0,009) entre la Rl y ambas variables independientes, de modo que las
poblaciones localizadas a menores latitudes y altitudes fueron menos tolerantes que
las mas australes y situadas a mayores alturas (Figura 4.12). La regresion permitio
explicar un 13% de la variacion fenotipica total observada. El andlisis del efecto de
variables climaticas sobre la variacion en la Rl mostré que ninguna de las variables

predictoras testeadas afectaba la variacion en la RI.
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Figura 4.12.Regresién lineal significativa de la RI con la latitéd § = 0,35 y p = 0,008)
y la altitud 8, p = 0,34 y p = 0,01). Cada punto regmeta el valor medio de la Rl para
cada linea isogénica de sustitucion analizada, promediando los sexos debido a que

Poblacién x Sexo fue no significativo en el ANOVA general.

En segunda instancia realizamos ANOVAs para evaluar la contribucion relativa
de la variacion genética y la variacion genética sexo-especifica en cada poblacién por
separado. Los resultados de los ANOVAs bifactoriales con Linea y Sexo como
fuentes de variacion principales revelaron un efecto significativo del Sexo en 4
poblaciones (Gliemes, Chilecito, Lavalle y Neuquén) (Tabla 4.11), donde las
hembras fueron significativamente mas resistentes que los machos. Si bien en las
restantes poblaciones (San Blas, Barreal y Uspallata) se detectd la misma tendencia
(Figura 4.10), el factor sexo no fue significativo.

Los ANOVAs también revelaron un efecto significativo del factor Linea, lo cual
sugiere la presencia de variacion genética para la Rl asociada al cromosoma 2 en
cada una de las poblaciones (Tabla 4.11), aunque el nivel de variacién, estimado a

partir del componente de varianza ente linesfs),( difiri® ampliamente entre
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poblaciones. El componente de varianza entre lingasdxplicéd hasta un maximo

del 47% de la variacion fenotipica total en Chilecito, y un minimo de 4,6% en San
Blas. También, la interaccidén Linea x Sexo fue altamente significativa en todas las
poblaciones, lo cual indica la presencia de variacidbn genética sexo-especifica
asociada al cromosoma 2. La contribucién de esta interaccion a la varianza total
varié desde un maximo de 70% en Barreal hasta un minimo de 22,3% en Chilecito;
es importante destacar que en Barreal sélo pudieron analizarse 4 lineas de
sustitucién. Sin embargo, a pesar del bajo nimero de lineas, hemos mantenido a esta
poblacién en los andlisis debido a que la linea Barreal 45 fue la que mostré una
mayor Rl en hembras y se utiliz6 en los experimentos de complementacién genética
gue presentaremos en la Seccidn 4.4. Seguida a Barreal se encuentra San Blas donde

la interaccién explicé un 48% de la varianza total (Tabla 4.11).
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Tabla 4.11.ANOVAs efectuados para la Rl erdeauna de las poblaciones naturales

Guemes

Fuentes de variacion gl F p o’
Linea 9 44,39 <0,0001 30,8
Sexo 1 18,21 0,021 Fijo
Linea x Sexo 9 14,74 < 0,0001 39,6
Error 173 29,6
San Blas

Fuentes de variacion gl F p o’
Linea 5 9,19 <0,0001 4,6
Sexo 1 3,88 0,1 Fijo
Linea x Sexo 5 11,15 0,001 48
Error 108 47,4
Chilecito

Fuentes de variacion gl F p o’
Linea 11 37,28 <0,0001 47
Sexo 1 13,68 0,003 Fijo
Linea x Sexo 11 7,75 < 0,0001 22,3
Error 205 30,7
Barreal

Fuentes de variacion gl F p o’
Linea 3 75,25 <0,0001 15,7
Sexo 1 3,42 0,16 Fijo
Linea x Sexo 3 52,34 < 0,0001 70,5
Error 72 13,7
Lavalle

Fuentes de variacion gl F p o’
Linea 6 9,33 <0,0001 13,3
Sexo 1 14,69 0,008 Fijo
Linea x Sexo 6 5,73 < 0,0001 34,6
Error 111 52,1
Uspallata

Fuentes de variacion gl F p o’
Linea 5 35,08 <0,0001 31,6
Sexo 1 5,55 0,064 Fijo
Linea x Sexo 5 18,89 <0,0001 44,2
Error 97 24,3
Neuquén

Fuentes de variacion gl F p o’
Linea 14 9,27 <0,0001 7.3
Sexo 1 17,69 0,0008 Fijo
Linea x Sexo 14 6,82 <0,0001 34,6
Error 265 58,2
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El andlisis de la interaccion Linea x Sexo reveld que la misma puede explicarse
tanto por diferencias en la magnitud de la varianza entre lineas entrecsarbi(
de escalay por desviaciones de la unidad del coeficiente de correlacion entre sexos
(cambio de orden en el ranyoEn casi todas las poblaciones, a excepcién de Barreal
y Lavalle, mas de 70% dé «s se atribuyd a cambios de orden en el rango (Figura
4.13).

Los valores de los coeficientes de correlacién genética entre Igx)ssé€
reportan en la Tabla 4.12. Los valorgg no fueron significativamente diferentes de
0 (excepto en Chilecito) y si diferentes de 1 en todas las poblaciones. Este resultado,
semejante al descripto en la Seccién 4.2, sugiere que la constelacion de genes
localizados en el cromosoma 2 que afectan la Rl en cada sexo seria diferente. Este
resultado podria indicar que la fraccidbn de la arquitectura genética de la RI
compartida entre los sexos no incluiria genes que mapean en el cromosoma 2. Asi, en
cada una las poblaciones naturales el DS para la Rl mantiene la capacidad de

evolucionar.

Tabla 4.12.Coeficiente de correlacidon genética ergexos + error estandar por poblacion.

Glemes SarBlas Chilecito  Barreal Lavalle Uspallata  Neuquén

rom 018+03 -001+05 061+03 0,28+0,6 037+04 0,17+0,4 0,14+0,2
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Figura 4.13. Variaciéon en la RI entre lineas dastitucion dependiendo del sexo en cada
poblacién de estudio. Cada linea repreta una linea isogénica analizadgses la varianza

de la interaccién Linea x Sexo, el primer componente del paréntesis indica el porcentaje de
la Vixs que explica el cambio de escala, es sdgucomponente del paréntesis indica el

porcentaje de & «sque explica el cambio en el orden del rango.
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4.3.2.2.Longevidad

Los valores medios de la L (en dias) en hembras y machos de cada una de las
poblaciones naturales analizadas se muestran en la Figura 4.14. En esta puede verse,
en general, que las moscas vivieron de 29 a 42 dias. Los individuos derivados de
Lavalle fueron los mas longevos, en tanto que los de Gliemes sobrevivieron menos
tiempo. Uno de los resultados que mas llamo nuestra atencion fue el hecho que en
todas las poblaciones (excepto San Blas), los machos fueran mas longevos que las
hembras, que es lo opuesto a lo que se ha descripto, tradicionalmBntsaphila

y para los otros caracteres estudiados en esta Tesis.

45

I hembras :I:
1 machos I

40
35 A

30 A

Longevidad (dias)

25

gl (N TN (O TN (N (N N

Gluemes San Blas Chilecito  Barreal Lavalle  Uspallata Neuquén
9 (6) 11 4) ) ) (6 (12
Poblaciones

Figura 4.14.Valores medios * error estandar de la L (en dias) en machos y hembras de las
lineas isogénicas de sustitucion paraceimosoma 2 derivadas de siete poblaciones
naturales d®. melanogasteubicadas a lo largo de un gradiente latitudinal. El nUmero entre

paréntesis indica la cantidad lfieeas analizadas por poblacion.

El conjunto de datos de L de las lineas de sustitucion se analizé mediante un
ANOVA de tres vias. Este andlisis reveld un efecto no significativo del factor
Poblacion Fs g0 = 1,3,p < 0,25), sugiriendo que la variacion entre poblaciones no
contribuye significativamente a la variacion total detectada para la L. Este resultado,

que contrasta con las observaciones realizadas en isolineas sugiere la ausencia de
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variacién genética interpoblacional asociada al cromosoma 2 para este caracter. En
cambio, la variacion entre lineas fue significativa y explico el 32% a la variacion
total en la L(F4s g0 = 15,56,p < 0,0001), lo cual indica la presencia de factores
genéticos asociados al cromosoma 2 responsables de la variacion intrapoblacional en
la L. También, la interaccién Linea x Sexo tuvo un efecto significakvg st =

4,07,p < 0,0001), dando cuenta de un 17% de la variacién fenotipica total, poniendo
de manifiesto la presencia de variacigenética sexo-especifica. La interpretacion
desde el DS sugiere gue la magnitud del DS vario entre lineas, apuntando a que en el
cromosoma 2 hay genes que exhiben variacién alélica que afecta el DS de la L.
Conjuntamente, el factor Linea y la interaccion Linea x Sexo brindan una estimacion
de la variacién genética intrapoblacional asociada al cromosoma 2, la cual explico el
49 % de la variacion total detectada en la L.

Como ya se ha demostrado en anteriores Secciones, la variacion genética
intrapoblacional dio siempre cuenta de un mayor porcentaje de la variacion total en
la L que la variacién genética interpoblacional, tanto en el caso de los estudios de
isolineas en los que las diferencias genéticas entre lineas pueden encontrarse en
cualquier parte del genoma, como en las lineas de sustitucién en las que las
diferencias genéticas sélo pueden encontrarse en el cromosoma 2.

Las hembras, en promedio, vivieron 2,4 dias menos que los machos pero esta
diferencia no fue significativa{ 4= 2,82,p < 0,1). Es interesante resaltar el cambio
de sentido que sufrio el DS en las lineas de sustitucion del cromosoma 2 que fue
comun a casi todas las poblaciones (Figura 4.14). El calculo del DS por poblacion
tomo valores que variaron entre 0,86 y 0,96 de modo que los machos sobrevivieron,
en promedio, cerca de un 9% mas que las hembras. La Unica excepcién fue San Blas
en la que el DS fue 1,08. El analisis estadistico del DS indicé que la variacion entre
poblaciones no aporté significativamente a la variacién total deFR&0,9,p =
0,5), en tanto que la variacion entre lineas fue altamente signifidafiva.€ 3,8,p
< 0,0001) y explicé un 24,6% de la variacion total, apuntando a que la variacion en la
magnitud del DS tiene base genética.

Los analisis por poblacion permitieron determinar la magnitud relativa de la
variacion genética y la variacion genética sexo-especifica en cada poblacién. Los

resultados de los ANOVASs se muestran en la Tabla 4.13.
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Tabla 4.13.ANOVAs efectuados para la L en cada poblacion naturales analizada.

Guemes

Fuentes de variaciéon gl F p o’
Linea 8 37,8 <0,0001 59,8
Sexo 1 0,94 0,36 Fijo
Linea x Sexo 8 3,62 0,0007 9,2
Error 145 31
San Blas

Fuentes de variacion gl F p o°
Linea 5 14,3 <0,0001 44,2
Sexo 1 2,3 0,2 Fijo
Linea x Sexo 5 1,1 0,34 0,8
Error 99 55
Chilecito

Fuentes de variacion gl F p o’
Linea 10 20,9 <0,0001 37
Sexo 1 0,03 0,86 Fijo
Linea x Sexo 10 5,6 < 0,0001 22,5
Error 170 40,5
Barreal

Fuentes de variacion gl F p o’
Linea 3 11,5 <0,0001 13,2
Sexo 1 0,04 0,8 Fijo
Linea x Sexo 3 6,8 0,004 32,7
Error 69 54,1
Lavalle

Fuentes de variacion gl F p o°
Linea 4 14 <0,0001 36,8
Sexo 1 2,1 0,2 Fijo
Linea x Sexo 4 2,7 0,05 9,4
Error 75 53,8
Uspallata

Fuentes de variacion gl F p o’
Linea 5 2,8 <0,0001 11,7
Sexo 1 27,6 0,003 Fijo
Linea x Sexo 5 0,5 0,74 -
Error 93 88,3
Neuquén

Fuentes de variaciéon gl F p o’
Linea 11 9 <0,0001 12,7
Sexo 1 1,2 0,29 Fijo
Linea x Sexo 11 51 <0,0001 26,6
Error 201 60,6
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El factor Sexo tuvo un efecto estadisticamente significativo sobre la L Gnicamente
en Uspallata, donde los machos vivieron 5,4 dias mas que las hembras. En las otras
poblaciones las diferencias en la L entre hembras y machos no fueron significativas,
aunque la tendencia se mantuvo a favor de los machos (excepto San Blas, Figura
4.14). Al mismo tiempo, el factor Linea mostré un efecto significativo en todas las
poblaciones analizadas, indicando que todas albergan variacién genética (estimada
por ¢?) para la L asociada al cromosoma 2 (Tabla 4.13). Asi, Giemes fue la
poblacién que presenté la mayst, dando cuenta de casi 60% de la variacién, en
tanto que en Uspallata el porcentaje de la variacién total explicado por la variacion
entre Il'neaScs(zL =11,7%) fue el menor.

El andlisis de la interacciéon Linea x Sexo mostré un efecto significativo sobre el
caracter en Guemes, Chilecito, Barreal y Neuquén, apuntando a la presencia de
variacion genética sexo-especifica para la L asociada al cromosoma 2. La
contribuciéon de esta interaccion a la varianza total vari6é entre 32,7% en Barreal hasta
9,2% en Guemes. En las poblaciones en las que la interaccion Linea x Sexo resulto
ser significativamente diferente de cero, mas del 74% d&dafue atribuible al
cambio de orden en el rango de la L entre hembras y machos (Figura 4.15).

El computo derpw en cada poblacion dio como resultado que en Glemes, San
Blas y Chilecito el coeficiente fue significativamente diferente de 0 y de 1,
sugiriendo que una fraccion de los genes involucrados en la variacion de la L es
comln a ambos sexos, y otra es diferente (Tabla 4.14). En las poblaciones de Barreal
y Neuquén eflyy no fue significativamente diferente de 0 y si significativamente
diferentes de 1, indicando que distintos genes afectan la L tanto en hembras como en
machos. Finalmente Lavalle es un caso extrafio porqueygl no fue
significativamente diferente de 0 ni de 1. Estos resultados en comparacion con los de
la Seccion 4.2 indican que la fraccion de la arquitectura genética para la L que
comparten los sexos incluye genes localizados en el cromosoma 2, dado que la
parcial dependencia genética del caracter entre los sexos (descubierta en la Seccién
4.2) se mantiene (y podriamos decir que aumenta) cuando investigamos lineas que
sélo difieren en el cromosoma 2. El aumento de la dependencia genética descubierto
en lineas de sustitucién para el cromosoma 2 sugiere la importancia de este

cromosoma en la determinacion del DS para la L.
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Figura 4.15. Variacion en la L entre lineas destitucion cromosémica en machos y
hembras en cada poblaciéon donde la interaccion Linea x Sexo fue significativa. Cada
linea representa una linea isogénica anali24gges la varianza de la interaccion Linea

X Sexo, el primer componente dentro del paréntesis indica el porcentaj® geqlae
explica el cambio de escala, es segutmimponente indica el porcentaje devlgsque

explica el cambio en el orden del rango.

Tabla 4.14.Coeficiente de correlamn genética entre sexos + error estandar por poblacion.

Glemes SanBlas  Chilecito Barreal Lavalle  Uspallata Neuquén

220, 4

ram 0,75x0,2 0,72+03 0,68+02 0,22+0,6 0,78+ O,i]%
(error)

0,32+0,3
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4.3.2.3.Correlaciones genéticas entre caracteres

Para evaluar el grado de asociacion entre la Rl y la L calculamos el coeficiente de
correlacion de Pearson (r) y, ademas, calculamos la correlacion entre sexos para cada
caracter. Los resultados de estos analisis mostraron que los coeficientes de
correlacion entre la Rl y la L no fueron significativamente diferentes de cero en
hembras (r = 0,1, p = 0,47) ni en machos (r = 0,2, p =Bsi¢.resultado sugiere que
los factores genéticos localizados en el cromosoma 2, que afectan la expresion de
ambos caracteres serian diferentes. El mismo resultado se obtuvo en la Seccién 4.2
con el estudio de isolineas (lineas con los tres cromosomas de origen).nadural
ausencia de asociacién genética entre la Rl y la L tanto en isolineas como en
lineas de sustitucién dan claros indicios que la arquitectura genética de la Rl y
de la L no esta compartida en las poblaciones naturales estudiadas, y por lo
tanto sus caminos evolutivos serian completamente independientes.

Asimismo, investigamos la asociacién entre la Rl y la L utilizando un método
alternativo que consistio en evaluar estadisticamente la diferencia entre el coeficiente
de variacion (CV = desviacién estandar / media poblacional) de la RI)(€4de la
L (CV.) para cada combinacién sexo-poblacion. Las diferencias engiey@¥, se
evaluaron mediante la prueba no-paramétrica de Mann-Whitney, que resultd
significativa en casi todos los casos excepto en Barreal (Tabla 4.15). Estos resultados
indican diferencias substanciales en las arquitecturas genéticas de la Rl y la L en
ambos sexos, y confirman su independencia. Ademas, este andlisis no-paramétrico
permiti6 evaluar la asociacién entre la Rl y la L en cada poblacion natural por

separado.
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Tabla 4.15.Andlisis de Mann-Whitney no paramétrico entre
los coeficientes de variaciéon de la Rl y la L medidos por
sexos separados y para cada poblacion. Se reporta el
estadistico U y su nivel de significancia (p<0,05*; p<0,01**;
p<0,001***)

Hembras Machos

Guemes 70** 76**
San Blas 32* 35
Chilecito 127%** 127%**
Barreal 16 16
Lavalle 24* 25**
Uspallata 36** 36**
Neuquén 141 %** 134%x**

Ademads, se calcularon los coeficientes de correlacion entre sexos para Rl y L
teniendo en cuenta todas las lineas de sustitucion sin discriminar por poblacion. Los
resultados mostraron que los valores de RI en hembras y en machos estan
correlacionados positiva y significativamente (r = 0,42; p = 0,0009). En este caso el
valor del coeficiente de determinaciof € 0,17) indica que el 17% de los factores
genéticos que afectan la Rl son comunes en ambos sexos. También la correlacién fue
positiva y altamente significativa (r = 0,62; p < 0,0001) para la L. En este caso el
coeficiente de determinacién fue maydr<r0,38) e indicé que machos y hembras
comparten cerca del 40% de los genes que afectan la longevidad. Los resultados de
estos analisis de correlacién son coincidentes con los descriptos en las Secciones
4.3.2.1 y 4.3.2.2. Si bien todo parece indicar la existencia de un cierto grado de
independencia en la evolucién de ambos caracteres en ambos sexos, también existen
evidencias de limitaciones genéticas para la evolucion del DS en la Rl y

principalmente en la L.
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4.3.3.Discusion

Los resultados de esta Seccion revelaron que una importante fraccion de la
variacion natural detectada para la Rl y la L esta gobernada por factores genéticos
localizados en el cromosoma 2 con efectos especificos del sexo. Asimismo, la
diferenciacion genética interpoblacional fue menor que la intrapoblacional en ambos
caracteres. En lineas generales, los resultados del andlisis genético cuantitativo con
lineas isogénicas de sustitucion para el cromosoma 2 mostraron las mismas
tendencias reportadas en las Secciones 4.1 y 4.2. La deteccidon de variacion genética
asociada a la Rl y a la L es el primer paso hacia la identificacion de regiones mas
estrechas responsables de la variacion natural de estos dos caracteres.

El uso de lineas de sustitucion cromosémicas para evaluar la asociacion entre
genotipo-fenotipo aumenta considerablemente nuestra capacidad para detectar
regiones responsables de la variacion natural. Esto es debido a que se restringe la
variacién genética que afecta a un determinado caracter a los genes localizados en un
unico elemento cromosémico.

El cromosoma 2 representa el 40% total del genoma, de modo que su aporte a la
variacion fenotipica de caracteres complejos es esperable. La influencia del
cromosoma 2 sobre la variacién en la Rl se ha investigado mediante estudios de
mapeo de QTLs. Estos han detectado un gran nimero de QTLs para la Rl localizados
en el cromosoma 2 (Vieirat al., 2000; Harbisoret al., 2004; Wanget al., 2004a;
Nuzhdinet al., 2007), en coincidencia con los resultados expuesto en esta Seccion.
Asimismo, las lineas de sustitucion mostraron un marcado efecto especifico del sexo
sobre la RI, el cual también se ha visto en dichos estudios de QTLs. Igualmente, un
analisis previo con lineas de sustitucion para el cromosoma 2 derivadas de una Unica
poblacién natural procedente de América del Norte reportd que factores genéticos
localizados en este cromosoma explicaban un 50% de la variacion total para la RI
(Carboneet al., 2006). Todos estos resultados junto con los presentados en esta
Seccion ponen de manifiesto la importancia del cromosoma 2 en la determinacién de
la variacién natural para la RI.

En cuanto a la L, se han realizado grandes avances en el conocimiento de la
arquitectura genética de este caracter. Estudios previos de QTLs detectaron regiones
involucradas en la variacion natural del caracter en el cromosoma 2 y 3, muchos de

los cuales mostraron un efecto especifico del sexo (Nuehdih, 1997; Pasyukova
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et al.,2000; Vieiraet al.,2000; Leips & Mackay 2000; Warej al.,2004a; Nuzhdin

et al., 2005; Wilsonet al., 2006). En los ultimos afios también se han identificado
varios genes que tienen variantes alélicas responsables de la variacion en la L entre
dos lineas con una larga historia de cria en el laboratorio derivadas de poblaciones
naturales, Oregon y 2b (De Luea al., 2003; Pasyukovat al., 2004; Paaby &
Schmidt, 2009). Los resultados de esta Seccibn muestran una importante
contribucién del cromosoma 2 a la variacidn genética natural para la L. Un estudio
similar en el que se utilizaron lineas de sustitucién para el cromosoma 2 derivadas de
una poblacién natural reporté que un 23%lalesariacién total para la L podia
explicarse por factores genéticos localizados en esta region (Catbahg2006).

En conjunto, todos estos resultados revelan que, al igual que en el caso de la RI, el
cromosoma 2 contribuye a la variacion genética natural para la L.

La variacién genética natlippara la Rl mostrd bajos niveles interpoblacionales y
altos niveles intrapoblacionales, que resulta ser el mismo patrén de distribucién
geogréfico que se detectd en los experimentos con isolineas (Secciones 4.1y 4.2) y
en otros estudios llevados a cabo con poblaciones australiaasmgdanogaster
D. simulansy D. birchii (Hoffmannet al.,2001; Griffithset al., 2005; Arthuret al.,

2008). La diferenciacion entre poblaciones en la Rl mostré una asociacion positiva
con la latitud y la altitud, lo cual puede interpretarse como consecuencia de
adaptacion diferencial a lo largo de gradientes ambientales. Los agentes selectivos
gue podrian estar moldeando las diferencias interpoblacionales en la Rl se
desconocen. Hasta lo que nosotros sabemos, las clinas latitudinales positivas para la
RI s6lo fueron reportadas &h melanogastede América del Norte (Schmiet al.,

2005a), y erD. birchii originaria de Australia (Griffithgt al., 2005). La asociacion
positiva entre la Rl y la latitud detectada en América del Norte se postula que surge
en respuesta a la accién de la seleccion natural sobre la diapausa reproductiva, que es
un caracter asociado genéticamente con la Rl y que mostré un patrén de variacion
clinal (Tatar & Yin, 2001; Schmidtt al., 2005a). Asi, la clina latitudinal detectada

en esta Seccidn podria surgir como un subproducto de la seleccidon sobre la diapausa
reproductiva, que parece ser un caracter clave en la adaptacion a climas templados.
En cuanto a la asociacién positiva entre la Rl y la altitud, Sorextseh (2005)
detectaron la misma tendencia@nbuzzatiide Argentina. Como expresamos en la

Seccibén 4.2, los mecanismos selectivos que explican las clinas en este caracter de
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resistencia al estrés se desconocen, siendo éstas interpretadas como una respuesta
adaptativa a la variacién climéatica.

En la Seccion 4.2 detectamos una asociacién negativa entre la Rl y la latitud. Sin
embargo, en la presente Seccion registramos una correlacién positiva de la Rl con la
latitud. Este inesperado resultado sugiere 1) la participacion de genes localizados
fuera del cromosoma 2 que contrarrestan los efectos sobre la Rl de este cromosoma,
generando asi una asociacion negativa entre la Rl y la latitud (lo que implicaria
ubicarse bajo un modelo aditivo) y/o 2) la existencia de interacciones genéticas entre
el cromosoma 2 y el resto del fondo genético responsables de la variacién natural de
la RI entre poblaciones. Estos resultados indican que la arquitectura genética natural
de la RI es compleja, de manera que posibles efectos epistaticos podrian estar
gobernando la variacion genética natural para la RI. De hecho, en el cromosoma 3 se
localizan los genes que codifican para los péptidos similares a la insliljysa gor
su denominacion en ingléssulin-like peptides para las proteinas de respuesta al
choque térmico hsp por su nombre en inglékeat shock protejny genes
responsables de la variacién natural en la diapausa reproductiva. Estos grupos de
genes que estan involucrados, directa o indirectamente, en la regulacién de la RI
(Wang et al., 2004b; Tataret al., 2003; Broughtoret al., 2005; Haoet al., 2007,
Toivonen & Partridge, 2009) podrian interactuar con otros genes localizados en el
cromosoma 2, y que también estan afectando a la Rl (por ejarya@e}4F crol)
(Harbisonet al.,2004).

Al igual que en las Secciones anteriores, en la presente también se detectdé un
fuerte dimorfismo sexual (DS) en la RI a favor de las hembras en casi todas las
poblaciones naturales. Asimismo, el DS vari6 en magnitud entre los diferentes
genotipos, lo cual indica la existencia de variaciébn genética para el DS asociada
Unicamente a factores genéticos localizados en el cromosoma 2. En el caso de la L
los resultados indicaron que el efecto del cromosoma 2 Unicamente cambia el sentido
del DS detectado en la Seccién 4.2. Este resultado sugiere que los genes con efectos
especificos del sexo sobre la L estarian localizados fuera del cromosoma 2. De
hecho, estudios previos detectaron que los QTLs con efectos sobre la L en machos se
localizan en el cromosoma 3 (Leips & Mackay, 2000; Wiksoal.,2006)

El estudio de las correlaciones entre la Rl y la L en ambos sexos revelé que los
factores genéticos localizados en el cromosoma 2 que afectan la Rl y la L no se

solapan, confirmando la independencidatearquitecturas genéticas de la Rh .,
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en este caso cuando restringimos la regién de genoma que varia entre lineas para
buscar factores genéticos que gobiernen la variacién natural enla Rl y la L.

De nuestro trabajo concluimos que la variacion genética natural detectada en la RI
y en la L se puede atribuir a factores genéticos localizados en el cromosoma 2.
Ademads, una fraccidn de la variacion genética restringida al cromosoma 2 para la Rl
y la L es sexo-especifica. La arquitectura genética de la Rl y la L estan desacopladas,
de modo estos caracteres podrian evolucionar de manera independiente.

En la siguiente Seccién nos proponemos detectar variantes alélicas de genes

localizados en el cromosoma 2 responsables de la variacion natural detectada en la
RI.
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Variacion alélica natural en genes asociados a la
expresion de la resistencia a la inanicion en

poblaciones d®. melanogaster



Resultados y Discusion

4.4.1.Introduccién

Las poblaciones naturales albergan una cantidad substancial de variacién genética
para caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas, comportamentales y de historia de
vida. El interés en el estudio de la arquitectura genética de estos caracteres
cuantitativos se centra, entre otros aspectos, en el descubrimiento de los genes
responsables de la variacion natural de los caracteres. Avances en la medicina,
agricultura y en el estudio de la evolucién adaptativa dependen de la identificacion
de los genes que regulan la expresion de los caracteres complejos, y de la
determinacion de las propiedades genéticas y moleculares de alelos responsables de
la variacion genética en las poblaciones naturales. Este creciente interés fue
conduciendo las investigaciones hacia el estudio de los genes responsables de la
variacion natural de estos caracteres. En efecto, preguntas tales como ¢son los
mismos genes los que determinan la variacion genética en diferentes poblaciones
naturales?, frente a un cambio ambiental ¢hay un cambio en los genes involucrados
en la variacion del caracter? o, ¢los genes responsables de la variacién fenotipica de
un caracter tienen efectos especificos del sexo? Respuestas a estas preguntas, entre
otras que puedan formularse, son de suma utilidad para comprender la arquitectura
genética de un caracter complejo.

Una aproximacion para descifrar la base genética de la variacion de un caracter
complejo es el mapeo de regiones cromosomicas con efectos significativos sobre la
variacion del caracter cuantitativo (QTL). Sin embargo, la identificacién de QTLs no
es una tarea sencilla por diversas razones (Mackay, 2001a, b). Los QTLs pueden
tener pequefios efectos sobre la variacién del caracter y, ademas ser sensibles al
ambiente externo y al ambiente sexual. Asi, se requerird tanto de tamafos de
muestrales elevados y de condiciones experimentales especificas para resolver estos
inconvenientes. Por otra parte, un QTL puede contener muchos genes, de los cuales
s6lo una fraccién podria ser responsable de la variacion del caracter cuantitativo,
estos genes se denominan QE@r su denominacion en inglé3uantitative Trait
Geng. Por esta razdén, generalmente, es necesario un gran numero de lineas
recombinantes para realizar un mapeo de alta densidad con marcadores moleculares a
fin de reducir el QTL a la minima longitud posible y llegar eventualmente a
identificar el QTG.
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En D. melanogasteuna metodologia empleada para la identificacion de genes
involucrados en la expresion de caracteres complejos es la técnica denominada
mutagénesis por insercion del elemeRtodvil, que se empled para detectar genes
que regulan la longevidad (Pasyukataal., 2000; Flatt, 2004; Paaby & Schmidt,
2008; Magwireet al., 2010), la actividad locomotora (Jordah al., 2006), el
comportamiento olfativo (Sambandanal., 2006), el tiempo de desarrollo (Mensch
et al., 2008), el tamafio corporal (Carreetal.,2009) y la resistencia a la inanicién
(Harbisonet al.,2004. Mediante esta técnica se ha generado una coleccion de lineas
mutantes co-isogénicas que difieren Unicamente en la posicién en la que se ha
insertado el element®-que interrumpe la secuencia de un unico gen (Venken &
Bellen, 2005). Los genes interrumpidos por la insercién del elerRemtdvil en las
lineas mutantes que presentaron valores fenotipicos, para un caracter en particular,
significativamente diferentes del valor registrado en una linea control (libre de
elementoP mévil y co-isogénica con las demas), se los denongeaes candidatos
a integrar la base genética del caracter bajo estudio. Si bien esta técnica nos indica
que los genes identificados participan en la expresion del caracter no nos demuestra
gue los genes identificados son responsables de la variacion fenotipica del caracter
en la naturalezéAnholt & Mackay, 2004; Mackay, 2001a, b; 2009).

La identificacion del subgrupo dgenes candidatosesponsables de la variacion
fenotipica natural de un caracter requierdadatilizacion de un ensayo experimental
denominado prueba de complementacion genética (Mackay, 2001a, 2004, 2009;
Anholt & Mackay, 2004). Este protocolo se ha utilizado, con resultados satisfactorios
en la identificaciébn de genes con variacion natural en otros caracteres complejos
como el comportamiento olfativo (Fanaea al., 2002); el tiempo de desarrollo
(Mensch et al., 2010); el comportamiento locomotor (Jordah al., 2006), la
longevidad (De Lucat al., 2003; Pasyukovat al., 2004; Carbonest al., 2006;

Paaby & Schmidt, 2008) y diapausa reproductiva (Schenidk,2008). El protocolo
experimental se basa en el uso de lineas derivadas de poblaciones naturales y lineas
con deficiencias cromosémicas y/o mutaciones puntuales pagerurandidato

Cabe destacar que la légica de las pruebas de complementacion genética para las
deficiencias y las mutaciones es la misma y ambas requieren de cruzamientos entre
lineas deficientesdf) o mutantes puntualem) que afectan la normal expresion del

gen candidato y una linea control (C), con al menos dos lineas derivadas de

poblaciones naturales (¥ +;) que exhiban diferencias fenotipicas para el caracter
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bajo estudio. A los descendientes de estos cruzamientos, todos heterocigotas, (para el
caso de la mutacién puntua¥+;, m/+,, C/+, C/+), se los somete al ensayo
bioldgico para medir el valor fenotipico de cada genotipo. Si la diferencia del valor
fenotipico medio del caracter entné+; y nV+, es mayor que la diferencia entre C/+

y C/+; inferimos que esta diferencia se debe a una falla en la complementacion
genética. La falla en la complementacion puede deberse a que a) la deficiencia o la
mutacion dejan al descubierto los alelos naturales con diferentes efectos en el
caracter de interés (alelismo), b) interacciones entre el gen candidato y otros QTLs
localizados en las lineas naturales que también afectan al caracter (Mackay, 2001a,
2004, 2009; Anholt & Mackay, 2004). Es fundamental resaltar que en ambos casos
elllos gen(es) identificados, denominados QTGs, estan involucrados en la variacion
natural del caracter y actiuan de forma directa por alelismo o indirecta por epistasis.
Nuestro interés se centrara en fallas en la complementacion por alelismo.

Finalmente, la busqueda de factores genéticos responsable de la variacion
fenotipica se puede profundizar identificando los polimorfismos nucleotidicos en la
secuencia del QTG responsables de la variacion del caracter en poblaciones
naturales. A las variantes nucleotidicas con efecto fenotipico se los denomina QTNs
(por su nombre en ingléQuantitative Trait Nucleotid@s(Long et al., 1998; De
Lucaet al.,2003; Carbonet al.,2006).

Los estudios de QTLs que afectan la resistencia a la inanicién han revelado que
las regiones con mayores efectos sobre este caracter estan localizadas en el
cromosoma 2 (Wangt al., 2004a; Nuzhdiret al., 2007). Ademas, Harbiscet al
(2004) han identificado 13 QTLs responsables de las diferencias en la resistencia a la
inanicién entre dos lineas de laboratorio altamente endocriadas: Oregon y 2b. De los
13 QTLs registrados, 11 se localizaron en el cromosoma 2 y 5 de ellos exhibieron
efectos especificos del sexo. Los ensayos de complementacion cuantitativa
detectaron 12 genes candidatos involucrados en la variacion del caracter entre
Oregon y 2b (Harbisoet al., 2004). Estas lineas derivan de distintas poblaciones
naturales aisladas geograficamente y se han mantenido en condiciones de laboratorio
por mas de 20 afios, hecho que podria debilitar la conclusiéon de que los genes
identificados son los responsables de la variacion natural en la resistencia a la
inanicion.

A lo largo de este trabajo, hemos demostrado que las poblaciones natutales de

melanogasteralbergan una considerable cantidad de variacion genética para la
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tolerancia a la inanicion. Asimismo, hemos detectado que una fraccion importante de
los factores genéticos que modulan la variacion del caracter se localiza en el
cromosoma 2. Precisamente, la identificaciébn de genes responsables de la variacion
detectada para la resistencia a la inanicion es el punto final de esta Tesis.

En esta Seccién se presentan los resultados de los ensayos de complementacion
genética cuantitativa que permitieron identificar variantes alélicas de genes
candidatos responsables de la variacion observada para la resistencia a la inanicion
en las poblaciones naturalesBlemelanogasteestudiadas. Para esto seleccionamos,
lineas isogénicas de sustitucién para el cromosoma 2 (derivadas de diferentes
poblaciones naturales) que exhibieron los valores mas extremos para este caracter, y
lineas mutantes para un grupo de genes candidatos (localizados en el cromosoma 2)
identificados como responsables de las diferencias en la resistencia aid&rina
entre las lineas Oregon y 2b (Harbiseh al., 2004). Estos experimentos nos
permitiran, entonces, avanzar sobre el conocimiento de las bases genéticas que

gobiernan la expresién de este caracter en la naturaleza.

4.4.2 Materiales y Métodos

Los ensayos de complementacion genética cuantitativa se realizaron pararon el fin
de identificar genes con variantes alélicas responsables de la variacién en la
resistencia a la inanicion (RI) en las poblaciones naturaleB.dmelanogaster
estudiadas. La metodologia consistio en cuantificar la Rl en individuos descendientes
de los cruzamientos entre lineas portadoras de alelos mutamteg [(ineas
portadoras de alelos naturales) (para el gen candidato de interés. Las lineas
portadoras de alelos mutantes presentan un elerRemémsponible interrumpiendo
la secuencia del gen candidato que se localiza en el cromosoma 2 y el alelo
homélogo (de expresién normal) se localiza en un cromosoma balancBafipr (

Las lineas portadoras de los alelos naturales provienen de las lineas de sustitucion
para el cromosoma 2 analizadas en la Seccidon 4.3 que exhibieron los fenotipos mas
extremos para la RI. Dado que el cromosoma balanceador contiene un marcador

fenotipico dominante (Curly), en la descendencia de cada cruzamiento se

2 Los cromosomas balanceadores albergan mdltiples inversiones en el ortien gimes que
suprimen la recombinacion con el cromosomas homadlogos; marcadores morfolégicos dominantes y al
menos una mutacion letal recesiva, 0 sea, safoviables la descendencia heterocigota para el
cromosoma balanceador (Fox & Wolf 2006). EI marcador morfolégico dominante produce alas curvas
en los portadores y se denomi@arly.
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reconoceran 2 fenotipos: salvaje correspondiente al genotippara el cromosoma
2 (donde el locus del gen candidato esta en hemicigosis) y Curly que corresponde al
genotipo +Bal para el cromosoma 2 (donde el locus del gen candidato estd en
heterocigosis con el alelo de la linea balanceadora) (Figura 4.16).

Con el fin de identificar QTG para la Rl se eligieron 6 genes candidataked
legs (crol), 1(2)k-17002 Ryanodine receptor 44fRya-r44h, 1(2)rG270, [(2)k-0061
y Numbque segun un estudio previo (Harbisetnal., 2004) mostraron variantes
alélica con efectos sobre la Rl en Oregon y 2b €F@l.,1998). Las lineas mutantes
para estos genes candidatos fueron provistas por el Drosophila Stock Center

(http://flystocks.bio.indiana.edu/Las lineas de sustitucion para el cromosoma 2

elegidas para este estudio fueron Barreal 45, Chilecito 30 y Chilecito 1 que
mostraron los mayores valores de Rl y Chilecito 25 y Glemes 251 que presentaron
los fenotipos menos resistentes (Tabla 4.16).

En la Figura 4.16 se muestra el esquema de cruzamientos y la interpretacién de los
resultados de las pruebas de complementacion.

Los cruzamientos se efectuaron entre hembras virgenes de las lineas de sustitucion
y machos de las lineas mutantes, y también los reciprocos. Para cada uno de los 30
cruzamientos (5 lineas derivas de la isogenizacién del cromosoma 2 y 6 lineas con
alelos mutantes para los diferentes genes candidatos) se obtuvieron larvas de primer
estadio (en cajas de recoleccidon de huevos siguiendo el mismo protocolo descrito en
la Seccion 3.2.1) que en conjuntos de 30 se sembraron en tubos con medio de cultivo
estandar. En total se sembraron 20 tubos por cruzamiento para garantizar el numero
de moscas necesario para realizar los ensayos de RI. Los descendientes de cada uno
de los cruzamientos se separaron por sexo y fenotipo (salvaje, que corresponde al
genotipo Hny Curly que corresponde al genotipdal). Estas moscas fueron las
que se utilizaron en los ensayos de RI siguiendisgfio experimental Bdescrito
en laSeccion 3.2.2.

Cabe sefalar que no todos los cruzamientos generaron descendencia, y por esta
razon, en cada uno de los ensayos de complementacion no se analizaron todas las

lineas de sustitucion para el cromosoma 2 mencionadas mas arriba.
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A Balanceador + Balanceador +,
T 1 X 1T 1 X s
Mutacién Mutacién 1
Mutacion Balanceador Mutacién Balanceador
Genotipos +,/m +,/Bal +,/m +,/Bal
B
Valor
fenotipico Valor
del fenotipico
carécter del
carécter
Balanceador Mutante Balanceador Mutante

Figura 4.16. A Esquema de cruzamientos utilizados en las pruebas de complementacion.
Se muestra los genotipos para el cromosoma 2 de las lineas parentales y de los
descendientes.;frosa) y + (violeta) son dos cromosomas naturales que provienen de
lineas de sustitucién cromos6mica que mostraron valores extremos de RI. Estas lineas se
cruzaron con una linea portadora de un alelo mutante para el gen candidato originado por
la insercién de un elemenkB-alelo mutantg y el alelo homoélogo se localiza en un
cromosoma balanceador que contiene unmcawlor fenotipico dominante y un letal
recesivo lpalanceadoy. B. Esquemas de los resultados de las pruebas de
complementacionPanel izquierdo, complementacion genéticdos alelos naturales
complementan el efecto del alelo mutante de modo gyet+no difieren en la Rl en el
genotipobalanceadory tampoco difiere en la Rl en el genotipotante Panel derecho

falla en la complementacién por alelismq, y++, no difieren en su Rl en el genotipo

balanceadompero si difieren en el genotipoutante
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Andlisis estadistico
El andlisis de los datos de las pruebas de complementacién para cada uno de los
genes candidatos se realiz6 mediante ANOVAs siguiendo el modelo:
Y=+ G+L+S+GXS+LXS+GXxL+LxSXxG E
dondep es la media de la RG es el factor genotipo (fijo) con dos niveles (mutante
y balanceador). es el factor linea (fijo) con tantos niveles como lineas isogénicas se
analizaronS es el factor sexo (fijo) con dos nivelestes el error y corresponde a

la variacion entre réplicas. En cuanto a las interacciames interaccionG x L

significativa indica la presencia de una falla en la complementacion (variacion
potencial del gen candidato en la muestra de alelos naturales analizada). Mientras
que una interaccion tripleés(x L x $ significativa indica la presencia de una falla
sexo-especifica en la complementacion, de modo que los efectos de las variantes
alélicas del gen candidato sobre la Rl serian sexo-dependientes.

El andlisis de las interacciones del ANOVA epeéner criterio para identificar
una falla en la complementacion genética, si la causa de la falla es alelismo debe
cumplirse uncriterio adicional, la diferencia en el valor medio de la RI entre los
genotipos ¥my +/m debe ser significativamente mayor que la diferencia entre
+,/Bal y +,/Bal (Figura 4.16B) (Pasyukowet al.,2000; Mackay, 2004; Edwards &
Mackay, 2009) en las comparaciones pareadas entre lineas. Este efecto se detecta
estadisticamente mediante el andlisis de la intera@&i. en el ANOVA, e indica
que los distintos alelos naturales del gen candidaty ¢+) que se expresan en un
fondo m, difieren en sus efectos sobre la RI. Sin embargo, cuando se analiza, al
mismo tiempo, mas de un par de lineas con alelos naturales el analogo de este
criterio adicional es que la varianza entre los genotipogm+debe ser
significativamente mayor que entre los genotipgB8at (Geiger-Thornsberry &
Mackay, 2004). Para esto se calculan los componentes de varianza entresdifeas (
separadamente para cada genotipy Bal) y se determina el cocienté, +/Bal :
o’ +/m. Esta relacién entre los dos componentes de varianza sigue una distribucién
F de Fischer con (n — 1) grados de libertad (n = nimero de lineas analizadas). Si el

cocientec?. +/Bal : o3

L +/m es mayor que el valor denh: (n-1); 0.0s €ntonces la
variacion entre lineas en un fonBal es significativamente mayor que la variacion
entre lineas en un fondm, y por lo tanto la falla en la complementacién sera

atribuible a interacciones epistaticas. Una mayor variacion entre lineas en un fondo
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Bal indica que la falla en la complementacién genética podria atribuirse a
interacciones epistaticas entre el cromosoma natural y genes ubicados en el
cromosomabalanceador El cumplimiento de ambos criterios excluye los casos en

los cuales la falla en la complementacion ocurre por epistasis, y detecta solamente
alelismo. Es importante recordar que los fondos genéticos de los genotipos mutantes
y balanceadores no son co-isogénicos. Las lineas con alelos mutantes se mantienen
sobre un cromosoma balanceador y no siempre estos estan disponibles en un fondo
genético isogénico. Por esta razén es necesario que se cumplan criterios adicionales
para ser mas cautos en la interpretacion de los resultados.

Los datos de RI se sometieron a una transformacién logaritmica natural [In (RI)]
previo a los andlisis estadisticos. Los componentes de la varianza se obtuvieron
utilizando el procedimiento VARCOMP, mientras que los ANOVAs se realizaron a
través del procedimiento GLM, ambos implementados por el paquete Statistica 8.0
(StatSoft Inc., 2007).
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4.4.3.Resultados

A continuacion se presentan los resultados de los ensayos de complementacién
genética cuantitativa efectuados para los genes candidatos. No todos los

cruzamientos dieron descendencia, por esta razén no se pudieron analizar todas
las lineas naturales para todos los genes. Los valores de RI de las lineas isogénicas

utilizadas en los ensayos de complementacion se reportan en la Tabla 4.16.

Tabla 4.16.Valores medios de RI (horas) en hembras y en
machos las lineas isogénicaslizadas en los ensayos de
complementacion.

Hembras Machos Media

CHI 1 48,1 42,8 45,5
CHI 25 46,5 47,6 48

CHI 30 61,2 49,6 55,4

BAR 45 72,4 44,9 58,6

GUE 251 37,1 30,1 33,6

Variacidén genética natural en el gercrooked legs

El ensayo de complementacion genética pevaked legse realizo con las lineas
de sustitucion: CHI 25, CHI 30 y BAR 45. Los valores medios de la RI de los
genotipos descendientes se muestran en la Tabla 4.17. EIl ANOVA del andlisis de
complementacion genética revel6 un efecto significativo de la interabciorG
sobre la RI (Tabla 4.18), sugiriendo una falla en la complementacion. El tédrmino
G x Sno fue significativo, de modo que la falla en la complementacién no fue sexo-
dependiente. Los contrastea posteriorf de Tukey demostraron que los valores
medios de RI de los individuos portadores de los genotipos CiBlalB)/BAR
45Bal no difirieron significativamente entre si (p = 0,99), y que las diferencias entre
CHI 30/ y BAR 45 fueron significativas (p < 0,0001). Asimismo, el genotipo
CHI 25/m presentd una RI significativamente menor (p < 0,0001) que el genotipo
BAR 45/m, mientras que CHI 2Bal y BAR 45Bal no difirieron significativamente

en la RI (Figura 4.17). Finalmente, el analisis de componentes de varianza entre
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lineas dentro de cada genotipo mostré que la varianza entre alelos naturales en el
fondom fue significativamente mayor que en el foril. En efecto, el valor de la
razon de varianzds fue de 0,05, menor al valor de tablas, 005= 9,28, por tanto la
falla en la complementacion puede atribuirse a alelismo.
De este modo, concluimos que el gen crooked legs presenta variantes alélica

asociadas a las diferencias fenotipicas de la Rl en poblaciones naturales.

80
—O0— CHI 30
5] —®— BAR45
o —O— CHI 25
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Balanceador Mutante

Figura 4.17. Resultados de las pruebas d®mplementacion cuantitativa
para el gercrooked legsSe grafica la media y el error estandar de la Rl para
los genotipos resultantes de los cruzamae entre lineas de sustitucion para

el cromosoma 2 provenientes de las poblaciones naturales Chilecito (CHI 30,
CHI 25) y Barreal (BAR 45) y la Iea portadora del alelo mutante. Se
grafican Unicamente las lineas que clienpn con los criterios compatibles

con la falla en la complementacién causada por alelismo.
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Variacién genética natural en el gef(2)k17002

El ensayo de complementacion genética p@)17002se realizé con las lineas
de sustitucion: CHI 1, CHI 25, CHI 30, GUE 251 y BAR 45. Los valores medios de
la RI de los genotipos descendientes se muestran en la Tabla 4.17. EIl ANOVA para
este ensayo reveld un efecto significativo de la interadcidé@ (Tabla 4.18), lo cual
indica una falla en la complementacién genética. Nuevamente, la interaccion triple
no fue significativa, de manera que el efecto es semejante en ambos sexos. Los
contrastesa posteriori” de Tukey mostraron que las diferencias en la Rl entre los
individuos portadores de los genotipos CHdl/ CHI 25Bal, GUE 251Bal y CHI
30Bal no fueron significativas. En cambio, los portadores del alelo natural para
I(2)k17002 del cromosoma CHI 1 en un fondo genético mutante difirieron
significativamente en su RI respecto de los cromosomas CHI 25 (p = 0,00001), GUE
251 (p = 0,0001) y CHI 30 (p = 0,00001) también en un fondo mutante. Estos
resultados revelan la presencia de variacion alélica natural para el gen candidato. En
promedio, el genotipo CHI dYresistié 21 h mas que CHI 2&/casi 17 h méas que
CHI 30/, y 13 h méas que GUE 25i/(Figura 4.18). Asimismo, la comparacion
entre CHI 25h y GUE 251m fue significativa (p = 0,001), aunque en este caso la
diferencia fue de sélo 8 h.

El analisis conjunto de todas las lineas de sustitucion utilizando la prueba de razon
de varianzas revel6 que el alelismo es la principal causa de la falla en la
complementacion genética pal@)k17002 ya que la variacion entre lineas fue
mayor en el fondan mutante que en el fond®al (F = 0,01 <F4 4 005= 6,38 de
tabla).

Por lo tanto, podemos concluir que la variacién alélica natural en el gen
I(2)k17002 est4 asociada a las diferencias fenotipicas en la expresion de la RI

observada en las poblaciones naturales.
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Figura 4.18 Resultados de las pruebas dmplementacion cuantitativa para el

gen [(2)k17002 Se grafica la media y el error estandar de la Rl para los
genotipos resultantes de los cruzamientos entre las lineas de sustitucion CHI 1,
CHI 25, CHI 30 y GUE 251 con la linea portadora del alelo mutante. Se
grafican Unicamente las lineas que clienpn con los criterios para detectar

una falla en la complemexttion causada p@alelismo.
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Variacién alélica natural para el genRyanodine receptor 44F

El ensayo de complementacion genética pPya44Fse realizd con las lineas de
sustitucion: CHI 25, CHI 30, GUE 251 y BAR 45. Los valores medios de la RI para
todos los genotipos descendientes se presentan en la Tablal/AANOVA mostré
gue la interaccior x G fue significativa (Tabla 4.18), al igual que en los casos
anteriores, se detect6 una falla en la complementacion. El patron no fue dependiente
del sexo, tal como lo indica el resultado de la interadci¥itx S Los contrastes de
Tukey mostraron que las diferencias entre los genotipos CBaRB/LCHI 30Bal no
fueron significativas (p = 0,65), en tanto que los genotipos Chhh 5CHI 30
difirieron significativamente en su Rl (p = 0,01). Los individuos CHInB0/
resistieron casi 6 h mas a la falta de alimento que los portadores del cromosoma CHI
1 sobre el fondo mutante (Figura 4.19). El analisis conjunto de todas las lineas revel6
gue la falla en la complementacion se debi6 a aleli$hr1,18 <F3 3 0,05= 9,28 de
tabla).

Finalmente, podemos concluir que el dgeya-44F presenta variantes alélicas
responsables de las diferencias detectadas en la Rl en poblaciones naturales

argentinas.
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Figura 4.19. Resultados de las pruebas denpementacion cuantitativa para

el genRya-44F Se grafica la media y el error estandar de la Rl para los
genotipos resultante de los cruzamisntentre las lineas de sustitucion
provenientes de la poblacion natural Chilecito (CHI 25, CHI 30) y la linea
portadora del alelo mutante para el gen candida-44F Se grafican
Unicamente las lineas que cumplieron con los criterios para detectar una falla

en la complementacién causada por alelismo.
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Variacién alélica natural para el genl(2)rG270

El ensayo de complementacion genética p@)aG270 se realizd con las lineas
de sustitucion: CHI 1, CHI 25, CHI 30, GUE 251 y BAR 45. Los valores medios de
la Rl para los genotipos descendientes se muestran en la Tabla 4.17. EIl ANOVA
reveld un efecto significativo de la interacclom Gy de la interaccion triple x G x
S En este caso, se detect6é una falla en la complementacion genética dependiente del
sexo (Tabla 4.18). El analisis de la interaccion triple apunta a que la falla en la
complementacion genética ocurrié solo eembras ya que las portadoras del
genotipo CHI i resistieron 17 h mas que las portadoras del genotipo BAR(f5/
= 0,0001) (Figura 4.20), mientras que las diferencias entre @&dl WBAR 45Bal
no resultaron significativas (p = 0,99). En los machos no se detecté ninguna falla en
la complementacion genética. El analisisaékrio adicional indicd que la falla en
la complementacién genética en hembras se puede atribuir principalmente a alelismo
(F =1,64 <F4, 4,005= 6,38 de tabla)

Finalmente, podemos deducir g(@&rG270 presenta diferentes variantes alélicas
responsables directas de las diferencias en la Rl en hembras.
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Figura 4.20. Resultados de las pruebas denptementacion cuantitativa para

el genl(2)rG270 enhembras. Se grafica la media y el error estandar de la RI
para los genotipos resultantes de los cruzamientos entre las lineas de
sustitucion CHI 1 y BAR 45 con la linea portadora del alelo mutante para el
gen candidatd(2)rG270. Se grafican Unicamente las lineas que cumplieron
con los criterios para detectar un#lafeen la complementacion causada por
alelismo.

118



Resultados y Discusion

Variacién alélica natural para el genl(2)k00611

El analisis de complementacién genética p@¥00611se realizd con las lineas
de sustitucion CHI 1, CHI 25 y CHI 30. Los valores medios de la RI para todos los
genotipos descendientes se muestran en la Tabla 4.17. El ANOVA del ensayo de
complementacion reveld un efecto significativo de las interacciomeSy L x G x
S Como en el caso anterior, estos resultados indican la presencia de una falla en la
complementacién genética dependiente del sexo (Tabla 4.18). El analisis de la
interaccion triple revel6 que la falla en la complementacién fue significativa sélo en
hembras Las diferencias entre las portadoras de los genotipos @&al y/CHI
30Bal no fueron significativas, en tanto que las portadoras del genotipo @HI 1/
resistieron casi 34 h mas que CHIBQp = 0,0001) (Figura 4.21). En el analisis
hemos incluido la linea GUE 289, que no se incluyé en el ANOVA general debido a
que no pudimos obtener datos de la Rl en machos. Las hembras portadoras del
genotipo GUE 28®al (Rl = 85,3 h), no difirieron significativamente en su RI
respecto de las hembras con genotipo ClBlall/No obstante, las portadoras del
genotipo GUE 28% (Rl = 50,9 h) resistieron significativamente 44 h menos bajo
inanicion que las portadoras del genotipo CHh {p = 0,00003). El analisis del
criterio adicional nos permite afirmar que la falla en la complementacién genética
puede atribuirse a alelismb € 0,13 <F3 3 005= 9,28 de tabla).

Finalmente concluimos que el géR)k00611contribuye a la variacion natural en
la Rl en hembras aportando variantes alélmasefecto directos sobre el caracter de

estudio.
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Figura 4.21.Resultado de las pruebas de complementacién cuantitativa para el
genl(2)k00611solo erhembras. Se grafica la media y el error estandar de la RI
para los genotipos resultante de los amientos entre las lineas de sustitucion
CHI 1, CHI 30 y Giilemes (GUE 289) y la linea con el alelo mutante para el gen
candidatd(2)k00611 Se grafican Unicamente las lineas que cumplieron con los
criterios para detectar una falla en la complementacion causada por alelismo.
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Variacién genética natural en el getNumb

El ensayo de complementacion genética péumb se realizdé con las lineas de
sustitucion CHI 1, GUE 251 y BAR 45. Los valores medios de la RI de todos los
genotipos descendientes se muestran en la Tabla 4.17. El ANOVA para el ensayo
reveld que las interaccionesx Gy L x G x Sno fueron significativas (Tabla 4.18).

De hecho el analisis exploratorio de los contrastes de Tukey mostré que ni las
diferencias entre los genotipos CHBa&l, GUE 251Bal y BAR 45Bal ni entre los
genotipos CHI Ih, GUE 251y BAR 45m CHI 1 fueron significativas.

De este modo, podemos concluir que si bien elNyigmbesta involucrado en la
determinacion de la variacion de la RI entre Oregon y 2b (Harbisaln, 2004), no
exhibe variantes alélicas asociadas a la variacion de la Rl entre las lineas estudiadas

en esta Tesis.
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Crooked legs gen [(2)k17002

Ambos sexos Hembras machos Ambos sexos Hembras machos
Alelos naturales| m Bal m Bal m Bal m Bal m Bal m Bal
CHI1 57,2 58,3 65,1 70,6 49,3 46 71,1 64,8 79 76,2 61,1 53,5
CHI 25 54 58,5 61,6 73,3 46,5 43,7 49,9 59,7 52,5 69,4 46,6 49,6
CHI 30 57,7 63,8 59,6 71,1 55,3 54,6 54,2 62,4 58,4 76,9 50,1 55,1
BAR 45 68,9 63,2 77,7 75 59 49,7 66,2 70,1 74,4 85,3 57,5 54,1
GUE 251 ND ND ND ND ND ND 58,1 62,4 57,2 72,8 59 52,1

Ryanodine receptor 44F (2)rG270

Ambossexos Hembras machos AmlsExos Hembras Machos
Alelos naturaleg m Bal m Bal m Bal m Bal m Bal m Bal
CHI 1 ND ND ND ND ND ND 68 55,8 89 69,2 47 42,8
CHI 25 59,5 72,9 68,3 84,4 50,6 61,4 654 69 76,9 80 53,9 58,1
CHI 30 65,3 73,9 66,4 75,2 64 72,7 65,3 69 73 75,6 50,4 48,4
BAR 45 63,4 65,4 67,1 75,2 59,7 55,7 60,8 57,7 72 72,7 49,5 42,8
GUE 251 60 61,1 69,2 73,2 50 49 61,4 52,1 74,3 59,5 48,5 44,8

[(2)k00611 Numb

Ambos sexos Hembras machos Ambos sexos Hembras machos
Alelos naturales| m Bal m Bal m Bal m Bal m Bal m Bal
CHI 1 73,2 78,2 94,9 92,4 47 59,9 | ND ND ND ND ND ND
CHI 25 55,4 60,5 64,9 76,1 46 45 51,7 47,8 57,6 54,3 45,7 41,4
CHI 30 54 75,4 61,1 90 51,5 64 ND ND ND ND ND ND
BAR 45 ND ND ND ND ND ND 57,3 476 70,2 56,7 44,5 38,5
GUE 251 ND ND ND ND ND ND 56,3 417 62,7 40,4 46,7 43,5

Tabla 4.17.Valores medios de la Rl (en horas) para cada genotipo piamdedos sexos, y ademas para hembras y machos separados.
m: fondo genético mutad®al: fondo genético balanceador. ND: no hay datos dedbigige los cruzamiento® generaron descendientes
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Tabla 4.18.Resultados de los ANOVAs para los ensayos de complementacion genética

cuantitativa de los genes candidatos analizados.

Crooked legs 1(2)k17002

Fuentes de variacion | gl F p Fuentes de variacion | gl F p

Linea 3 18,1 p <0,0001 Linea 4 29,1 p < 0,0001
Sexo 1 4139 | p<0,0001 |Sexo 1 2695 | p<0,0001
Genotipo 1 0,5 0,47 Genotipo 1 25,7 p <0,0001
Linea x Sexo 1 10,2 p <0,0001 Linea x Sexo 4 6,1 p < 0,0001
Linea x Genotipo 3 6,4 0,0004 Linea x Genotipo 4 7,4 p <0,0001
Sexo x Genotipo 3 33,2 p <0,0001 Sexo x Genotipo 1 46|5 p < 0,000
Linea x Genotipo x Sexp 3 0,5 0,67 Linea x Genotipo x $exo 4 1,6 0,18
Error 132 Error 258

Rya-44F I(2)rG270

Fuentes de variacion | gl F p Fuentes de variacion | gl F p

Linea 3 10,1 p < 0,0001 Linea 4 19,5 p <0,0001
Sexo 1 117,3 p<0,0001 |Sexo 1 1012,7 | p<0,0001
Genotipo 1 16,7 p < 0,0001 Genotipo 1 27,4 p <0,0001
Linea x Sexo 3 11,0 p <0,0001 Linea x Sexo 3 9,6 p < 0,0001
Linea x Genotipo 3 4.8 0,003 Linea x Genotipo 4 11,0 | p <0,0001
Sexo x Genotipo 1 3,2 0,07 Sexo x Genotipo 1 0,9 0,35
Linea x Genotipo x Sexp 3 0,7 0,56 Linea x Genotipo x $exo 4 4,80,001
Error 138 Error 179

1(2)k00611 Numb

Fuentes de variacién | gl F p Fuentes de variacién | gl F p
Linea 2 56,5 p < 0,0001 Linea 3 24,2 0,06
Sexo 1 1448 p<0,0001 | Sexo 1 145§ p<0,0001
Genotipo 1 66,7 p < 0,0001 Genotipo 1 29,9 p < 0,0001
Linea x Sexo 2 4,9 0,009 Linea x Sexo 3 8,2 0,0002
Linea x Genotipo 2 16,2 p <0,0001 |Linea x Genotipo 3 4,7 0,05
Sexo x Genotipo 1 0,5 0,47 Sexo x Genotipo 1 4,1 0,04
Linea x Genotipo x Sexp 2 11,8 p <0,0001 |Linea x Genotipo x Sexp 3 2,1 0,1
Error 103 Error 116
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4.4.4.Discusion

En la presente Seccion hemos identificado 5 genes responsables de la variacion
natural en la resistencia a la inaniciéon en poblaciones argentifasrdelanogaster
Mediante el uso de ensayos de complementacion genética cuantitativa logramos
identificar alelos naturales que contribuyera variacion fenotipica natural para este
caracter.Asi, parte de la variacion genética detectada para la Rl entre las lineas de
sustitucidén para el cromosoma 2 podria atribuirse a la variacion alélica de 5 de los 6
genes candidatos estudiados en la ptes8eccion. De este modo, confirmamos que
crooked leggcrol), Ryanodine receptor 44fRya-r44H, 1(2)rG270, 1(2)k-17002 1(2)k-

0061 son genes que no solo estan involucrados en la expresion de la RI, sino que
también exhiben variantes alélicas asociadas a su variacién natural. Los alelos
identificados provinieron de tres poblacion@stemes (24° 41’ S), Chilecito (29° 10’ S)

y Barreal (31° 35’ S). Los individuos portadserde los alelos procedentes de Gliemes
presentaron los valores magdsapara la RI, este resultado era esperable debido a que
las lineas de sustitucion provenientes de esta poblacién exhibieron también valores
bajos de resistencia (Tabla 4.16). Sin embalos resultados obtenidos de los ensayos
con los alelos naturales de Chilecito y Barreal fueron, en algun aspecto sorprendentes,
ya que para algunos de los genes camoddos individuos portadores de alelos
naturales procedentes de lineas de sustitucion que habian mostrado altos valores de RI
(BAR 45 y CHI 30) fueron menos resistentgge los individuos que albergaron alelos
originarios de lineas de sustitucién que mostraron bajos valores de Rl (GUE 251 y CHI
25) (Tablas 4.16 y 4.17). Como ejemplos de este comportamiento se encuentran los
ensayos de complementacion realizados con los gée&270, 1(2)k006111(2)y
[(2)k17002 en este Ultimo ademas se obsequa el alelo de Gliemes presenta una
resistencia mayor que dos alelos de Chilecito, cuando en las lineas de sustitucion el
patron fue opuesto. Asimismo, es interesam¢mcionar que los valores fenotipicos de

las lineas de sustitucidon (Tabla 4.16) fueron, por lo general, menores que los valores de
la RI en las correspondientes lingasn (Tabla 4.17). Estos resultados indican que el
valor fenotipico de un caracter complejo, coimdrl, no se reduce a los efectos de sus
genes individuales, de modo que las intemeEs genéticas (dominancia y epistasis)
también ejercen sus efectos sobre Bbfgo (Fox & Wolf, 2006; Hansen, 2006). Todo

esto sugiere que la arquitectura genética de la Rl es compleja y que las interacciones

epistaticas desempefiar papel fundamental en la regulacién de la RI.
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Los genes candidatos responsables de lacian natural de la Rl se sabe que estan
involucrados en la regulacién de funciohésiégicas diferentes como la reproduccion,
el metabolismo y el comportamiento alimenticio. Esto sugiere redes de genes con
efectos pleitrépicos que relacionan a la Rl con otros caracteres complejos. Finalmente,
cabe destacar que en todos los ensayosod®lementacion realizados las hembras
mostraron siempre los fenotipos mas resistefdage indica que el dimorfismo sexual
del caracter se mantiene a través dediferentes alelos naturales (Tabla 4.17).

La poblacion de Chilecito aporté lineas de sustituciéon con fenotipos en ambos
extremos de la distribuciéon, y mostré variantes alélicas para determinados genes
candidatos con altos valores de resistencia, y variantes para otros genes con bajos
valores de resistencia, lo cual sugiere d@stiones: 1) confirma que las diferencias en
la RI entre las lineas de sustitucion extremas se pueden explicar, en parte, por diferentes
alelos en algunos genes candidatos contafedirectos sobre el fenotipo y 2) la
presencia de variacion alélica natural dentro de la poblacion, donde 3 genes candidatos
estudiados mostraron al menos dos alelos diferentes con efectos significativos sobre el
caracter. Lamentablemente no contamos, al momento de hacer el estudio, con mas
lineas de sustitucién de Barreal y dee®i@s para comparar niveles de variacion
intrapoblacional de los genes candidatos.

En lo que refiere a las funciones biolégicas de los genes que tienen efectos
significativos sobre la variabilidad fenotipica de la RI sabemosimqaked leggcrol)
codifica para un factor de transcripciéon dedos de zinc que esta regulado positivamente
por la hormona esteroidea ecdysona durante el estadio del desarrollo larva tardia / pre-
pupa (D'Avino & Thummel, 1998).Crol esta intimamente relacionado con la
metamorfosis por su rol clave en la regidacde la transcripcion de numerosos genes
de respuesta a la ecdysona, entre los que se encuentra el receptor de la Ect/sona
(Koelle et al., 1991). Asimismo, su expresion seatda en tejidos diana de la ecdysona
como los discos imaginales y las glandulas salivales, y ademas en el sistema nervioso
central (D’Avino & Thummel, 2000). Por su parte, Brosophila la ecdysona (20-
hydroxy ecdysone) esta involucrada en la matecion de los tejidos larvales, y es
necesaria en la determinacion de lagueturas adultas (Thummel, 1996; Klowden,
2002). En este sentido, es fundamental pm@decuada diferenciacion que sufren los
discos imaginales. Desde nuestro punto de vista, es interesante destacar que las células
epiteliales asociadas a los discos imaginalasn lugar a las células grasas de los

adultos deDrosophila(Hoshizakiet al.,1995). La diferenciacion de células reservorios
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de grasas en adultos derosophila podria estar intimamente relacionada con la
capacidad de los adultos de resistir a la escasez de alimento. Una posible implicacion de
nuestros resultados es que la variacion alélicarde que seexpresa en los discos
imaginales y que sabemos afeletd|, podria afectar la difenciacion de la cantidad de
células grasas, y de este modo los res®s lipidicos de la mosca adulta,
fundamentales para la sobrevivir periodogsieasez de alimento. En este contexto, los
resultados expuestos en la Seccién 4.3 junto con otros trabajos ilustran la estrecha
relacion que existe entre el contenido de lipidos y la Rbresophila (Chippindaleet

al., 1996; Djawdaret al.,1998; Harshman & Schmid, 1998; Arrese & Soulages, 2010).

Otro de los genes para los cuales deteasavariacion alélica asociada a la variacién
en la Rl eRyanodine receptor 44fRya-44B. Este gercodifica para un canal de €a
el cual media la liberacion de ¥a intracelular desde el reticulo
endoplasmatico/sarcoplasmatico, un prodesmlamental en la homeostasis def'Ca
En Drosophilg su expresion se detectd en los musculos de los embriones tardios,
mientras que en adultos su transcripcidon se registré en el muisculo tubular y el cerebro
(Hasan & Rosbash, 1992). La principal funcion Riga-44F es regular importantes
procesos celulares como la dupla excitacién-contraccion del musculo, la secrecion
endo/exocrina y la excitabilidad neuronal (Hasan & Rosbash, 1992; Takeshaha
1994; Shimutaet al., 2001; Yamazakiget al., 2009). Asimismo, este receptor tiene
fuertes efectos sobre la ingesta de alimento y el paso de los mismos a través del
intestino. Larvas mutantes &ya-44Fpresentaron serios defectos en la ingesta y en la
excrecion, donde el principal responsablesatlanomalia es una contraccion muscular
anormal (Sullivaret al. 2000). Los distintos alelos dya-44Fdetectados en esta Tesis
podrian afectar de manera diferencial la absorcion de los alimentos en adultos de
Drosophila por su efecto sobre los masculos tubulares adultos. Esto podria disminuir
los niveles de reservas alimenticias y consecuentemente afectar la supervivencia de los
adultos bajo condiciones @scasez de alimento.

Otro de los genes para los que detectamos una falla en la complementacion genética
fuel(2)rG270 Este gen ejerce sus efectos sobre la fecundidad y mas especificamente en
el desarrollo de huevos. Mutantesl{@®rG270 produjeron huevos anormales debido a
un fallo en la oogenesis (Perrimet al., 1996). Hasta el momento se desconoce el
producto de la transcripcion d@)rG270y, por lo tanto, su funcion especifica en la
regulacion de la oogenesis, proceso que incluye mdultiples y diversos mecanismos

moleculares y celulares que o@ir tanto en el ovario, como fuera de él. La existencia
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de variantes alélicas naturales para esteqye afectan la variacion de la Rl sélo en
hembras pone claramente de manifiesto laelsér relacién entre la Rl y la fecundidad
(Service & Rose, 1985; Leret al.,1994 a, b; Prasad & Joshi, 2003).

En relacibn a los restantes genes en los que se detectaron fallas en la
complementacion genétic§2) k17002y 1(2)k00611 hasta el momento no se han
identificado los procesos bioldgicos en tpge estan involucrados. En este sentido, la
presente Tesis es un aporte al conocimietgdas funciones de estos genes ya que
nuestros resultados muestran que estan implicados en la resistencia al stress alimenticio.

Finalmente, el Unico gen para el qudesiotipo de los portadores del alelo mutado
fue complementado por los diferentes alelos naturaleNdug Se ha demostrado que
Numb regula la Rl y que ademds presenta variantes alélicas responsables de las
diferencias entre las lineas Oregon y 2b (Harbetaal., 2004). Sin embargo, nuestros
resultados muestran que no esta involucradta eariacion natural del caracter en las
poblaciones analizadas en este trabldiomb codifica para una proteina asociada a la
membrana involucrada en la diferenciacion celular durante el desarrollo del sistema
nervioso erDrosophila (Posakony, 1994; Jan & Jan, 1998). Asi, una divisién celular
asimétrica del geNNumben el érgano precursor sensori@DOR por su denominacién
en ingles,Sensorial Organ Precursprcomponente del sistema nervioso periférico,
genera células hijas con diferentes destitadalares, creando la diversidad propia del
sistema nervioso maduro (Rhyes$ al., 1994; Tanget al., 2005). AdemasNumb
modula el camino de sefializacion Metch también involucrado en la proliferacién y
diferenciacion celular a travéel mismo mecanismo (Gua al., 1996; Spana & Doe,

1996; Tanget al., 2005). La ausencia de variantes alélicas para este gen que afecten
diferencialmente la RI es posible queasconsecuencia de una fuerte presion de
seleccion purificadora. Alternativamente, estariantes alélicas podrian ser raras y no
encontrarse asi, dentro de la muestra desal@turales que analizamos en esta Seccion.

Los genes que se analizaron ya habian sido identificados por Haebislo(2004)
como genes que presentaban variabilidad genética asociada a variacidn fenotipica. En
aquel estudio se emplearon solo dos lineas: Oregon y 2b, que derivan de poblaciones
diferentes, Oregon proviene de Estados Unid@b de Rusia y que tienen una historia
de mas de 20 afios de endocria en el &boo. Nuestros resultados demostraron que
crooked leggcrol), Ryanodine receptor 44fRya-r445, 1(2)rG270, 1(2)k-17002 I(2)k-

0061 también exhiben variacidn genética poblaciones naturales localizadas en

Argentina. Es interesante sefialar que egéoges exhibieron estid misma caracteristica
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para regiones geograficamente distantes como Estados Unidos, Rusia y Argentina con
lo cual la variacidon determinada por estos QTG no se circunscribe a una regién
geografica particular. Por otra parte, en el estudio de Harkisah (2004) no pudo
establecer si la variacién detectada es politipica o polimérfica. En cambio, nuestros
estudios permiten afirmar que los geriRganodine receptor 44F, 1(2)k17002
I(2)k00611 presentan variacion polimorfica, ya que se detectaron variantes alélicas
asociadas a la Rl en una misma poblacion (Chilecito) mientras que para los restantes
genes no fue posible confirmar si se trataba de variacion polimorfica o politipica

El hecho de haber detectado fallas emdanplementacion genética Unicamente en
hembras para los gend@)rG270 y 1(2)k00611I(2) concuerda con el patrén sexo-
especifico de la arquitectura genética del caragie describimos a lo largo esta Tesis.

Para el futuro queda pendiente la identificacién de los polimorfismos moleculares o
SNPs Gingle NucleotidePolymorphisn en los genes candidataesponsables de la

variacion natural de la resistencia a la inanicion.
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Conclusiones

En relacién a los patrones de variacion en la RI

En lineas generales los resultados de dggerimentos realizados en esta Tesis
indican qudas poblaciones naturales Demelanogastemuestran claras diferencias en
su capacidad para sobrevivir bajo condiciode falta de alimento. Estas diferencias
estan genéticamente determinadas y paresm® consecuencia da accion de la
seleccién natural, que actla directa sobre el caracter o indirectamente via un carécter
correlacionado genéticamente y conduce a la adaptacién a las condiciones ambientales
imperantes en cada localidad de muestreo. Los factores selectivos que afectarian la
evolucion del caracter podrian ser el tipo de recurso alimenticio y su disponibilidad
espacio-temporal.

Ademas de las diferenci@gnéticas interpoblacionales, dentro de cada poblacion
natural existe una substancial cantidad de variacidbn genética para este caracter de
resistencia al estrés que confirma su alto potencial evolutivo en la naturaleza.

Entre los mecanismos implicados en el mantenimiento de los altos niveles de
variacion genética intrapoblacional en la RI la interaccion Genotipo x Sexo detectada en
todos los experimentos tendria un papel reénParticularmente, los genotipos que
mostraron efectos sexualmente antagonisore el caracter ofrecen una via para
explicar el mantenimiento de la variacigaenética debido al hecho que los coeficientes
de seleccion tendrian signo opuesto en hembras y machos.

Ademas, nuestros resultados permiten proponer que la variacidbn genética
intrapoblacional en la RI podria mantenerse como consecuencia de la variacién genética
en el CL, un caracter correlacionado genétaaten con la RI. El hecho que la Rl y el
CL exhiban una significativa correlacién géog sugiere una base mecanicistica de la
variacion en la Rl y la posibilidad que ehracter blanco de la seleccion sea,
efectivamente, el CL, y que las observacioaesrca de la Rl sean consecuencia de
seleccion correlacional o indirecta.

Una importante fraccion de la variacidbnngéica natural en la Rl se atribuye a
factores genéticos localizados en el cromosoma 2.

En la presente Tesis se ha detectado variacién genética intra e interpoblacional para
la RI en todos los experimentos, tanto en los efectuados con isolineas, controlando y no
controlando el estado reproductivo de lasscas, y en los realizados con lineas de
sustitucién cromosémica. La comparacion entre los estudios de variacion geografica

con isolineas y lineas de sustitucion reveld algunas discrepancias que permiten hacer
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algunas inferencias acercal dmodo de acciébn de los genes implicados en la
arquitectura genética de la RIl. Con laslifeeas se detectarotlinas latitudinales
negativas (a mayor latitud menor RI), porcehtrario, con las lineas de sustitucién se
detectd una clina positiva (a mayor latitud mayor RI). Estos resultados sugieren una
compleja arquitectura genética de la Rl en la que los efectos de los genes implicados no
serian estrictamente aditivos sino que sus efectos parecen depender del fondo genético,
sugiriendo interacciones entre los factorasétjeos localizados en el cromosoma 2 y el

resto del genoma.

Inferencias acerca dda Arquitectura genética de la Rl

Hemos demostrado que el cromosoma 2 doungg a la variacion geética natural de
la RI. En este contexto, los resultadosstreron que la contribucion relativa de la
diferenciacion interpoblacional y la variaciérirapoblacional a la varianza fenotipica
en la RI fue semejante (alrededor del 7% y 50 %, respectivamente) en los estudios con
isolineas y con lineas isogénicas de sustitucion cromosémica. Entonces, con el fin de
comparar la contribucion relativa del componente genético en ambos grupos de lineas
estimamos los parametros genéticos cuanti@tfVabla 5.1). Cabe recordar que las
lineas de sustitucion cromosémica son completamente homocigéticas para todo el
genoma (isogénicas) y que difieren entre si Gnicamente en el cromosoma 2 ya que los
cromosomas X y 3 son los mismos que los de la linea utilizada como control
denominada IsoB. Asimismo, es importante destacar que los protocolos experimentales
utilizados en los ensayos con isolineas y con lineas isogénicas fueron exactamente
iguales y que solo difiieron en la fraccion del genoma que variBlisefo
Experimental B, Seccion 3.3.1). Las comparaciones de los parametros genéticos
cuantitativos mostraron algunos resultados sorprendéviiestra expectativa era una
mayor varianza genética Yg) en las isolineas que en las lineas isogénicas, debido a
la mayor homogeneidad genética entre &5 Ultimas. El patrén observado varié
entre sexos ya que so6lo los machos se ajustaron a la predicci&n.lashembraslas
estimaciones d&/ fueron mayores en la muestra de lineas isogénicas de sustitucion
gue en las isolineas (Tabla 5.1), indicamge aquellas exhiben una mayor variaciéon

asociada al caracter.
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Tabla 5.1.Parametros genéticos cuantitativos garmdl en lineas con genoma completo
natural y lineas con sélo el cromosoma 2 natural, en sexos por separado.

HEMBRAS MACHOS
Genoma natural Cromosomd Zenoma natural Cromosoma 2
natural natural
Ve 50,3 61,4 60,2 45,3
Ve 26,5 36,8 43,1 32,7
CVe 11 12 15 13

VE: varianza fenotipicays: varianza genétic&; Vs coeficiente de variacién genética

¢Es posible que la variacion genética efitreas de sustitucion que sélo difieren
entre si en un elemento del genoma (cromosoma 2) y que son altamente homocigéticas
sea mayor que la variacién genética entrealrgue difieren en genomas completos de
origen natural? ¢ Como pueden explicarse estas observaciones?

Se sabe que los efectos de la variabifidgghética natural sobre el fenotipo pueden
ser amortiguados (traducido del término indlafering o liberados como resultado de
complejas interacciones genéticas (Le Rouzic & Carlborg, 2007) y/o como resultado de
perturbaciones ambientaldsa variacion genética de un caracter estd compuesta por
todos los elementos genéticos que contribuyen a su expresion fenotipica presente y
futura. De todos estos componentesamente una fracciébn denominadariacion
genética visibleafecta al fenotipo, mientas que otra fraccién se traduce en variacion
fenotipica solamente bajo ciertas condiciones genéticas o ambientales especificas. Esta
situacion se ilustra en la Figura 5.1 emjlee se muestra la variacion fenotipica de dos
caracteres bajo dos condiciones ambientalbsstre y perturbada. La varianza de uno
de los caracteres, el indicado por el maocaekgro, es independiente de las condiciones
ambientales y se dice, en este caso, que la expresion del fenotipo esta canalizada. En
cambio, la varianza fenotipica del segoindaracter si depende del ambiente,
expresandose en condiciones de un ambiente perturbado mucha mas variacion

fenotipica, ilustrando en este caso una situacion de descanalizacion del fenotipo.

% variabilidad: potencial o disposicién de unaisa genético a variar (Wagner & Altenberg, 1996)
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Figura 5.1. Cambios en la varianza fenotipica entre lineas
cuando se perturba el ambiente ya sea por una alteracion en
el ambiente o en el genotipo (modificado de Gibson y
Wagner 2000).
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Este componente de la variabilidad gergétijue confiere potencial para producir un
cambio fenotipico, pero queo se expresa en genotipos naturales (genotipos que
comunmente encontramos en la naturglezaambientes naturales, se denomina
variacion genética cripticay se traduce a diferencias fenotipicas cuando el fondo
genético cambia o es perturbado, o bajo condiciones de estrés ambiental (Hermisson &
Wagner, 2004; Gibson & Dworkin, 2004). $omecanismos subyacentes a esta
variabilidad “oculta” son las interacciones epistaticas y las interacciones genotipo-
ambiente (Carlborg & Haley, 2004; Le Rouzic & Carlborg, 2007). De hecho, es muy
factible que la epistasis sea un componentecedam la regulacion de la expresion de

caracteres complejos (Carlborg & Haley, 2004).

En resumen podemos afirmar que 1) las interacciones entre factores genéticos
ubicados en el cromosoma 2 y el redld genoma amortiguan (disminuyendo) la
variacion fenotipica natural en la resistencia a la inanicion entre los genotipos naturales,
2) existe variacion genética criptica para Estencia a la inanicion en la naturaleza, vy,
muy relevante, 3) que los efectos de las interacciones genéticas son dependientes del
sexo. Justamente, en nuestro estudio laamedizacion, es decir la liberacion de la

variacion fenotipica se observé Unicamente en hembras.
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Al analizar los patrones de distribucion fdecuencias acumuladas para la Rl en los
dos grupos de lineas (isolineas e isogénieaspmbos sexos, es posible visualizar
graficamente lo que indican los parametros genético-cuantitativos (Figura 5.2). En las
hembras se puede observar que el rango dgagan en lineas isogénicas fue mayor
gue en isolineas. Ademas, las isogénicas mostraron un valor fenotipico medio para el
caracter mayor que las isolineas. Estomdtipodria deberse a que el fondo genético
IsoB incrementaper sé la Rl respecto de las isolineas. No obstante, el valor de RI de
individuos IsoB fue menor que los de lasliiseas en ambos sexos. Por lo tanto, la
menor variacion genética observada en los genotipos naturales (isolineas) es muy
probablemente consecuencia de pmoceso de amortiguacion genéticabuoffering
donde el fondo genético natural en isolineas actia amortiguando los efectos de los
cromosomas 2 sobre el fenotipo, y permitiendo la visualizacién de una fraccion de la
variabilidad genética natural en la RI. Cuando el fondo genético en el cual se encuentran
los cromosomas 2 naturales se reemplazaepale IsoB (perturbacién genética), se
produce una liberacion de variacién fenat#pyi debido a la expresion de variacion
genética que estaba “oculta” en los genotipos naturales, traduciendo la variacion
genética criptica en diferencias fdpatas. Asi, proponemos que el mecanismo
subyacente a nuestras observaciones es quadlio de ambiente genético produciria
una alteracién de las interacciones epistéaticas entre los genes del cromosoma 2 y el resto
del genoma. No obstante, es importantendaoque este efecto se observé Unicamente
en hembras de modo que la interaccion gepatipor sexo también podria ayudar a

explicar la canalizacion de la Rl en las lineas silvestres.
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Figura 5.2. Distribucién de frecuencias acumuladas (%) para la resistencia a la inanicion en
isolineas y en lineas isogénicas en hembras y machos.
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En la misma direccion parecen apuntims resultados delas pruebas de
complementacion presentados en la Seccién 4.4. Precisamente, alli mostramos que los
valores fenotipicos de los desceamies de genotipo heterocigoético i/ de los
cruzamientos entre lineas de sustitucionngds portadoras de alelos mutantes para
genes candidatos (QTG) de la RI, fueron mayores que o invirtieron el valor fenotipico
de la linea de sustitucion con el cromosoma 2 de origen natural (ver Tablas 4.16 y 4.17).
Es mas, algunos QTGs mostraron un efecto dependiente del sexo sobre la Rl que afectd
la expresion del caracter Unicamente en hembras. Los resultados informados en la
Seccion 4.4, por lo tanto, apoyan la hipétesis de la amortiguadiaffesinggenético
sustentado en interacciones genéticas que refpupresion de la variacion natural en
la RI.

A modo de control estudiamos el patron de distribucién de frecuencias acumuladas
para la longevidad en isolineas y en linsagénicas con el fin de detectar posibles
interacciones genéticas que regulan la exprafida variacion natural en la longevidad
(Figura 5.3). En este caso observamos que 1) en ambos sexos, las lineas isogénicas
presentan un rango de variacién fenotipicgangue las isolineas, 2) el valor medio de
longevidad es menor en isogénicas que en isolinedembras y 3) en las lineas
isogénicas se detectaron valores de longevidad bajos (menores a 20 dias), en ambos
sexos, que sugieren la expresion de alelxesivos cuyos efecto promedio seria
deletéreo sobre este componente de la aptitud biolégica (Dobzhansky, 1970).
Finalmente, la observacion de un mayor rango de variacion en las lineas isogénicas
podria explicarse por la aparicibn de genotipos con bajos valores de longevidad,
consecuencia de la manifestacion de lostefede alelos recesivos cuyo efecto esta
enmascarado en los genotipos naturales.

De esta forma, y tomando en consideracion todos los resultados obtenidos en la
presente Tesis, podemos concluir que guidectura genética de la longevidad y la
resistencia a la inanicién son diferentes, lo que, ademas, apunta a que ambos caracteres

evolucionarian de manera independiente.
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Figura 5.3. Distribucién de frecuencias acumuladas (%) para la longevidad en isolineas y en

lineas isogénicas en hembras y machos.
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El apareamiento v la resistencia a la inanicién en hembras

La comparacion de los patrones de variacion en la Rl desceipties Secciones 4.1
y 4.2 revela llamativas diferencias. En primer lugar, las moscas analizadas en la Seccion
4.1 fueron mas resistentes a la inanicion tps analizadas en la Seccién 4.2. En
segundo lugar, detectamos importantes diferencias en la magnitud de la varianza entre
lineas entre machos y hembras en las moscas analizadas en la Seccion 4.1 que no lo
observamos en las moscas estudiadas $adeion 4.2. La Unica diferencia entre ambas
Secciones radico en el estado reproductivo de las moscas, en la primera no se control6
el estado reproductivo (no virgenes), endamiie en la segunda si, ya que solo se
analizaron moscas virgenes.

En organismos de reproduccion sexual elrapmiento implica diferentes costos y
beneficios para hembras y machos, lo quede generar un conflicto sexual (Partridge
& Hurst 1998). Se sabe que el apareamientore@alevados costos para las hembras.
En efecto, las proteinas seminales transdsrigbr los machos durante la cépula inducen
profundos cambios fisiolégicos y comportamentales en las hembras que conducen a
aumentar el éxito reproductivo de los machos. Por ejemplo, ciertas proteinas seminales
reducen tanto el tiempo de vida de las hembras como su éxito reproductivo, ya que
disminuyen la frecuencia de re apareamiento (Chamhah, 1995; Civetta & Clark,
2000; Markow, 2002; Liu & Kubli, 2003; Wigby & Chapman, 2005). Ademas, se han
investigado otros costos asociados a la cdpula como un aumento en la tasa de predacion,
riesgo de dafio fisico y aumento de |scaptibilidad a infecciones por patégenos
(Partridge & Hurst, 1998; Arngvist & Nilsson 2000; Johnstone & Keller, 2000). En
general, se puede plantear la hipétesis que los costos que conlleva el apareamiento son
mayores para las hembras que para los asadlo obstante, este escenario puede no
ser siempre asi, por ejemplo, en especiesDdesophila que viven en habitats
desérticos, las hembras ven aumentada su resistencia a la desecacién después del
apareamiento (Knowlest al., 2004, 2005). Asi, la interaccibn macho-hembra afecta a
caracteres de estrés, ecolégicamentevaeles, y en un escenario natural el
apareamiento parece no ser tan perjudicial (Candolin & Heuschele, 2008).

En este contexto, nuestros resultados revelaron que las hembras no virgenes
muestran una mayor tolerancia a la inanicién que las hembras virgenes (Figura 5.4). En
contraposicion, el apareamiento no parecéctal la Rl de los machos, en ninguna de

las poblaciones naturales analizadas. Die esodo, el apareamiento parecio traer
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aparejada una ventaja adaptativa para las hembras, con efectos positivos sobre este

relevante caracter de estrés.
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Figura 5.4. Resistencia a la inanicion en moscas virgenes y no virgenes

provenientes de diferentes poblaciones naturales. *** indica p < 0,0001.
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Elllos mecanismo/s que explica/n la mayor RI en hembras todavia no esta resuelto
por completo, pero seguramente esta medpda accidn de las proteinas secretadas
por las glandulas accesorias de los mackhapg en inglés) que inducen cambios
fisiolégicos y comportamentales en las hembras (Wolfner 2002; Kubli 2003; Chapman
& Davies 2004). Por ejemplo, las proteisasninales pueden actuar directamente sobre
los centros que controlan el apetito (lezal., 2004;Wynneet al.,2005) y producir un
incremento en la tasa de ingesta de alimento en hembras recién apareadas (&@arvalho
al. 2006). Por el contrario en machos el comportamiento de alimentacién no estuvo
afectado por su estado reproductivo.

Asimismo, un pequefio péptido seminal demamo péptido sexual (SP en inglés),
estimula la liberaciébn de hormona juveniH(&n inglés), la cual a su vez regula la
maduracién sexual y la oogéresin hembras adultas @sosophila (Bownes, 1989;
Riddiford, 1993; Solleret al., 1999; Gruntenko & Rauschenbach, 2008). La induccién
de la oogénesis podria provocar un aumento egésta de alimento lo cual finalmente
resulta en un aumento deslaeservas lipidicas (Ruskt al., 2007), que como
demostramos esta intimamente relacior@aiola resistencia a la inanicién.

Por lo tanto, la capacidate las hembras apareadas a sobrevivir mas que los machos
en condiciones de escasez de alimental@uexplicarse por un aumento de reservas
lipidicas como consecuencia de un aumento en la tasa de ingesta de alimento inducida
por la liberacion de JH estimulada por knsferencia de proteinas seminales durante el
apareamiento.

Similares resultados se han informado p#ra importante caracter de estrés como
la resistencia a la desecacion, en dos especies de dd3iartojavensiy D. arizonae
(Knowles et al., 2004). El aumento de la resistencia a la desecacién luego del
apareamiento se ha explicado por la dfarencia de substancias nutritivas en los
fluidos seminales que son activamente absorbidas en el tracto femenino @iadick
1997). No obstante, €. melanogastetas hembras no parecen recibir ningun regalo

nupcial que permita explicar béneficio del apareamiento.
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Las principales conclusiones depl@sente Tesis son las siguientes:

1. Las poblaciones naturales mantienen attagidades de variacion genética para
la resistencia a la inanicién, la longevidad y el contenido de lipidos. Estos
caracteres muestra un alto potencial evolutivo.

2. La seleccion natural es la fuerza evolutiva que en parte esta moldeando la
variacion genética natural en la resistencia a la inanicién, ya sea actuando
directamente sobre el caracter, o indirectamente via el contenido de lipidos.

3. La expresién fenotipica de la variaciganética natural es especifica del sexo.
Los genotipos que muestran efecwexualmente antagdnicos podrian estar
involucrados en el mantenimiento de la variacion genética intrapoblacional.

4. El cromosoma 2 es responsable de una importante fraccion de la variacién
genética natural para la resistenaila inanicion y la longevidad.

5. Genes que regulan diferentes funciones bioldgicas y que se localizan en el
cromosoma 2 albergan variantes alélicas que son responsables de la variacion
natural de la resistencia a la inanicion detectada.

6. Las interacciones genéticas constituyen una parte importante de la arquitectura
genética de la resistencia a la inanicion en la naturaleza.

7. Tales interacciones son dependientes del sexo y particularmeriteménas
las interacciones epistaticas entre gatfedscromosoma 2 y el resto del genoma
son un componente importante de la variacion natural para la resistencia a la
inanicion.

8. Enhembras el estado reproductivo es un componente esencial en la regulacién

de la resistencia a la inanicion.
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Anexo

Interaccion Genotipo x Sex&((x S

El andlisis de la varianza es una herramaieampliamente utilizada para determinar la
significacion de los diferentes factores involuls en un estlio genético cantitativo. Los
ANOVAs realizados para cada poblacién y caracter sirvieron para analizar los factores
principales Linea y Sexo y la interaccién Linea x Sexo. En este contexto, es necesario resaltar
que cada linea (familia) podria considerarse como un genotipo, de modo que la variacion entre
lineas seria una estimacién del componente genético de la variacion fenaotipica.
Consecuentemente, la interaccidn Linea x Sexo seria un estimador de la interaccion Genotipo x
Sexo. Esta interaccién resulta significativa a causa de: 1) cambios en la magnitud de la varianza
entre genotipos en hembras y machos (denomicanibio de escajay/o cambios en el orden
de los valores fenotipicos de los genotipos entre los sexos (denorcambio de orden en el
rango). Graficamente resulta facil visualizar uiv@eraccion significativa si trazamos las
normas de reaccion de cada genotipo a través de los sexos. La Figura A muestra los diferentes
patrones de variacion en las normas de reaccion para diferentes genotipagsyltado
asociado del andlisis de la varianza. La descripcion de cada patron de variacion se detalla a
continuacién:

a) Hay diferencias significativas entre genotipos, o sea, hay variacion genética para el caracter,
pero los efectos son idénticos en los dos sexos y no hay dimorfismo sexual. Las normas de
reaccion son paralelas, por lo tanto no existe intera€gigrsy no hay variacion genética para

el dimorfismo sexual.

b) Hay diferencias significativas entre genotipos y entre sexos. Los diferentes genotipos
reaccionan de la misma manera en ambos sexos. Este caso representa la situacién donde ademas
de variacién genética para el caracter existe un claro dimorfismo sexual, pero las normas de
reaccion son paralelas por lo tanto no hay una interadgiénS de modo que no hay variacion
genética para el dimorfismo sexual.

¢) Hay diferencias significativas entre genotipos, pero no existen diferencias entre sexos. No
obstante, en hembras la magnitud de la varianza entre genotipos es menor que en machos. Aqui,
las normas de reaccion no son paralelas lo cual indica que existe inte@eci®res decir, hay
variacion genética para el dimorfismo sexual. Esta situacion se denanib# de escala

d) Hay diferencias significativas entre genotipos, pero no entre sexos. En este caso no
existen diferencias en la magnitud de la varianza entre genotipos entre sexos, pero el orden de
los valores fenotipicos de los genotipos cambia con el sexo. En este caso, las normas de
reaccion tampoco son paralelas, se cruzan, entonces existe intefacciBnlo cual implica
que hay variacion genética para el dimorfismo sexual. Esta situacion se denamiia de

orden en el rango
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e) Hay diferencias significativas entre los genotipos y entre sexos. Asimismo, los genotipos
tienen valores fenotipicos diferentes entre sexos y, ademas, la magnitud de la varianza entre
genotipos difiere entre hembras y machos.eBte caso la sifficativa interaccionG x S se
manifiesta a causa dmmbios de escalg cambios de orden en el rang& este grafico se

observa variacion genética para el caracter, dimorfismo sexual y variacién genética para el
dimorfismo sexual.
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Normas de reaccién ANOVA
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Figura A. Patrones de variacion en las normas de reaccién para diferentes genotipos a través de
los sexos y el resultado asociado del ANOVA analizando el nivel de significacién los factores,

Genotipo, Sexo y Genotipo x Sexo.
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