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Evolucion de la arquitectura genétta del comportamiento olfativo en

Drosophila.

Resumen

Comprender la arquitectura genética de caracteres ecoldégicamente relevantes
requiere de la contribucion ddiversas disciplinaglentro de la biologia, ya que es
necesario conocer numerosos factores involusradda expresion de la misma. Por otro
lado, es también una oportunidad de ponerualm hipotesis sobta evolucion de los
organismos. Por la tanto, este tipo @malisis debe realizarse en un marco
multidisciplinario y el organismo modelDrosophila melanogastees ideal para tal
propésito. En el presente trabajo se han emstieddiferentes aspectos de la arquitectura
genética del comportamiento olfativo €b. melanogaster En particular, a) se
identificaron genes candidatos a participareecomportamiento olfativo larval, de los
cuales algunos son exclusivde larva y otros también participan en la arquitectura
genética del olfato adulto; b) se des@ibn las propiedades de variacion de la
arquitectura genética del caracter en laryamoscas adultas derivadas de poblaciones
naturales de Argentina; c) basandose enlteskas obtenidos en diferentes niveles de
andlisis se demostré que la interaccion ¢jpogor ambiente es una parte importante de
la arquitectura genética del comportamientatodo larval y adultod) se encontré que
las diferencias en la arquitectura genétich alato entre estadios del ciclo de vida
repercute en que en que la canalizacion grésencia de variabilidad genética criptica
son mas importantes en aduffoe en larva y e) se analiparlas fuerzas evolutivas que
actuan sobre los genes olfativos en 6 especies pertenecientes al grupo deDespecie
melanogasterlo que permitié determinar que la seleccion purificadora es el proceso que
afecta a las tasas de sustituciones nucleotidicds mayoria de los genes olfativos y por
el contrario la seleccion positiva tiene poca incidencia, también que las tasas de evolucion
de los genes olfativos depemndde la posicion que ocupan ehsistema olfativo en la

mayoria de las especies analizadas.

Palabras claves: arquitectura genética - comportamiento olfatiidrosophila

melanogaster evolucion — ontogenia.



Evolution of olfactory behavior genetic architecture inDrosophila.

Abstract

Understanding the genetic architecture of ecololyica@levant phenotypic traits requires the
contribution of several disciplines within bagly, because numerous factors involved in its
expression must be analysed. In additittnjs also an opportutyi to test hypotheses
regarding organisms’ evolution. Therefotljs kind of analysis must be done in a
multidisciplinary fashion and using a model organisnDagsophila melanogasteis
pertinent for this purpose. In the preserdsih, we analyzed different aspects of the
genetic architecture oblfactory behaviorin D. melanogaster Particularly, a) we
identified candidates genes to participat®inmelanogastetarval olfactory behavior,
some of which are larva exclusive and othpasticipate also in adult olfaction; b)
variational properties adlfactory behavior genetic aritbcture were described, both for
larva and adult wild-deriveflies from natural populationsf Argentina; c) based on
results from different levels of analysié was demonstratedhat genotype by
environment interaction its an importar@spect of olfactory behavior genetic
architecture in larva and adiull) it was found that differences in olfactory behavior
genetic architecture between life cycle stages has an impact on canalization and cryptic
genetic variability being more important adult than in larva; and e) evolutionary
forces acting on olfactory genes were analysed for 6 species belonging B the
melanogastespecies group, which allowed to determine that purifying selection is the
process affecting most genes amgteadpositive selection has a limited incidence; also
in most species analyzed a relationship leetwevolutionary raseand the position that
the gene products occupy in the olfacteygtem was found. loonclusion, our results
point out that the genetic architecture of olfactory behavior is complex, changes along

ontogenetic stages and it'dluenced by the environment.

Key words: genetic architecture — olfactory behavi@resophila melanogaster evolution —

ontogeny.
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Introduccion General



1.1. Intenciones y esquemgeneral de la tesis.

A lo largo de esta tesis de doctorade presentard el desarrollo de una
investigacion a cerca de éaolucion del comportamiento olfativo (CO) Prosophila
A fin de alcanzar una mejor interpretacida los antecedentes, objetivos y disefios
experimentales referidos al tema de stigacidon de esta tesila misma se ha

organizado en las siguientes cuatro secciones:

- Seccién I: Corresponde a la presente introduccion general, en la cual se
describe el marco teorico general, sdaliien los conocimientos previos sobre el
caracter fenotipico en estudio y tambiéa explicitan el objetivo general y los
particulares.

- Seccioén Il Arquitectura genétiaiel comportamiento olfativo eDrosophila
melanogaster En los diferentes capitulos detaesseccion se describen las bases
genéticas del comportamiento olfativo en difges niveles de ganizacion jerarquica
de la informacion genética. Asimismo, se aaal los cambios genéticos, que acontecen
en los diferentes estadios del ciclo de widatre diferentas poblaciones naturaleBde
melanogastery su repercusion en el fenotipo olfativo.

- Seccion lll: Evolucién déa arquitectura genéticaldeomportamiento olfativo
en el grupo de especi@sosophilamelanogasterun estudio de genémica comparada.

Se detallan los resultados de la puestar@eba de diferentekipétesis sobre la
evolucion de genes involucrados en el cortgroiento olfativo. Para ello, se utilizé la
secuencia completa del genoma de seis especies de moscas cercanamente emparentadas
pertenecientes al grupo de espetBisssophilamelanogaste(Clark et al.2007).

- Seccion IV: Se realiz6 un resumen de las conclusiones mas relevantes
obtenidas a lo largo de toda la tesis, @dado hincapié en interpretar los diferentes

resultados globalmente en un mismo marco.

Como puede percibirse, el desarrolloed¢a investigacion requirio de diferentes
“sub-disciplinas” que gravitan dentro Idenarco tedrico general de la Biologia

Evolutiva. Estas “suddisciplinas” son:



1) Gendmica funcional ElI cometido de la gendmica funcional es describir la
funcién del conjunto de genes de un genoisadecir, pretende establecer cuales son
las funciones moleculares y bioldgicas lds productos génicosSin embargo, no
solamente éste es el objetivo de la discilisino que también interesa a la genémica
funcional describir la interaccion entre lpsnes (epistasis) y sus patrones de expresion
en diferentes tejidos, organostc. Para cumplir cualqueerde estos objetivos esta
disciplina utiliza diferentes técnicas (Gibson y Muse 2009). En el capitulo | de la
Seccibén Il se describe la investigacion realizad este marco, en la cual se realiz6 una
busqueda a escala gendmica gienes candidatos a partiaipen la expresion del
caracter comportamientofativo larval (COL) erD. melanogasterutilizando para ello
la técnica de perdida de funcién.

2) Genética cuantitativa Esta disciplina se encargal estudio de la herencia
de los caracteres cuantitatives, decir aquellos caracteigpse presentan diferencias de
grado mas que de clase entre individuos. Edifagencias son el material sobre el que
actua la seleccion natural. Pl tanto, el conocimiento destos caracteres es de
fundamental importancia en el estudio ldeevolucion. La variacion poblacional de
estos caracteres es el reflejo de una lggseética compleja, que obedece tanto a la
segregacion de un alto nimero de gewmespo a que los efectos de estos sobre el
fenotipo son altamente dependientes del mexh el que se expresan (Falconer y
Mackay 1996). En el marco de la genéticartiiativa se analizé la variacion inter e
intra-poblacional del CO (que es caracter complejo) endcestadios larvales y el
adulto deD. melanogasterLos resultados obtedns se presentan éws capitulos Il y
[l de la Seccion Il.

3) Gendmica comparada Es el estudio comparativo de la estructura, funciéon y
evolucién del genoma entre diferentes especies. En particular, en la Seccion Il de esta
tesis se analizaron los patrones y procesasridos durante la evolucion de las bases
genéticas del CO en especies cercanananparentadas (separadas por alrededor de 5
millones de afos) pertenecies al grupo de especiBsosophilamelanogastecuyos
genomas han sido totalmente secuenciados (@arél. 2007). En este sentido, el
estudio de las diferencias entre secuenadgicantes en genomas de especies con este
grado de separacion, es particularmente apto para entender los cambios, que como

consecuencia de los procesos evolutieasyrieron en las mismas (Hardison 2003).



En cada caso el estudio del caractedesmarrollé ateniéndose al marco tedrico, y

utilizando las herramientas qafrece cada “sub-disciplina”.

1.2. ¢, Qué es la arquitdara genética de un carater fenotipico y como

se la estudia?

La arquitectura genética (AG) es el patde factores getiéos que determinan
y controlan un fenotipo y su kacién (Hansen 2006). Entongestudiar la arquitectura
genética de un caracter cuantitativo iro@l{Anholt y Mackay 2004; Mackay 2004):
- Identificar todos los genes que contribuyen al mismo.
- Conocer las interacciones entre estosegecomo ensambles funcionales. Pueden
existir de dos tipos: i) intragénicas, relaciome dominancia entre diferentes alelos de
un mismo gen ii) intergénicas, las cuales\darien interacciones epistaticas, es decir
interacciones no aditivas entre gendsreéntes que afectan a un mismo caracter.
- Conocer si existen fenomenos de pleiotoi sea que un Gnico gen participa en la
expresion de diferentes fenotipos.
- Identificar cuales de estos genes contribuyen a la variabilidad fenotipica natural y
entender las bases moleculares de estacran entre diferentes alelos naturales.
- Conocer la relacién entre laspectos genéticos encontragasa la AG del caracter y
el ambiente.

Si entendemos a la AG no como un corjueké parametros estancos sino como
una serie de variables dinamicas, descriti AG de un caracter también implica
conocer sus aspectos variacionales (Hanse)200diferentes ueles de organizaciéon

biolégica como interindividuales,terpoblacionales e interespecificos.

1.3. Caracteres fenotipicos cuantitié/os y evolucion dela arquitectura

geneética.

Como se ha dicho previamente losacéeres cuantitativos son aquellos que
presentan diferencias entredividuos de grado mas quie clase; y por lo tanto
muestran una variacion fenotipica continudanpoblaciones. Estariacion continua

suele deberse a que la expresion de esta@xteaes es el resultado de la accion de



muchos genes, a los cuales se los ll@eaes para Caracteres CuantitativoTG’s

(por sus siglas en ingleQuantitative Trait Gene Para analizar estos fenotipos se
utiliza una aproximacion estadcst basada en el analisis matematico de la variabilidad
y no de la media (Falconer y Mackay 1996).itdaa bésica es partir la variabilidad
fenotipica total de un caracter cualquiera diferentes compomees atribuibles a
distintas causas. La variabilidad fenotipicasénfluida tanto poel genotipo como por

el ambiente en el que se expresa, y tampa@ la interaccion ¢re ambos. Por lo tanto,

la varianza fenotipica totaV/§) de un caracter cuantitati puede expresarse como:

Vp=Vg + Va + Vixa

dondeVs es la varianza genotipics es la varianza ambiental\Vsxa €s la varianza
debida a la interaccién entre el genotipo y el ambiente.

Asimismo, los efectos sobre la \amza fenotipica total debidos a causas
genéticas no son univocos; es decir el componéstesta compuesto a sus vez por
diferentes componentes. De amip con los postulados da genética cuantitativa,
cuando se considera a los loci individualmente, el efecto genotipico es la suma del
componenteaditivo heredable de cada locus (es decir el efecto que presenta ese gen en
particular sobre la varianzanf@tipica sin tener en cuergae existen los demas genes o
despreciando el efecto debido a la intei@aon los demas gesle y también de un
efecto dedominanciano heredable (que es el efepimducto de la interaccién de los
alelos de un mismo locus sobre el fenotipo). Por ultimo, cuando se considera a mas de
un locus, el efecto genotipico puede contener desviaciones adicionales no aditivas,
resultante de los efectos sobre el fenotiepbido a la presencia de otro gen, que no
existen cuando el locus se analiza endaude Este componente, que surge cuando los
genes interactuan ent, es el componentepistatico no heredable. Entonces la

varianza genotipica total de un caracter cuantitativo se expresa como:

VG:VA+VD +VE

dondeV, es la varianza aditivd/p es la varianza de dominanciavy es la varianza
epistatica.
Los mecanismos subyacentes a la evolucion fenotipica no son faciles de

analizar. Una forma de hacerlo es planteadelos que pongan reglas y limites a como



las fuerzas evolutivas reperentsobre los componentes devéaianza fenotipica total.
La historia de la Biologia Evolutiva persta en este puntan debate entre dos
propuestas diferentes. Por un lado Rorfisher propone en su libro clasico “The
genetical theory of naturaelection” (Fisher 1930), quen caracter cuantitativo esta
determinado por la acciéon de muchos loci, aaaade los cuales tiene un efecto aditivo
pequefio e independiente sobre el fenotipo,attsudo la influencia de los procesos no
aditivos. En este caso elnfgtipo sera el redtado de la sumatoria de los efectos
individuales de cada gen y de la varianza ambiental. Ademas, y estrechamente
relacionado con el planteo peesado, Fisher propone que la fuerza evolutiva realmente
importante es la seleccion natural aotl@ en poblaciones grdes (Fisher 1930). En
cambio, Sewall Wright plantea que ademas de los efectos aditivos de los genes, las
interacciones epistéticas y la pleiotropia cumpldesrfundamentales en la evolucion
del fenotipo. Es decir, los alelos que se encuentran presentes en otros loci, tienen una
importancia singular en la determinacion f@glotipo. En éste caso, el cambio evolutivo
es gobernado por la interagoide la seleccion natural cprocesos estocasticos como
la deriva genética, situ@n que cobra mayor importaacen poblacines pequefas.
Este modelo es conocido como la “Tieode los Equilibrios cambiantesSlHifting
Balance Theory cuyo nombre se debe a queetrescenario descripto una poblacion
tiene potencialmente mas de un Optimo talap y puede, impulsada por la deriva
genética, cambiar de un pico adaptativo a otros sin estabilizarse en ninguno (Wright
1931, 1968; Wright 1969, 1977, 1978). Un buentoelde esta historia se puede
encontrar en el capitulo 1 de SchlichtinBigliucci (1998); mientas que en una serie de
articulos publicados en la revista cientifiggolution discuten, con bastante detalle,
diferentes tipos de evidencias a fayaen contra de estas dos propuestas (Ceyrat.
1997; Wade y Goodnight 1998; Coyatal. 2000; Goodnight y Wade 2000). A pesar
de las diferencias, algo compartido entre losrdodelos es la fuerte importancia que se
le da al efecto que ejerce la variacion amtal sobre los loci quafectan a caracteres
cuantitativos.

Pero, ¢qué tiene esto que ver con tuidectura genética de los caracteres? La
AG es uno de los factores que determina el niveMgey Ve para los caracteres
fenotipos, como también determina las conielaes genéticas entre estos. A su vez la
Va, VE Y las correlaciones genéticastre caracteres son las que definen el grado en que
los efectos de las fuerzas evolutivas @eidn, seleccion natural, migracion y deriva

génica) y el tamafo poblacional afectan & daracteres fenotipicos de los individuos



que conforman una poblacién (Lande 19F8tconer y Mackay 1996; Rice 1998; Rice
2000). Entonces, la AG de los caracteresuaiquier poblacién natal de una especie
cualquiera, esta intimamente relacionadedémo es el proceso de evolucién en las

poblaciones de esa especie.

1.4.Drosophila melanogaster y especies cercanamente emparentadas

como organismos modelos.

El modelo bioldgico utilizado en la mayarde los capitulos de esta tesis es la
moscaDrosophila melanogaste(Diptera, Drosophilidad. En los ultimos 3 afios la
clasificacion biologica de esta especidaanodificado, ya que ha sido demostrado que
el genero al que perteneciarosophila es parafilético y por lo tanto no puede ser
mantenido como tal (van der Lin@ al. 2007; van der Linde y Houle 2008; van der
Linde et al. 2010). Esto ha repercutido en gse deberia cambiar el componente
genérico del nombre cientifico d¥rosophila melanogasteal del nuevo genero en el
que se clasifica. El organismo encargaddedgslar la nomenclatura zoolégica (ICZN
2010), ha respondido negativanmte a un pedido formatle dividir el genero
Drosophila como su no mondfilia lo indica, pemantener el nombre como hasta ahora
(van der Lindeet al. 2007). El tema sigue siendo controvertido y no se ha resuelto
definitivamente (O'Grady y Markow 2009); por tlato, en esta tesis se nombrara a la
especie com®rosophila melanogaster

El ciclo de vida deD. melanogastese define como holometabolo y consta de
una etapa embrionaria, seguida por testadios larvaleslonde el individuo va
aumentando de tamafio hasta alcanzar taldies pupal. ElI adulto emerge luego del
pupario y alcanza la madurez sexual en pocas horas (Figura 1.1).

D. melanogastepresenta una distribucién cosmopolita y desde principios del
siglo XX se convirti6 en un organismo modelo para estudios ecoldgicos, genéticos,
comportamentales, fisiolégicos, anatomico®leculares, etc. (Rubin y Lewis 2000).
Presenta 3 pares de cromosomas aoimss llamados I, Il y IV (muy pequefio
respecto a los otros dos) y el par de cramss sexuales X e Y. Las caracteristicas que
hacen dé. melanogasteun modelo excelente para diferesitipos de estudios son: i)
Su tiempo generacional corto, lo que perrge@erar grandes cantidedde individuos

en poco tiempo, ii) que se las puede criar bajo condiciones controladas, iii) que existe



una gran cantidad de lineas (o cepas)atberatorio modificadas genéticamente, las
cuales presentan diferentes recursosétieos, como por ejemplo: mutagénesis
utilizando elementos transponibles, cromoasrbalanceadores, sistemas reporteros de
expresion como UAS/GAL4, ARNle interferencia, etc., iv) que su genoma ha sido
secuenciado y se encuentra accedilglananera libre y gratuita (Adares al. 2000;
Celnikeret al. 2002; Celniker y Rubin 2003) y v) que existe una base de datos publica,
FlyBase(flybase.org), en donde geiede encontrar informaei sobre los aspectos que
hemos enumerado y cualquier otro relacionadd. anelanogasterEstas facilidades
permiten realizar manipulaciones genéticasno por ejemplo interrumpir un gen de
interés y generar lineas derivadas dedturaleza altamente endogamicas. Estos son
so6lo dos ejemplos de los resas genéticos que presenttesspecie modelo, los cuales
posibilitan y facilitan el estudio genéticoggndémico de caracteres complejos como el

olfato.
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Figura 1.1: Estadios del ciclo de vida @osophila melanogaster
Figura modificada a partir del original extraido de la pagina web
www.flickr.com.



A partir de los avances tecnoldgicasontecidos en diversas ramas de la
biologia fue posible la secuenciaciéon degeaomas completos d@ especies (incluida
D. melanogastgrque solian pertenecer al gen&sophila(Clark et al. 2007). Esto
constituye, indudablemente, un aporte susgnque ha abierto la posibilidad de
realizar un sin numero de estudios en cesi@gecie, como también comparativos, que

previamente estaban restringidos solamemeraelanogaster

1.5. Descripcion del ceacter de estudio: elcomportamiento olfativo en

Drosophila.

Como originalmente planteé Charles Darvein “El origen de la especies por
medio de la seleccion natural, o la preseigrade las razas favorecidas en la lucha por
la vida” (1859), la evolucion adaptatives producto de la interaccion entre los
organismos y el ambiente. Indudablementea de las observaciones empiricas mas
evidentes es la heterogeneidad ambientalcual los individuos necesariamente deben
enfrentarse. En esta situacion, los sentislms el medio por el cual los organismos
obtienen informacion sobre el ambientesy variacion. Entonces, los caracteres
involucrados en la percepci@el medio ambiente se constituyen como caracteres que
tienen una clara importancia evolutiva, @ la supervivencia y el éxito reproductivo
de un organismo es altamente dependiente de estimulos sensoriales (Bbmliny
2004).

Las hembras adultas dB. melanogaster y de muchas otras especies
cercanamente emparentadas, depositan swohien diversos recursos que contienen
bacterias y hongos, los cuales como produletcsu metabolismo secretan alcoholes,
acidos, ésteres, cetonas y alidi®s alterando el medio €éBon 1982; Graf y Sokolowski
1989). Por lo tanto, el estadidwdto y en especial los estadilarvales, cuyo habitat se
circunscribe generalmente al recurso encehl las hembras adultas depositan los
huevos, estan expuestos a una gran cantidad de estimulos olfativos. No cabe duda que
durante el transcurso de lalaide las moscas en este embo la respuesta olfativa juega
un rol importante en diferentespectos relacionados con el comportamiento como la
seleccion de alimento (Libesdt al. 2007), la identificacion desustanciagpeligrosas
(Fuyama 1978), el reconocimiengceleccion de pareja (Billeteat al. 2009) y de sitio

de oviposicion (Hoffmann y O'Donhd 990; Jaenike 1990), entre otros.



En un sentido amplio se considera glecomportamiento es la accion de un
animal en respuesta a su ambiente imteynexterno. En gendralos caracteres
comportamentales se caracterizan por sestipos complejos, de hecho casi cualquier
comportamiento puede ser subdivididen comportamientos individuales mas
especificos. Se suele generalizar ques fenotipos comportamentales son
inherentemente mas variables y suscegdibh la heterogeiad ambiental que
fenotipos no comportamentales como p@n®lo el desarrollo de un 6rgano, debido
gue se encuentran sujetos a menos cegtnes del desarrollo (Sokolowski 2001). Es
asi que comprender el rol bioldgico del comportamiento olfativo requiere de un analisis
a multiples niveles, donde es necesario calaatediferentes componentes del caracter

comportamental y entender como se producen numerosos procesos.

1.5.1. El sistema olfativo en adultos.

El sistema olfativo del adulto dB. melanogasteres relativamente simple
comparado con, por ejemplo, el sistem#atolo de los vertetados. Los 6rganos
olfativos se encuentran ubicados exclusivamesn la zona cefalica y son el tercer
segmento antenal y los palpos maxilaragyf 1.2). En estos 0rganos se encuentran
los “pelos sensitivos” llamados sensilias, gabresalen de la cuticula y a las cuales
llegan las dendritas de las neuronas rexap olfativas (NRO). Las sensilias son
estructuras huecas tipo cabello llenas déquido llamado linfa sensiliar, que bafa las
dendritas de la NRO. En el estadio adultddenelanogastehay alrededor de 1200 a
1500 NRO (Stocker 1994; Shanbhetcal. 1999).



Palpo Maxilar
100 um

Figura 1.2: Imagen de la cabeza del adulto Ddsophila
melanogastepbtenida por microscopio electrénico de barrido.
Se indican los 6rganos olfativos.

Sorprendentemente, la neuroanatomia del sistema olfatbboraelanogastees
bastante similar a la de los vertebrados N&O son bipolares, desde la zona basal se
extiende un Unico axén que termina en un @uo olfativo en el I6bulo antenal del
cerebro de la mosca (este l6bulo eh@idlogo funcional debulbo olfativo en el
cerebro de los mamiferos). En la zona alpicada NRO extiende umnkendrita sensorial
gue termina en proyecciones ciliadas inmersals éinfa sensiliar dentro de la caja de
las sensilias. En cada sensilia hay entre 2 y 4 NRO, las cuales estan rodeadas por células
de soporte (Shanbha&g al. 1999) (Figura 1.3).

En la antena d®. melanogasteexisten tres clases morfolégicas de sensilias:
Basiconicas, Tricoides y Coeloconicas; lasles se distribuyen en la antena en un
patron estereotipado y bila# (Stocker 1994; Shanbhagt al. 1999). Se ha
comprobado que existen diferentes clasesibnales de sensiliags cuales presentan

diferentes especifidades olfativas (Clynet al. 1997) debido al tipae sustancias que
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detectan las diferentes clasgée NRO que llegan a ellas (de Bruyae al. 2001).
Ademas, cada clase funcional de NRO esta nggtid a una zona particular de la antena
(de Bruyneet al.2001). En cuanto al palpo maxilar, es un 6rgano par que se extiende
desde la proboscis; presenta solamenteNRRO distribuidas de a dos en cada una de
las 60 sensilias que presenta. Estas il&nsson de un dnico tipo morfoldgico,
basiconicas, y responden a una variedaglstienulos que también generan respuesta en
la antena (de Bruynet al. 2001). No esta muy claro cuéé la funadn olfativa del
palpo maxilar. Se ha propuesto que es un érgano olfativo accesorio al tercer segmento
antenal (de Bruynet al.2001), pero por su ubicacion cemeaa las estructuras bucales
otros autores proponen que su rol ggegrar informacion olfativa con el
comportamiento gustativo (Vosshall y Stocker 2007; Shiraiwa 2008).

A pesar del amplio conocimiento respecto a los aspectos anatémicos y
fisiologicos del CO que se tiene desde hgrearias décadas, los aspectos genéticos y
moleculares de la periferia del sistema tolfa fueron mas dificiles de dilucidar. De
hecho, no fue hasta 1999 que se descubrié la familia multigénica de receptores olfativos
enD. melanogasterLos genes de esta familia codifican los receptores olfativos (RO).
El descubrimiento de estosngs fue realizado diez aflossgaés del primer informe de
un receptor olfativo en cualquier especieva (Buck y Axel 1991). Considerando que
D. melanogastees una especie modelo, llama la atencion el largo lapso de tiempo que
se tardé en descubrir a los genes RO. Hstscubrimiento se realizé mediante la
combinacion de un abordaje bioinformaticilizando algoritmos de busqueda en las
bases de datos gendémicos@emelanogaste(Clyne et al. 1999; Gao y Chess 1999;
Vosshallet al. 1999) y técnicas experimentales de laboratorio como RT-PCR (€lyne
al. 1999; Gao y Chess 1999), hibridaclérsitu (Clyneet al. 1999; Gao y Chess 1999;
Vosshall et al. 1999) y clonado combinado diferencial (Vosshatllal. 1999). La
historia de estas investigaciones ha selasada por Smith1@99) y Vosshall (2000).

Los RO son 62, codificados por 60 genes ya que 2 de estos @rdéa y Or69a
presentarsplicing alternativo y producenada uno 2 proteinas diferentes (Robertston

al. 2003). Los genes RO é&nh melanogasteral igual que en vertebrados y nematodos,
codifican proteinas receptoras ate pasos transmembrana (Clygtal. 1999; Gao y

Chess 1999; Vosshadt al. 1999) que se ubican en la maara celular de las dendritas

de las NRO (Figura 1.3). Sin embargo, los genes de esta familia presentan poca
similitud con las familia de genes receptores olfativos de vertebrados €Zlgh&999;

Gao y Chess 1999; Nozawa y Nei 2007) y neaas (Bargmann 2006) (quizas esto
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explica porqué llevé tanto tiempo encontrar stceptores); por lo tanto se considera
gue son una rama nueva de la familia depéores acopladospaoteinas G y que han
evolucionado independientemente de lceptores acoplados a proteinas G de otros
animales (Bargmann 2006; Vosshall y Stockgd7). En cuanto a la expresion de estos
RO, cada gen se expresawra determinada subpoblacida NRO que presentan una
distribucion espacial no trivial conservadattaen la antena, el palpo maxilar o el
organo dorsal larval, excepto el gém83b que se expresa virtualmente en todas las
NRO (Clyneet al. 1999; Gao y Chess 1999; Vosshatllal. 1999; Coutoet al. 2005;
Fishilevich y Vosshall 2005). En un principse postulé que se cumplia la regla “un
receptor por una neurona”, pero luego se descartd esta hipotesis y se sostiene como
regla general que cada NRO co-expresa dos RO: uno es generdr@&8tigy el otro
cualquiera de los demas RO (Larssimal. 2004; Bentoret al. 2006). Sin embargo,
existe evidencia sobre excepciones a egfia en 13 NRO que ca«presan 2 o 3 RO al
lado deOr83b (revisado en Vosshall y Stocker 2007). Esta co-expresion contrasta
fuertemente con la observacion del patrdn feceptor por una neurona” en vertebrados
(Malnic et al. 1999; Serizawat al.2003).

vy Linfa Sensiliar e
“

(ot
» o 4%

Interior de ladendrita
de la MRO

Figura 1.3: Eepresentacidén esquematica de una sensilia olfativa en
Drasaphila melanogaster v detalle de la estructura de los receptores
olfatives (BO) RO | neurona receptora olfativa, L: linfa sensiliar,
Modificado de: de Bruyne et al, 1999 v Bargmann, 2006

Ademas de los RO, existe evidenciaedia de que otro tipo de proteina, las
proteinas de unidn a olores (PUO), particiganla respuestafativa periférica deD.
melanogaste(Hekmat-Scafeet al. 1997; Kimet al. 1998; Galindo y Smith 2001; Kim
y Smith 2001). Existen 51 genes queliican PUOs en el genoma Be melanogaster
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(Hekmat-Scafeet al. 2002). Estas proteinas se endtem en muchas especies de
insectos (Vogtet al. 1991a; Vogtet al. 1991b; Vogtet al. 1999; Vogtet al. 2002) y
generalmente estan disueltas en gran ndnegr la linfa senBar que bafa a las
dendritas de las NRO (Pelosi 1994; AnhoWjilliams 2010). Se cree que su funcién en
la respuesta olfativa podria darde solubilizar quimicos tiiofébicos y presentarlos al
RO en la membrana plasmatica de la diémdfe la NRO o remover ligandos de los
receptores para terminar la respuesta neuronal @tajt1991a; Pelosi 1994). Ademas
de su funcion en el olfato, las PUO también estarian involucradas en la copula, al actuar
como transportadoras de ligandos fisiolégieate activos del macho hacia la hembra
durante la cépula (Zhoet al. 2009) En la figura 1.4 se esquematiza la funcion de los
RO y las PUO en el olfato.

Se puede resumir el funcionamiento dedtema olfativo en el adulto de la
siguiente manera: un estimulo quimico actias NRO esparcidas en los 6rganos
olfativos de la mosca en donde se expedsaismo tipo de receptor. Estos fendmenos
ocurren en la periferia deistema olfativo (Figura 1.8 Figura 1.4). Los axones de
estas NRO que expresan el mismo RO coraregn un Unico glomérulo en el I1é6bulo
antenal. Este esquema se conoce comaR@npor un glomérulo”. En los glomérulos
las NRO se conectan con inter-neurofasales mayormente inhibitorias y con
neuronas de proyeccion colinérgicas qomectan los glomérulos con Elushroom
Bodyy el Lateral Horn dos centros olfativos superioresearterebro de la mosca. Asi,
la informacion quimica captada por las NRCraducida en un patron de activacion de
glomérulos, generandose una “imagen deimipd” en el cerebro del insecto. Esta
“imagen” es luego procesada en los centoifativos superiores y se genera una
respuesta fisiol6gica y conductual. Esta dps@n revela que los glomérulos del
I6bulo antenal no son solamente estructurgsade de la informacion sensorial, sino un
centro integrador, en el qur ejemplo, una de sus funciones mas importante parece
ser la de extraer la informacién comportataémente relevante de las sefiales que le
llegan cambiando la estructura temporal de las mismas mediante la accion de la inter-
neuronas inhibitorias (revisado en VosslyaBitocker 2007). Toda esta trama conforma

la fracciéon central del sistema olfativo.
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Figura 1.4: Representacién esquematica de la funcién de los receptores olfativos (RO) y las

proteinas de unién a olores (PUO) en la periferia del sistema olfatiih deelanogaster
NRO: neurona regtora olfativa. Modificado de Sanchez-Graetad. (2009.

Ademas de los receptores y protei@s union a olores, se han identificado
numerosos genes que participan en el olfato adultD.dmelanogastertanto en la
periferia del sistema olfativo (Rollmarat al. 2005) como en posiciones no periféricas
del mismo (Ayer y Carlson 1991; Anhdat al. 1996; Gouldinget al. 2000; Shiraiwaet
al. 2000; Anholtet al. 2001; Fanarat al. 2002; Kulkarniet al. 2002; Gangulyet al.
2003; Stoltzfuset al. 2003; zur Lageet al. 2003; Sambandaet al. 2006; Rolimanret
al. 2007). Estos genes expresan productos poxeion diversas funciones moleculares,
y junto con los RO y las PUO participan erekpresion del caracter olfato. Para citar
algunos ejemplos podemos nombadnormal chemosensory jump 6 (acffie afecta
el comportamiento olfativo a nivel de goesos celulares ¢&r y Carlson 1991),
scribble que se expresa en los 6rganos olfativas el sistema nervioso central de la

mosca adulta y es necesario para que exista respuesta olfativa (Gatngu3003),
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NaCP60E que codifica para un canal de smdnvolucrado en el comportamiento
olfativo (Anholt et al. 1996; Kulkarniet al. 2002) ygekoque participa en la respuesta

olfativa al etanol (Shiraiwat al.2000).

1.5.2. El sistema olfativo en larva.

Neuroanatbmicamente el sistema olfativeifpeco de los estadios larvales es
mas simple que en el estadio adulto. &mnés unas 6 sensilias a las que llegan las
dendritas de 21 NRO (Stocker 1994; PytlyoStocker 2002; Stocker 2006). Ademas,
como es de esperar en un insecto holonwddé la anatomia externa del sistema olfativo
es totalmente diferente entre larva y aduMNo. obstante estas diferencias, el circuito
olfativo central es sorpresivamente simigsr ambos estadios (revisado en Vosshall y
Stocker 2007).

Los estadios larvales d® melanogastepresentan en la superficie de la cabeza
el érgano olfativo exclusivo llamadogamo dorsal (Singh y Singh 1984; Oppligemal.
2000)(Figura 1.5). Este se forma durante la embriogénesis tardia y parece tener

funciones tanto olfativas como gasvas (Python y Stocker 2002).

Figura 1.5: Vista anterolateral del I6bulo cefdlizquierdo de una larva de tercer estadio, en
donde se observan el érgano dorsal (DO) y el érgano terminal (TO). La barra escala gsnde 20
Extraido de Oppligeet al 2000.

El érgano dorsal es un donumoiticular con poros de los que salen canales que
son atravesados por las molésude los diferentes compuestos quimicos. El domo esta
rodeado por numerosas sensili& de las cuales son laKativas. A estas llegan las
dendritas de las NRO, cada una acompaiiadaes células accesms. Los axones de

estas neuronas llegan al I6bulo antenal de la larva, que consiste de pequefios glomérulos
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(Oppligeret al 2000, Python y Stocker 2002). Aqui smynectadas entre si por inter-
neuronas locales y a través de las newat&a proyeccion con los centros olfativos
superioresMushroom Body, Calyy Lateral Horn (Python y Stocker 2002). Es
importante destacar que los érganostifes de la larva y el adulto d2 melanogaster
tienen diferentes origenes en el desarrolb,que durante la metamorfosis el rgano
dorsal se degrada y los érganofatdlos adultos se desarrollale novoa partir del
disco imaginal ojo-antena (Leviret al. 1995; Tissot y Stocke2000). Mas auln, todas
las neuronas sensoriales del adulto se forteamovoen los discos imaginales (Tissot y
Stocker 2000), excepto lasurenas gustativas (Gende¢ al. 2004). En el caso de las
neuronas sensoriales de la larva, se recrg@o que las mismas se forman en el
integumento embrional y, salvo contadas excepciones, mueren durante la metamorfosis
larva-adulto que se prode en la etapa pupal (Gendreal. 2004). Es decir, que los
organos olfativos de larvas y adultosDiesophilapresentan difereias con relacion

al origen embriolégico y desarrollo de los mismos.

Con relacion a la organizacién y funcionantb del sistema olfativo los estadios
larvales y el adulto dB. melanogastese diferencian fuertement nivel periférico, tal
como se ha mencionado anteriormente.eBibargo, existe una inesperada similitud en
la estructura generdkl nivel central del sistema olfa, con la excepcion de que en la
larva se observa una falta de redundancib®rmircuitos neuronase En larva existen
21 NRO cada una de las cuaissunica e inerva uno desl@1 glomérulos del |6bulo
antenal larval. De aqui salen aproxtamente 21 neuronas de proyeccién hacia
aproximadamente el mismo nuroede glomérulos en eCalyx La organizacion
neuroanatomica de la larvaegenta hasta espainto una conectividad de 1 a 1 entre
NRO — glomérulo de Iébulo antenal - glomérulo Gellyx Es aqui donde el circuito
diverge y aparecen conexss con 600 neuronas deMushroom body
Comparativamente, el adulto presenta woaectividad que converge en el I6bulo
antenal (ya que existen varias NRO por gdomp) y luego diverge nuevamente en los
centros olfativos superiore€4lyxy Mushroom Bodigs presentando una conectividad
de 30:1:3:15 entre NRO — glomérulol débulo antenal — glomérulos dé&alyx —

glomérulos deMushroom bodyrevisado en Vosshall y Stocker, 2007).

El olfato ha sido intensamente estudiadoDermelanogastery hoy en dia es
profuso el conocimiento que se tiene del nusiXo obstante lo cual, ciertos aspectos

han sido menos estudiados aqueos. Entre estos se encuentran las bases genéticas del
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comportamiento olfativo en los estadiosvides (especialmente a un nivel central del
sistema olfativo), la variabilidad natural que presenta este caracter y las fuerzas
evolutivas que actuan sobre el mismo. Abordar estos aspectos es el aporte de esta tesis
al conocimiento sobre la arquitectugenética del compomaiento olfativo. A

continuacion se detallan los objetiya®puestos para cumplir este proposito.

1.6. Objetivos.

Teniendo en cuenta lo descripto anteriantaeel objetivo genefae esta tesis es
contribuir a la caracterizacién de la arqatura genética del comportamiento olfativo
enDrosophila melanogaster estudiar la evolucién de la misma.

Los objetivos particulares son:

i) Identificar y caractézar genes involucrados en la expresion del

comportamiento olfativo larval d®. melanogaste¢Seccion Il, Capitulo 1).

i) Cuantificar las fuentes de variacidque influyen en el comportamiento
olfativo larval y adulto en diferentes poblaciones naturales las cuales se diferencian
respecto de su distribucion geografica (latiyudltitud) y en cuanto a los recursos de

cria/alimentacion que preseni@eccion I, Capitulo II).

iii) Estudiar, en los diferentesstadios del ciclo de vida d® melanogasterla
relacion entre la arquitecaurgenética del comportamientdfativo y los procesos vy
fendmenos involucrados en lateraccion entre genotipg fenotipo (Seccién I,

Capitulos 1l y II)

iv) Determinar, mediante un estudio de gendémica comparada, qué fuerzas
evolutivas y/o diferentes intensidadesut& misma fuerza actian sobre la arquitectura
genética del comportamiento olfativo en diietes especies del grupo de especies
DrosophilamelanogasterAsimismo, poner a prueba hipéts evolutivas relacionadas
con las particularidades ecolégicas y evolutigasestas diferentes especies de moscas

(Seccion 11I).
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En cada capitulo se haran explicitas hgpotesis particulas correspondientes a

cada objetivo.
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Seccion i

Evolucion de la arquitectura genética del
comportamiento olfativo enDrosophila

melanogaster.



2.1. Capitulo 1.

Genomica funcional del comportgénto olfativo en la larva de
Drosophila melanogaster

2.1.1. Introduccion.

Desde que en 1979 Aceves-Pifa y rpudemostraron que las larvas Oe
melanogasteperciben y discriminan diferentes estimulos quimicos, lo que les permitid
caracterizar al mutante anésmismellblind en larva y adulto (Aceves-Pina y Quinn
1979); ha habido ingentes esfuerzos en emtudi respuesta olfativa en los estadios
larvales deD. melanogasterEn efecto, en investigaciones posteriores se amplié el
conocimiento sobre aspectos genéticgs fisioldgicos relacionados con el
comportamiento olfativo larval mediante edtudio de la respuesta olfativa a una alta
variedad de estimulos quimicos coalcoholes, acetatos, metilos y acidos (Ayytial.

1990; Cobbet al. 1992; Cobb y Dannet 1994; Cobb 1996; Heimbetchl. 1999; Cobb

y Domain 2000; Gangulet al. 2003; Fishilevichet al. 2005). Por otra parte, diversas
investigaciones describieron la anatoneigterna y la neurofisiologia del sistema
olfativo larval, la cual es, comparativament&s simple que la del adulto; hecho que se
mantiene cuando lo que se compara sormdaes genéticas del CO en ambos estadios
del ciclo de vida d®. melanogastefrevisado en Greber $tocker 2007; Vosshall y
Stocker 2007 y en la Seccion ). Sin engmarel conocimiento que existe sobre las
bases genéticas del CO larval es mayoataente referido al nivel periférico del
mismo; es decir, sobre los genes RO y PD®los 60 genes RO descriptos, en larva se
expresa una subpoblacién de 26 genes, siendo varios de estos exclusivos de larva
(Vosshall y Stocker 2007). En cuanto a los genes PUO, aproximadamente 15 se
expresan en larva y, al igual que los ,Rlgunos se expresan Unicamente en larva
(Galindo y Smith 2001; Zhoet al. 2009). Sin embargo, si ebmetido es lograr un
estudio completo de las bases genéticas del olfato en larva se deben identificar y
caracterizar no sélo los gengsge participan en la perifia del sistema olfativo, sino
también los genes cuyos productos prote@sian involucrados ewstras posiciones de

la compleja cadena de eventos que ddatexrnel CO. Mas aun, dado que el CO se
manifiesta en larva y adulto, es necesavaluar si la arquitectura genética del CO
cambia entre los diferentes estadios delocidé vida de esta especie y cual es la
magnitud de este cambio. Indudablemente, &lisia de caractergsdel cambio de la
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arquitectura genética de los mismos enrdifees momentos del desarrollo ha llamado
la atencion de los biélogos en generatle los bidlogos evolitos en particular,
promoviéndose un creciente interés en déssudios del area de la Evolucion del
Desarrollo o Evo-Devo. En el caso especifild comportamiento olfativo, diferentes
estudios han abordadot@problemética para genes individuales que participan en un
nivel central del sistema olfativo. Shawtral. (1998) reportaron que el géor afecta el
comportamiento olfativo en el adulto pero afecta las etapas lanas, mientras que
segun Ayer y Carlson (1991) el gaqi6 esta involucrado en el comportamiento olfativo
en ambos estadios.

Tal como se ha mencionado en la s&ca@nterior, el comportamiento olfativo
permite a las larvas detectar las diferentes sefiales que provienen del ambiente en el cual
se completa el desarrollo hasta el estadio adulto. Para las labaséénogasteeste
proceso ocurre sobre o dentro de frutosdescomposicion, donde se enfrentan a un
ambiente altamente heterogéneo. Por lo tanto, resulta necesario evaluar la importancia
que tienen en la arquitectura genética del @@al, la plastidlad fenotipica y la
interaccion genotipo por ambiente. La pilddad fenotipica se define como la
propiedad de un genotipo de producir difges fenotipos cuando es expuesto a
condiciones ambientales variab (Schlichting y Pigliucci998). Asimismo, es posible
que la heterogeneidad ambiental afectereifeialmente a los genotipos (0 genes), en
cuyo caso existe variabilidad genética paaplasticidad fenotipica. Cuando esto
sucede, el componente de la variacion fenotipica denominado interaccién genotipo por
ambiente (GxA) contribuye en forma sigodtiva a la variacion fenotipica total del
caracter (Falconer y Mackay 1996).

Se han propuesto dos modelos que explican las causas de los cambios
fenotipicos dependientes del ambiente (8bkilng y Pigliucci 1998). El primero es el
de “sensibilidad alélica”, y plantea que el ambiente influye directamente en la expresion
de los genes que subyacen a un caracter yecoaestemente en el efecto que esos genes
tienen sobre el caracter fenotipico. Estectf directo puede suceder de dos maneras
diferentes: un cambio en la cantidad de esigm génica o en lactividad de los
productos génicos, de los mis(a) gen(es) en ambientededentes; o por la expresion
de genes diferentes en ambientes difeerEl segundo modelo llamado de “regulacién
genética”, propone que el ambientactia sobre genes regulatorios que
subsecuentemente influyen sobre el fggwactivando o desactivando otros genes. La
respuesta plastica en un angano estd mediada por lacédn epistatica de unos pocos
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genes que regulan la expreaside los factores genéticgsie directamente afectan el
fenotipo. La principal diferencide este modelo con el tgensibilidad alélica” es que
el efecto del ambiente sobre el caracteofpico es indirecto, ya que es mediado por
genes regulatorios que no doa que estan involucrados ditemente en el caracter.

El objetivo de la investigagn que se describe en ekpente capitulo es estudiar
las bases genéticas del CO en larvasDdemelanogaster Se identificaron genes
candidatos a participar en la arquitectura genética del CO larval mediante la utilizacién
de la técnica de perdida de funcion por iogsm de elemento mévil. A partir de la
identificacion de genes candidatos, seizéalina caracterizacion mas detallada de los
mismos con el propoésito de dilucidar I6sganos o estructuras larvales en donde se
expresanPor otra parte, se detrmind en qué porcentaje cambian las bases genéticas del
CO larval entre los estadios larvales yadulto, y también en respuesta a diferentes
estimulos quimicos. Por ultimo, se analizamitativamente la interaccion GxA del CO
en diferentes “ambientes quimicos” y segalué cudl de los diferentes modelos

mecanisticos propuestos previamente estanplicado en la interaccion GxA.

Las hipoétesis que se pusiemprueba son las siguientes:

El CO larval enDrosophila melanogastees un caracter complejo, en cuya
expresion participan numerosos genesnoy solamente los exgsados a un nivel

periférico (genes RO y PUO).

La arquitectura genética del CO preseanirto solapamiento entre estadios
ontogenéticos; es decir, los diferentes diegacomparten algunos factores genéticos y

presentan otros gque son exclusivos.

Los genes candidatos a participar erafdquitectura genética del CO larval se

expresan mayoritariamente erpkrte central del sistema olfativo.

La arquitectura genética del CO Ilarvcambia entre estimulos quimicos
diferentes; es decir, los factores genétigos participan en la respuesta olfativa a los
distintos estimulos quimicos no son lossmds, aunque existe un ndmero comun

minoritario.
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Si consideramos a los diferentes estimulos quimicos como ambientes diferentes,
existe una interaccion GxA para el COvl en respuesta a diferentes “ambientes
quimicos” y las base genéticas de esta interaccion son mayoritariamente congruentes

con el modelo de “sensibilidad alélica”.

2.1.2. Materiales y métodos.

Generacion y mantenimientie lineas de trabajo.

Las lineas utilizadas en para los estudios descriptos en el presente capitulos de la
tesis provienen deBerkeley Drosophila Genome Proje(BDGP) (Spradlinget al.
1995; Bellenet al.2004). El propoésito del BDGP es ediar genes que participen en la
expresion de caracteres adaptativos (Noegaal. 2003; Harbisonet al. 2004;
Sambandaret al. 2006; Menschet al. 2008; Carreiraet al. 2009). Estas lineas se
generaron utilizando stockB de la cep&anton $a partir del cuade obtuvo una linea
homocigota para todos los logsogénica) denominada lin€anton S-BA esta linea
se le insertd6 un elemento transponibleuenlugar al azar del genoma mediante un
esquema de cruzamientos programados. Ebvetiizado como agente mutagénico es
un elementoP modificado, el element®[GT1] (Figura 2.1.1), que funciona por el
sistemadual-tag-gene-trapnterrumpiendo la secuencia de un gen, lo cual produce en el
mismo una pérdida de funcion rpmsercion mutacional (Lukacsovickt al. 2001,

Lukacsovich y Yamamoto 2001).

. G T — S e AT e >

L
[ L=1R 1
9,620 bp)

Figura 2.1.1: Esquema del elemento m&yBT1].

La introduccién mediante cruzamientos programados del eler¢Gfbl] se
realiz6 con la técnicaump-start(Cooleyet al. 1988). En la figura 2.1.2 se muestra un
esquema simplificado de los cruzamientosdosgpara obtener las lineas. La insercion
del elementoP[GT1] afecta generalmente a un unigen. Como resultado de la
implementacion de este protocolo sengmron numerosas lineas isogénicas que

comparten el mismo fondo genétid@apton S-By solo se diferencian en la ubicacion
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del elementoP, el cual también se encuentra en homocigosis, de aqui en mas
denominadas lineas BDGP. Ademas, se cuenta con unaCargan S-Blibre del

agente mutagénico (elemempllamada ISOB.

d 3
Go +H4+ P[GT1])+ . ++ X +Y 1 SMS Cy/ Sp . Sb A2-3/TMo6

\

Gl it A X Y SMS Cy/ P[GT1]; Sb A2-3/+
G2 +H g+ A+ X +HY, A+ A
G3 +EfY  +H+ A+ ). ¢ +¥ [+ +H 4 HE

l

T L

Figura 2.1.2: Esquema simplificado de cruzamientos para obtener las lineas BDGP. * simboliza
la posible insercién del elemento mévil (uno poea). Go: Una hembra isogénica heterocigota
para la insercién del elemento mévil (el coal puede transponerse ya que no posee la enzima
transposasa) se cruza con un macho que tiene en el cromosoma |IM2t3&sodifica para la
enzima transposasa responsable del salto del elen®ntmado al marcador fenotipico
dominante Stubble (Sbh; estos dos genes estan ligados debido a que el homdlogo de este
cromosoma es el balancead¥i6 que evita la recombinacién. De la descendencia de este
cruzamiento se elige a los machos que presensafetmtipos que indican la ocurrencia de un
evento de transposicion. En estos machesma transposasa recondeg regiones terminales

del elemento maovil permitiendo @ansposicion no replicativa (que se va a manifestar en la
proxima generacion), en la cual el elemento mévil se inserta al azar en cualquier region del
genoma. Por lo tanto, con cada uno deosgsnachos se puede fundar lineas mutantes
independientes, debido a que existe una Umigasposicién por individuo y la misma es
aleatoria. G1: Los machos elegidos se crumdividualmente con hembras que portan el fondo
genético que se desea obtener para estas lineas. En el caso de est@dagim éBG1: Este
cruzamiento tiene como objetivo eliminarcebmosoma que tiene el gen de la transpagasa

para evitar nuevos eventos mutagénicos. Y6X53: En estos cruzamientos se pone en
homocigocis el elemento transponible y se ed#ste el fondo genético deseado eliminando los
cromosomas que poseen marcadores fenotigmménantes. Las lineas obtenidas son isogénicas
(todos los loci homocigotas) y presentan una Unica insercion de un elegmahtazar en
cualquier regién codificante del genoma. Estorepresenta en la figura mostrando todos los
cromosomas con un *, es decir con un posiento de mutagénesis por insercion. +:
Cromosoma Salvaj€anton S-BTM6 y SM5 son cromosomas baleeadores que evitan la
recombinacion con el homolog8y, Shy Spson marcadores fenotipicos dominantes.
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Obtencioén de larvas.

Las larvas que se emplearon en el an&isiebtuvieron a partir de la eclosién de
huevos colectados de las camaras del@ecidn de huevosEstas consisten en
recipientes de acrilico de 5x20x12 cm. En losmus se colocd una caja de Petri que
contenia un preparado de agar (3,4 g.) @lisuen agua (200 ml.) a la cual se le
agregaron granos de levadura seca, que @stila oviposicion y sirve como alimento
para las moscas y larvas. En la cdmareedeleccion de huevos se colocaron alrededor
de 150 moscas sexualmente maduras peitartes todas a una misma linea. Luego de
8 horas, se retir0 la caja &etri donde las hembras pusieron huevos. Las cajas de Petri
se dejaron a 25° C y 48 horas despuésadeuesta en la canamde recoleccion se
realizaron los ensayos experimentales tamnlarvas de segundo estadio. Se decidié
utilizar larvas de esta edad ya que senf@mado que estas presentan una considerable
respuesta olfativa a diferentes estimulos quimicos (Ebab1992).

Ensayo comportamental.

El comportamiento olfativo de la larva se cuantifico en las lineas BDGP
mediante sencillos y repetibles ensayos de laboratorio. El ensayo es una modificacion
del experimento clasico de Aceves-PyiaQuinn (1979). Entre 30 y 70 larvas se
depositaron en el centro de uplaca de Petri de 10 cnorc agar (2,5%), en donde el
compuesto quimico que actudé como estimulo y el contrgD (thestilada) se situaron
diametralmente opuestos en discos dpep&romatografico y sobre tapas de tubos
eppendorf (para evitar elecci@or degustacion). Luego deanscurridos 5 minutos se
contabilizé el numero de individuos a un radio de 30mm de cada estimulo, asi como
también las larvas que quedaron erdrebas zonas (Figura 2.1.3). El tiempo del
experimento se eligié en baaeque la respuesta olfativa tiende a declinar luego de 5
minutos, presumiblemente por una saturaciotadase vapor. En cada ensayo (réplica)
se obtuvo un indice de respuesta olfativa laflRL), que se calculé de la siguiente

manera.

IRL = [(nquimico'ncontrob / Nota] X 100
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donde “n” designa el numero de larvas. Hatice varia entrel00 (repulsion total) y
100 (atraccioén total). Un IR 8 indica comportamiento infdirente ante el estimulo
guimico. Todos los ensayos se realizaemtre las 14:00 y 1a47:00 horas en una
camara experimental aislada del ambieaierno con temperatura (25° C = 1),
iluminacion artificial (5,4 + 0.2 x 10Ix) y humedad (42 + 5 %) controlada. De cada

linea BDGP se realizar@ntre 5y 7 réplicas.

Figura 2.1.3: Fotografia de la placa detriPde 10 cm donde se realizaron los ensayos
comportamentales para cuantificar el comportamiento olfativo larval. Se observa la placa de
Petri de 10 cm con agar (2,5%), los discospdeel cromatografico sobre tapas de tubos
Eppendorf situados diametralmente opuestas. lineas punteadas delimitan el radio de 30mm

de cada estimulo. También se pueden observar larvas esparcidas a lo largo de la placa.

Diseflo experimental.

El comportamiento olfativo larval seuantifico en respuesta a 3 estimulos
quimicos diferentes: Acido Propionipoiro (atractivo, reortado en Ayyutet al. 1990;
Heimbecket al 1999; Oppligeet al 2000), Benzaldehido 1 % v/v (atractivo, reportado
en Ayyubet al 1990; Oppligeret al 2000; Gangulyet al. 2003) y Nonanol puro
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(repulsivo, reportado en Col#i al. 1992; Cobb y Domain 2000). Todos lo quimicos
utilizados fueron obtenidos en Mé&rcSchuchardt OHG; Hohenbrunn, Alemania y
presentan una pureza99 %. En los tres casos se utilizo un volumen gé Se han
analizado en total 102, 100 y 106 lineas@Dpor quimico respectivamente. En 76
lineas BDGP la caracterizaa fenotipica se realizé eaeando los tres estimulos
quimicos. Los ensayos se dividieron eagoies, es decir en un dado dia (bloque) se
analizé la linea control libre de insensés (ISOB) y un numero variable de lineas

mutantes.

Analisis Estadistico.

La cuantificacion de la magnitud devariabilidad genética mutacional del CO
larval para cada estimulo se realiz6 meigiam Analisis de |&¥arianza (ANOVA). Los
valores analizados fueron los IRL de cadglica corregidos por el IRL medio del
control (ISOB) contemporaneo. Esta sustracgérmite corregir los efectos debidos a
diferencias no controladas en temperatimamedad, etc., entre los diferentes dias
(bloques) en que se realiparlas experiencias. El modede ANOVA utilizado fue el
siguiente:

y:u+L+Er

dondep es la media total y las fuentes de &eibn son: L, efecto Linea que estima las
diferencias entre los efectos medios de las lineas BDGP (aleatorio) y Er que estima la
varianza entre los efectos medios de las réplicas, es decir el error. Como las moscas
fueron criadas en condiciones ambientaledrotadas y los ensay@®mportamentales
se realizaron también en cocidines controladas, las dife@as fenotipicas entre lineas
pueden ser atribuidas a lasfetlencias genéticas queta&s presentan (diferentes
mutaciones por insercion de elemento mpuaila las lineas BDGP). Entonces, el efecto
Linea significativo se interpretd como eriscia de varianza gética mutacional para
el comportamiento olfativo en la larva Deosophila melanogaster

A fin de determinar cuales lineasepentan diferenciasignificativas con
respecto al control contemporaneo libre deemiones se realizo fgueba de Dunnett,
en donde se compara la media de cada Bi2@P con la media de la linea control.
Estos andlisis se hicieron dentro de chitmue y se usoé el IRde cada réplica sin

corregir. En aquellas lineas que presentaliéerencias significatias con respecto al
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control se considerardineas andésmicas para el CO laryal gen interrumpido en esta
linea se consideré un gen candidato a ppsiicen la arquitectura genética del CO
larval.

De cada linea BDGP se cuenta con farimacion de la secuencia nucleotidica
flanqueante a la insercién. En las lineas mgseltaron ser anésmicas se identificaron los
genes candidatos involucrados en la expred@nCO larval. Para esto se realiz6 una
basqueda bioinformatica en las regiones eucromaticas del genoma secuendado de
melanogaste(Adamset al. 2000; Celniker y Rubin 2003ytilizando la herramienta
blast de FlyBase (flybase.org/blast/). Se emple6 como somulssilico la secuencia
flanqueante antes mencionada. De estaemsase accedid a informacion relacionada
con el gen interrumpido por el elemeRto

El disefio experimental que se implementd en la presente Tesis permitio
aproximarse al estudio de los cambios lesn bases genéticas del CO larval entre
estimulos quimicos diferentes. Para evatwentitativamente este cambio se realizé un
analisis conjunto de 21 lineas BDGP qgasultaron ser andésmicas ante alguno de los
tres estimulos quimicos en la pruebas dmr2tt; y en las cuales el CO larval fue
cuantificado en respuesta a los tres estimgldmicos. Para estas lineas se calculé la
magnitud absoluta de la respuesta olfativaamie (es decir, las diferencias fenotipicas
entre la linea mutante y ebntrol libre de mutacione®n los tres estimulos quimicos
como: |IRLinea BDcP - IRLisos|. A pesar de ser andsmicas, las lineas BG01257,
BG01330, BG01376, BG01600 no se incluyeron eandlisis porque en estas lineas el
CO larval no fue evaluado etodos los estimulos quimicoEl analisis se realiz6
mediante un ANOVA, en donde cada estimulo es un nivel del factor Ambiente y cada

linea BDGP un nivel del factor Genmdi. Se utiliz6 el siguiente modelo:

Y: p+L+E+LxE +Er.

donde las fuentes de variacidén son: L: LireaEstimulo y LXE: interaccion entre los
factores Linea y Estimulo; y Er es lariaaza entre réplicas. Una interaccién LxE
significativa, es indicativa dgue existe interaccion geijm por ambiente (interaccién
GxA). La interaccion GxA es causada en €steo por una respuesta heterogénea entre
las diferentes lineas mutantes BDGP antalii@sentes estimulos quimicos; es decir por

una variabilidad de las normas de reaccidineetichas lineas. Laorma de reaccién es
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la respuesta fenotipica de un mismo genotipoambientes diferentes (Schlichting y
Pigliucci 1998; Anholt y Mackay 2004).

Expresion de genes candidatos a particgrada arquitectura genética del CO larval
utilizando el sistema GAL4/UAS-CDSGFP.

Como se aprecia en la figura 2.1P[GT1] contiene la secuencia del regulador
positivo de la expresion GAL4 y los genes reporteexsy mini-white Para conocer el
lugar de expresion de los genes candslato utilizé el sistema GAL4/UAS-CD8GFP.

En las lineas BDGP la secuencia GAL4, presente en el elegsild], queda bajo la
influencia del promotor del gen que dicheraknto interrumpié. Es decir, la proteina
GAL4 se expresa en el momento y lugen que normalmente lo hace el gen
interrumpido. Por @b lado, la lineaW/+;UAS-CD8::GFPCyO TM3/+ presenta la
secuencia de la proteina fluorescente ve@fePj rio abajo del promotor UAS, el cual
es activado por GAL4. Al cruzauna linea BDGP cualquiera cow/+;UAS-
CD8::GFPCyO TM3/+, GAL4 se une a UAS y promueve la expresiéon de GFP en el
momento y lugar que lo hace normalmentgesi interrumpido. En este caso CD8-GFP
es una proteina que se expresa en la memakplasmatica de las células. Para observar
por este método la expresion de los gecandidatos las lineas BDGP que resultaron
anosmicas se cruzaron con la linda+;UAS-CD8::GFPCyO, TM3/+. Las larvas de
aproximadamente 48 hs descendientes de este cruzamiento se obs&nvaioo!
enteras en un microscopio con filtro fluorescente. En los casos que se pudo observar
sefal fluorescente verde en cualquier érganoyctsra, etc. larvase interpreté como
gue ese es sitio de expresion del gen mutad@[@r1].

Para utilizar como referencias comparativas con la sefial fluorescente en las
lineas BDGP cada experimento fue acompafiado de un control negativo (ISOB Xx
W/+;UAS-CD8::GFPCyO, TM3/+), en donde se espera no exista sefial fluorescente; y
un control positivo €ngrailedGal4 x W/+;UAS-CD8::GFPCyO, TM3/+) en donde se
espera que exista sefial fluorescente en zgmaonocidas de la larva. En el control
positivo utilizado, la lineaengrailedGal4 presentd expresion en el sistema traqueal

larval. Todos los controles funcionaron correctamente.
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2.1.3. Resultados.

Busqueda de lineas mutantes para el CO larval.

En los ensayos en los cuales se adilAcido Propionico como estimulo se
analizaron 102 lineas diferentes cuyaal@acion fue: 36,8 %, 41,1 % y 22,1 % en el
cromosoma I, lll y el X, respectivamente. Para el Benzaldehido se analizaron 100
lineas, en un 37,5 % de las cuales el elem@rge localiz6 en el cromosoma Il, en un
41,5 % en el cromosoma lll y déas 21 % en el X. Para Blonanol se analizaron 106
lineas donde la insercién se ubien el cromosoma ll, 11l gl X en un 38 %, 42 % y 20
%, respectivamente.

El IRL medio de las lineas BDGP cuaneloestimulo fue Acido Propiénico fue
de 20,188 y el del control 27,924. Para Betelaido las lineas BDGP presentaron un
IRL medio de 10,276 y la linea ISOB de 13,124.ddanto a la respuesta al Nonanol,
los IRL medios fueron -14,97 y -24,67, palas lineas mutantes y el control,
respectivamente. Estos resultados son Ipsragdos segun los reportes previos sobre el
tipo de respuesta comportamental que dagmicos empleados generan en larva de
segundo estadio dé. melanogaster atrayente para el Acido Propionico y
Benzaldehido y, repelente para el Nonanol.

El andlisis del total de las lineas BDGP evaluadas resulté en que el factor Linea
del ANOVA general fue significativo para @eéstimulo (Tabla 2.1.1).; este resultado
se interpreta como la existencia de unpdrtante variabilidad gettica mutacional para
el CO larval en respuesta a cada uno de los tres estimulos quimicos analizados De los 3
estimulos empleados el Acido Propionifiee el que exhibié la mayor variacién
genética mutacional ya que 3,4 % de la variacion fenoifja total del CO larval se
debe a las diferencias entre lineas, esirdal efecto causado pda insercién del
elemento transponible. Por su parte, thferencias entre lineas para el Nonanol
representaron el 24,6 % mieadrque para el Benzaldehido el componente genético
represento el 17,1 % devariacion fenotipica total.

La variabilidad genética mutacional cemtrada se debe al efecto de las
mutaciones por elemenbBsobre el CO larval. Tal como se mencioné en los materiales
y métodos, la comparacion de las lineastagenizadas con el control libre de
mutaciones en cada bloque permite fdigar las lineas BDGP andsmicas Yy
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posteriormente los genes interrumpidoséstas. En la Tabla 2.1.2 se observan las
lineas BDGP que presentaron un valor de $iynificativamente menor (en el caso de

los estimulos atrayentes: Acido Propionic@enzaldehido) o mayor (en el caso del
estimulo repelente Nonanol) que la linea caritoee de insercionesegun la prueba de
Dunnett (datos no presentados). De las 102,y1006 lineas analizadas para el Acido
Propionico, Benzaldehido Yonanol, 17, 3 y 8 lineas presentaron un fenotipo
anosmico, respectivamente. Los genes mutados en dichas lineas se consideran genes
candidatos a participar en la arquitectgemética del CO larvaLos genes candidatos

Hsp27, CG32572 y CG61&®n compartidos entre Ao Propidnico y Nonanol; jing

entre Acido Propiowio y Benzaldehido.

Estimulo GL. F P %o
Acido Propiénico 101 3,97 < 1xT0 32,4

Benzaldehido 99 2,265 k10° 17,1
Nonanol 105 3,032 <1x10° 24,6

Tabla 2.1.1: Se destacan algunos de los parametros de los ANOVAS
generales (incluyen a todas las linB&GP analizadas en cada estimulo).

G. L: Graos de Libertadt: valor del estadistico F para cada facter;

valor dep del factor linea para el ANOVA general de cada estimug, %
Porcentaje de la variancia fenotiptosal explicado por el factor Linea.

Del total de genes candidatos a participar del CO larval identificados 5 son
también genes candidatos a participar del CO ad@pmnophilin jing, bicoid-
interacting protein 3Rtnlly couch potatdSambandaet. al2006).
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T€

Posicion

Linea GenCandidato o Sitio de insercion dp[GT1] Funcion Biologica
Citoldgica
Acido
Propionico
Determinacion de la longevidad -
BG0O0737 Hsp27 3L, 67B1 En el gen
Respuesta al calor
_ - _ 55 pb rio arriba del extremo _ _
Spinophilin (spn)* /misshapen . , Comportamiento olfativo adulto/
BG01011 3L, 62E6 5’ /1443 pb rio abajo del
(msn) Desarrollo
extremo 3’
2R, 58E9- .
BGO01179 defense repressor 1 (dnrl) E8E1 En el gen Respuesta inmune
BG01223 Glutamine synthetase 2 (Gs2) X, 10B11 En el gen Catabolismo del Glutamato
_ 22,8 kpb rio abajo del Desarrollo - Aprendizaje olfativo -
BG01228 derailed (drl) 2L, 37C7 o
extremo 3' Morfogénesis
. 290 pb rio abajo del extremo  Comportamiento olfativo adulto -
BG01257 jing* 2R,42B3 _ _
5' Desarrollo del sistema nervioso.
BG01330 CG11883 2R, 47B1 En el gen @xbolismo de nucleodtidos
3L, 64A6- .
BG01376 Chd64 En el gen Contraccion muscular
64A7
Fisiologia celular/ Comportamiento
BG01380 Oseg4 / draper (drpr) 3L, 62B1 En el gen

locomotor larval

ContintGa en la Ha sguiente.



A

Viene de la h@a anterior.

Benzaldehido

BG01399

BG01404

BG01515

BG01683

BG01733

BG02042

BG02081

BG02823

BG01735

BG01897

BG02102

CG17646

bicoid-interacting protein 3
(bin3)*
female sterile (1) homeotic
(fs(1)h)
CG32572

CG6175

easily shocke(eag

Rtnl1*

scylla (scyl)

big brain (bib)

jing*

(2)05510

2L, 22B1-
22B2

2R, 42A13-
42A14

X, 7D3-7D5

X, 15A3

3L, 68C1-C2

X, 14B7

2L, 25B9-C1

3L, 68B4-C1

2L, 30F5

2R,42C1

2R, 57A5-6

En el gen

En el gen

En el gen

En el gen
2725 pb rio arriba del

extremo 5’
En el gen

En el gen
130 pb rio abajo del extremo
5

En el gen

143 pb rio arriba del

extremo 5’

21, 5 kpb rio arriba del

extremo 5’

Metabolismo celular

Regulacion de la transcripcion -

Comportamiento olfativo adulto

Regulacién de la transcripcién

Desarrollo del cerebro -
Comportamiento mecanosensorial
Comportamiento olfativo adulto
Regulacién negativa del crecimiento

- Muerte celular

Desarrollo temprano
Comportamiento olfativo adulto -
Desarrollo del sistema nervioso

central.

Contindia en la lja sguiente.



€e

Viene de la h@a anterio.

Nonanol
Determinacion de la longevidad del
BG00737 Hsp27 3L, 67B1 En el gen
adulto - Respuesta al calor
BG01043 Gp150 2R, 58D3 En el gen Metabolismo - desarrollo
11,8 kpb rio arriba del _
BG01173 CG5361 3R;85F9 Metabolismo
extremo 5’
Comportamiento olfativo adulto -
3R, 90D1- _ _
BG01315 couch potato(cpo)* 90EL En el gen Desarrollo del sistema nervioso
periférico
BG01324 cricklet (clt) 2R, 57F4 En el gen -
Chronologically _
_ _ _ 1244 pb rio arriba del ) _
BG01600 inappropriate morphogenesis 2L, 22A5-8 ] Desarrollo del sistema nervioso
] extremo 5
(chinmo)
BG01683 CG32572 X, 15A3 En el gen -
2725 pb rio arriba del
BG01733 CG6175 3L, 68C1-C2 -
extremo 5'

Tabla 2.1.2: Se muestran las lineas BDGP que mostraron unendife significativa del control libe de inserciones en el desDunnett, las cuales son
consideradas andésmicas. Los genes candidatos a participaexgrdaion del CO larval, son aquellos interrumpidos por eleglenp[GT1] en las lineas

BDGP andsmicas. * indica los genes que también han sido encordosogarticipantes de la expresion del CO adulto (Samban@hr2006). En negrita se
destacan las lineas que presentan un comportamiento larval an@&miespuesta a dos estimulos quimicos diferentes. La adaimsobre Posicion
citolégica, Sitio de insercién dggdGT1] y Funcion biolégica fue obtenida de la base de ddi@ase(flybase.org).



Por otro lado, con la finalidad obtenevidencia independiente que permita
fortalecer la consideracion de genes candidatparticipar en el CO larval a los genes
identificados en el estudio de perdidafdecion, se realizaronxperimentos utilizando
el sistema GAL4/US-CD8GFP para localizaesdructura y/o los 6rganos de la larva en
donde estos genes se expresan. En 9 line&@PBse encontrd unarfsd de expresion lo
suficientemente clara que permite puntuallaagstructura o orge larval donde el gen
candidato se expresa. Interesantemente, en 6 de los genes can@idatodr{rl, bin3,
spn/ msny scy) la sefial de expresién indica que los mismos se expresan en el sistema
nervioso central de la larva; es decir, lea hemisferios cerebrales y/o en el cordon
nervioso central en forma de cor@G32572se expresO en unategtura del sistema
nervioso (posiblemente uno de los ganglgensoriales) cercana a la periferia del
mismo, pero que no forma parte de éktss genes candidat@as scyll y chinmose
expresan en el sistema traqueal. Por ultimo, el Rgmil es el Unico que evidencia
sefales de expresarse enpkxiferia del sistema nerviosen lo que p&ce ser un
conjunto de neuronas o interneuronas quexsenden hacia al extremo anterior de la
larva en donde se ubica el sistema nexvigeriférico (posiblemente al complejo

formado por el Organo Dorsaky Organo Terminal) (Figura 2.1.4).
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Figura 2.1.4: Fotografias de laniasvivo mediante un microscopio para observar fluorescencia. Las larvas son descendient
del cruzamiento: Linea BDGPW/+;UAS-CD8::GFPCyO, TM3/+, en las cuales la sefial fluorescente indica expresion del gen
mutado. En el vértice inferior derecho de cada imagen se especifica el aumento al que fue tomada. Descripcion en ds
BG01515(fs(1)h: vista ventral de la zona anterior (o cefélica); se destaca expresion en uno de los hemisferiassoerzbral

el corddn nervioso ventral en forma de coB&02081 (Rtnll): vista dorsal de la zona tenior (o cefdlica); se destaca
expresién en un conjunto de neuronas que se extienden dlaekéremo anterior en dond® ubica el sistema nervioso
periférico (posiblemente al complejo formado por el Organo Dorsal y el Organo Terminas).plstien ser neuronas
sensoriales o interneurondG02042 (eag: vista ventral de la zona anterior (0 cefélica), se detectd expresién en la part
anterior del sistema traque8G01179(dnrl): Vista lateral (dorsal arriba) de la lareompleta; se destaca la expresiéon en el
cordon nervioso ventral en forma de coB6:01683 (CG32572: vista dorsal de la zona anterior (0 cefalica); se detecté
expresion en un elementos deltsma nervioso cercano a la periferia del migueoo que no forma parte de ésta (la expresion
se observa en lo que posiblementewseade los ganglios que se ubican cercanos a los 6rganos sensoriales |IBGab4)4
(bin3): vista dorsal de la zona anterior (0 cefalica); se destgma®dn en los hemisferios cerdbgy en el cordén nervioso
ventral en forma de cono (CNVBGO01011 (spn/ msn: vista ventral de la zona ante (o cefalica); se destaca sefial
fluorescente débil en los hemisferios cerebrales gl corddn nervioso ventral en forma de c@®01600(chinmg: A) vista
dorsal de la larva total, se observa sefial en el sistemaata@) vista dorsal de la zona anterior (o cefalica), se delstaca
expresion en la parte anterior del sistema traqB&02823(scy)): A) vista dorsal de la zonatanior (o cefalica), se destaca el
cordon nervioso ventral en forma de cono y la parte anterior del sistema traqueal; B) vista ventral deafdedondo
cefélica); se observa expi@s en el corddn nervioso ventral en formacd@o. No se encontré sefial en las lineas BG0737,
BG01043, BG01223, BG01324, BG01330, BG01380, BG013991BR&3, BG01735, BG02102. No se analizaron las lineas:
BG01173, BG01228, BG01257, BG01315, BG01376, BG01897.

35



Analisis cuantitativo del CO larval ensldineas mutantes en diferentes ambientes

quimicos.

El factor Linea x Estimulo del ANOVA pamvaluar cuantitativamente si existen
diferencias en la respuesta olfativa de las lineas BDGP andsmicas entre los diferentes
estimulos quimicos resultdé significativo cdanse evaluaron todas las lineas en un
mismo analisisK4o, 333= 3,497;p < 0,0001). Sin embargo, cuandbandlisis se realizé
por un lado entre las lineas que presemtaun fenotipo anésmico en respuesta a
solamente un quimico y por otro lado entre las que presentaron un fenotipo mutante en
respuesta a mas de un quimico (BG7, BG01683 y BG01733), el factor Linea x
Estimulo fue significativo en el primer cades{ 269 = 3,155;p < 0,0001) y no en el
segundof4 4= 1,069;p = 0,379). Es decir, la respuesiiéerencial entre lineas ante la
heterogeneidad de ambientes se delmbgilemente a las lineas que son mutantes
solamente para un quimico. En estos ANOVAs la significanoevaed corrigiendo el
a global segun el método de Bonferroni.

Estos resultados indican que las magngudie la respuestas olfativas mutantes
(es decir, las diferencias fenotipicas er&® lineas mutantes y el control libre de
mutaciones) entre “ambientes quimicos” no fueron iguales entre las diferentes lineas
BDGP que fueron mutantes sélo para un adting no lo fueron para las mutantes en
mas de un estimulo. Este resultado repres una manifestacion cuantitativa del
resultado previo en el cual la mayoriadaelineas presentaron un fenotipo andésmico en
respuesta a un quimico y no a los denaésy la excepcion de BG0737, BG01683 y
BG01733 que presentaron un fenotipo mutdateo en respuest Acido Propidnico
como a Nonanol (Tabla 2.1.2).

El efecto de la mutacién sobre elnégipo olfativo depende del estimulo
qguimico. Como estas lineas presentan difersrggaéticas; y si consideramos a los tres
estimulos quimicos utilizados como “ambientes quimicos” diferentes; lo que se observo
es variabilidad de las normas de reacantre los diferentes “ambientes quimicos”. Es
decir, interaccion GxA.

2.1.4. Discusion y Conclusiones.

En el presente capitulo de la tesis se cuantifico el comportamiento olfativo larval
en respuesta a tres estimulos difezent(Acido Propidnico puro -—atractivo-,

Benzaldehido 1 % v/v —atractivo- y Nonamairo —repulsivo-) efineas que presentan
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mutaciones Unicas por la insercidon de un eleméntéue posible identificar genes
candidatos a participar en &quitectura genética del Cl@rval (Tabla 2.1.2). Estos
genes candidatos son propuestos como gefas/o$ por primera vez en esta tesis.

Las funciones bioldgicas repadas en la base de datélgBasepara los genes
candidatos son heterogéneas; pero se puede destacar que en un alto porcentaje son genes
que participan en el desarrollo (en algunos sasespecifica que se trata del desarrollo
del sistema nervioso o del desarrollonpgano; y en otros s6lo se informa que
participan en algun aspectol desarrollo) y en diferentes caracteres comportamentales.
En menor medida presentan funciones biickig de regulacion de transcripcion y
metabolicas (Tabla 2.1.2). Ddg las lineas mutantes qusukaron ser andésmicas, las
lineas BG01011 y BGO01380, merecen una wigmn mas detallada, ya que las
inserciones del element® en ellas afectaron a mas de un gen. En el primer caso el
elemento transponible se insertd a 55 pb rio arriba del extremo Spidephiliny a
1443 pb rio abajo del extremo 3’ dé@sshapenTabla 2.1.2). Si lein la insercién se
localiza mas cerca del gespn no se puede descartar gelegen involucrado en el
comportamiento olfativo larval seasn ya que la distancia detésal puntade insercion
queda dentro del rango de accion del elemeniBellen et al. 2004). En este caso un
estudio de reversion de la insercion gama descripcion de la metodologia ver
Gangulyet al. 2003) permitiria discernir si solamente uno o si ambos de estos genes
afectan el caracter que se esta aanllp. El caso de la linea BG01380 es mas
complejo, ya que el elemento transponible afecta a dos genes simultane@segdey
draper. Existe una region de solapamiento emistos dos genes de 100 pb que es donde
se produjo la insercion. Lamentablemenie estudio de revertantes no podra esclarecer
cual de los dos o si ambos genes afectan la normal expresion fenotipica del
comportamiento olfativo en larvas Be melanogaster.

Del total de las lineas analizadas el 9 % mostré diferencias significativas
respecto del control libre de mutaciones; este porcentaje de lineas mutantes andésmicas
en el CO larval es similar al 4% (Anhat al. 1996) y al 6% (Sambanda al 2006)
encontrados para el CO aduéin dos estudios que utilizer también una estrategia de
perdida de funcién por insercion de un eleméht®or el contrario, estos porcentajes
son marcadamente menores que los rapdod en estudiogjue analizaron la
arquitectura genética de otros caractere® emelanogasterLyman et al (1996) y
Norgaet al (2003) mostraron que alrededor delP2@le las inserciones del elemeRto

tienen un efecto sobre el naro de quetas sensorisldel adulto; Carreirat al. (2009)
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y Menschet al (2008) reportaron que el porcentdjee de 60 % para caracteres
vinculados con el tamafio corporal y tmpo de desarra| respectivamente; y
Harbisonet al 2004 reporté que un 41% de las inserciones del elerRetitmen un
efecto sobre la resistencia a la inanicibneBgerable que si existaliferencias en las
arquitecturas genéticas, al menos en ldidatt de genes involuagdos, los porcentajes
de lineas que presentan perdida de funsiésn también diferentes. Por lo tanto, las
diferencias son menores paralguitectura genétiadel olfato entre derentes estadios
del ciclo de vida d®. melanogasteque entre estos y otros caracteres.

La evidencia que permite caracterizar @mggenes como candidatos proviene de
dos resultados experimentales independiehtns.es el estudio de pérdida de funcion;
al que se le suma un analisis de ex@reson el sistema GALYWAS-CD8GFP. En éste
fue posible precisar el 6rgano o estructlmval donde se expresan 9 de los genes
candidatos. La mayoria de los genes aatds que mostraron una sefial positiva en
este experimento se expresan en el sistemdose central de la larva, principalmente
en los hemisferios cerebralds({)h bin3, spn/ msr) y el cordén nenoso ventral en
forma de conof§(1)h dnrl, bin3, spn/ msn scy) (Figura 2.1.4). En estos dos érganos
se encuentran la mayoria de los centregronales donde se procesa la informacion
obtenida en la periferia del sistema seisdqGreber y Stocker 2007). Unicamente el
genRtnllpresentd evidencias de expresarse getderia del sistema nervioso. En este
sentido, podemos afirmar que la mayoria de los genes candidatos participan en una
posicion central en la compleja cadena de eventos que en Ultima instancia termina
siendo la respuesta olfativa. Cabe aclara wpu resultado positivo de este experimento
es alentador para sumar evidencias sobre el rol biolégico de estos genes como
participantes de la arquitectura genétich@i®; pero un resultadoegativo (es decir no
encontrar sefial de expresion larva de alguno de estosngs) no los descarta como
candidatos, dado que este resultado se pleder a una deficiencia de la técnica
utilizada y no a una caractdits bioldgica del gen. Asimismai el gen candidato se
expresa en una etapa del desarrollo previaamddizada en este adio, pero el efecto
fenotipico se manifiesta en el estadiolalwa 2 (el estadio donds cuantificé el CO
larvario y se observo expresion), posiblereetampoco sera posible detectar sefial de
expresion. Teniendo en cuenta los resultatissutidos hasta el momento, se demostré
que la arquitectura genética del CO larvaDeasophila melanogastegs compleja y en
ella participan numerosos s con funciones moleculangsioldgicas heterogéneas, y

no solamente los expresados a un nivel periférico (genes RO y PUO).
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En otro estudio utilizando lamismas lineas BDGP (Sambandsdral 2006) han
sido informados 5 de los genes candidatoparticipar en el CO larvaBginophilin,
jing, bicoid-interating protein 3, Rtnly couch potath como genes de olfato en el
estadio adulto del ciclo de vida @e melanogaste(Tabla 2.1.2). En dicho trabajo se
reportan ademas otras 28 lineas BDGP mices en respuest Benzaldehido que
fueron analizadas también en larva en &stis, pero que no han presentado un fenotipo
que permita calificarlas como andsmicas; y por lo tanto tampoco a los genes
interrumpidos en ellas como candidatos a pagicen el CO larval. Es decir, el CO
larval comparte con el adulto cierto nime® genes, ya sean genes RO (Vosshall y
Stocker 2007), genes PUO (Galindo y Smith 2001; Z#tual 2009) o genes que no
participan en la periferia del sistema olfativo cagmnophilin, jing, bicoid-interacting
protein 3, Rtnl, couch potatpero ademas presenta genes que son candidatos a ser
exclusivos del olfato larval, como los 2&stantes encontrados en esta tesis y que
previamente no han sido reportados con umaifun biologica olfatra en adulto. Se
corroboré asi la hipétesis gpéantea que existe un cierpado de solapamiento entre
la arquitectura genética del CO entre difezsrdstadios ontogenéticos del ciclo de vida
de D. melanogasterEsto se da tanto a nivel perifé@idel sistema olfativo como en un
nivel central del CO larval.

Teniendo en cuenta que se identificagemes que participan en el CO larval
frente a diferentes estimulos quimicos,pesible saber qué pmntaje de los genes
candidatos son exclusivos y cesilparticipan en la exprési de la respuesta olfativa
para mas de un estimulo quimico. De los 2tegecandidatos solamente 4 lo son en mas
de un estimulo quimicad4sp27, CG32572 y CG61780n compartidos entre Acido
Propionico y Nonanol; ying entre Acido Propionico y Benzaldehido (Tabla 2.1.2). Si
se considera a los diferentes estimulosnggds como representaciones de “ambientes
quimicos” diferentes, entonces los factogeséticos que participagn la arquitectura
genética del CO en los diferentes “aeries quimicos” no son los mismos, aunque
existe un nimero comudn minoritario. Coma afe esperar, soélexisten diferencias
cuantitativas en las magnitudes de la respseslifativas mutantes para los diferentes
estimulos quimicos entre las lineas BDGP que presentaron un fenotipo andésmico en
respuesta a solamente un quimico. Esta vfidatl de las normas de reaccion entre los
diferentes “ambientes quimicos” represeatafendmeno de interaccion GxA para el
CO. El conjunto de los resultados discutaiolos dos péarrafos previos permite concluir

que la arquitectura genética del CO no soésenta cierto grado de diferenciacion entre
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estadios del ciclo de vidasino que también sucede lo mismo entre diferentes
“ambientes quimicos”.

En cuanto a los diferentes modelo®mrestos como bases mecanisticas que
subyacen a la plasticidad fenotipica yidéeraccion GxA; la mayoria de los genes
candidatos encontrados quetm#pan diferencialmente del CO larval entre “ambientes
quimicos” son genes que por sus funciobiesdgicas aparentan hacerlo directamente
sobre el fenotipo olfativo; exceplbin3y fs(1)hque claramente son genes regulatorios y
por lo tanto podrian regulaa genes que afecten directante el fenotipo olfativo,
influyendo en éste indirectamente. Estos radolt son mas consistentes con el modelo
de “sensibilidad alélica” eta version que propone expi@s de genes diferentes en
ambientes diferentes. De todos modosmemor medida también son congruentes con
el modelo de “regulacién genética”. Est@nclusion aparentementontradictoria, no
seria del todo inapropiada ya que como han sefialadet ¥la(1995) estos modelos no
son mutuamente excluyentes. De hecho, daglies previos en el olfato adulto @e
melanogasterhan mostrado resultados queoygn ambos modelos. Por un lado,
Sambandart al (2006) demostré que variacionegilss en el ambiente cambian los
efectos que dos genes con fiemes de regulacion da transcripcion tienen sobre los
demas genes miembros de wed epistatica que afecta al fenotipo olfativo; estos genes
regulatorios controlan indireminente el cambio fenotipico ante la heterogeneidad
ambiental como plantea la hipétesis ‘degulacion genética”. Por otro lado, en un
estudio posterior Sambandaet al (2008) han encontrado que otros dos genes
candidatos (que no son regulatoriogambian su patron de expresion 'y
consecuentemente su influencia directa eodlr fenotipo olfativo adulto cuando la
mosca es criada en ambientkferentes; siendo ésta egittia a favor del modelo de
“sensibilidad alélica”. Entonces, existendicios suficientes para concluir que la
interaccion GxA es importante en la arquatura genética del CO larval y que las bases
genéticas de esta interaccion son mangte congruentes con el modelo de
“sensibilidad alélica”.

A modo de resumen se puede conadtiie en una busqueda a escala gendmica
de genes involucrados endequitectura genética del compmiento olfativo larval se
identificaron 26 genes candidatos que presefunciones bioldgicaleterogéneas. La
mayoria de ellos participan en una posici@mtral en la compleja cadena de eventos
que determina el olfato larval. Tambiése ha podido corroborar que existe un

solapamiento entre la arquitectura ge@ del CO entre estadios ontogenéticos

40



diferentes del clo de vida deD. melanogastery que esto se da tanto en un nivel
periférico como central del sistema oNatilarval. EIl mismo patron se repite entre
diferentes “ambientes quimicos”, ya que los factores genéticos que participan en la
arquitectura genética del CO en los difeesritambientes quimicos” no son los mismos,
aungue existe un namero comun minoritaRor ultimo, la interaccion GxA es una
parte importante de la arquitectura genétidaGfe larval y, losresultados apoyan que

las beses mecanisticas de esta intedadBixA son mayormente del tipo propuestas por

el modelo de “sensibilidad alélica”.

41



2.2. Capitulo 1.

Genética cuantitativa evolutiva del comjaoniento olfativo larval y adulto
en poblaciones naturales Beosophila melanogaster

2.2.1. Introduccion.

Como se ha expuesto en otros trabajanyel Capitulo | de esta seccién, se
pueden destacar dos caracteristigagsentes en el CO de. melanogaster que
permiten afirmar que la arquitectura genétlehmismo es la de un caracter complejo.
En primer lugar, estd determinada por multiples genes que forman ensambles
funcionales a través de interacciortaato aditivas como no lineales (Anhet al.
1996; Fedorowiczt al. 1998; Anholtet al.2001; Anholt y Mackay 2001; Anhodt al.
2003; Sambandaet al.2006), y en segundo lugar, presama importante sensibilidad
a la heterogeneidad ambiental (Sambareda. (2006) (2008); Capitulo | - Seccion II).
Hasta el presente la mayoria de los estudios sobre las bases genéticas dd).CO en
melanogasterhan examinado los efectos de temiones en lineas isogénicas de
laboratorio y se han enfocado mayoritariameseel estadio adulto del ciclo de vida.
Pero, para situar el estudio de la araquiitea genética del CO en un contexto que sea
ecologica y evolutivamente relevante, es inguate conocer la variabilidad fenotipica y
las causas genéticas subyaceatlsmisma en escenarios matas y en ambos estadios
del ciclo de vida. De esta manera sstaria investigando uno de los aspectos
determinantes de la arquitectura g@@ segun Hansen (2006): las propiedades
variacionales. Mas aun, resulta paraddjico, gupesar de la riqueza de conocimientos
sobre las bases moleculares y los mecanismos fisiologicos del olfarosophilg la
variabilidad fenotipica y genética natupgrmanezcan casi inexploradas, a excepcion
de unos pocos casos (Alcorta y Rubio 1989; Mactag). 1996; Fanarat al.2002). En
el presente capitulo se deben las investigacionesugos objetivos fueron conocer
como se distribuye en la naturaleza laafaitidad fenotipica y genética del CO tanto en
el adulto como en larva d& melanogastey poner a prueba hipggis sobre las fuerzas
evolutivas que determinarontes patrones de variabilidad.

Los conocimientos previos sobre las diferias ecoldgicas y el modo de vida de

los estadios larvales y el dthy hacen presuponer que en gbd larval y en el adulto
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operan diferentes fuerzas evolutivas, o éva@mente diferentes intensidades de una
misma fuerza (por ejemplo seleccion natural).

Las poblaciones naturales de una especie con una distribucion cosmopolita como
D. melanogasterhabitan en ambientes que prédaenuna amplia heterogeneidad
climatica y nutricional (dado los divers@sitos en descomposicion donde se crian).
Desde la genética cuantitaievolutiva se han desaradio metodologias que permiten
estudiar la respuesta de las @aibnes naturales ataheterogeneidad. El andlisis de la
plasticidad fenotipica y la interaccion Gx@/ia y Lande 1987; Via 1993; Schlichting y
Pigliucci 1998) es una herramienta concepélfi@az para dilucidar la/s estrategia/s que
utiliza una especie para enfrentar la hetemegiad ambiental. La plasticidad fenotipica
y la interaccion GxA son dos procesoseqopueden llevar a la adaptacion en las
poblaciones naturales, y se peopuesto que la plastitid fenotipica juega un rol
importante en la evolucién como factor diviééeador al contribuiral origen de nuevos
caracteres y al alterar lageticiones de cambio de lossmios (West-Eberhard 1989).
Existen también evidencias de que la vali@ddd genética natural puede ser mantenida
por la interaccion GxA (Via y Land#987; Gillespie y Turelli 1989; Gurganes al.
1998; Fernandez Iriarte y Hasson 2000; Ungetexl. 2003; Fanar&t al. 2006). EnD.
melanogasteise ha estudiado intensamente un caso particular de interaccion GxA, la
interaccion genotipo por se (GxS)(Mikasi 1992; Mackayet al. 1996; Mackay y
Lyman 1998; Vieireet al. 2000; Lymanet al. 2002; Anholtet al. 2003; Goenaga 2010;
Goenageet al. 2010), esta interaccion se da mda existe variacion entre genotipos
para la cantidad de dimorfismo sexud@l dimorfismo sexuase detecta como
diferencias en los valores dies de un caracter entre machos y hembras de un mismo
genotipo (Anholt y Mackay 2010).

Para alcanzar los objetivos generales quaeseriben en el presente capitulo se
realizd una cuantificaciédel CO en el laboratir, tanto en el estadlilarval como en el
adulto, en isolineas derivadassigs poblaciones naturales@isophila melanogaster

ubicadas en el territorio Argentino.

Las hipotesis que se pusiem@prueba son las siguientes:

Existen diferencias fenotipicas, tantorgpeel CO adulto como larval, entre
poblaciones naturales @ melanogaster
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Existe variabilidad genética para el @@ntro de poblaciones; este patron se

interpreta como existencia de ddaciacion genéticantre poblaciones.

En las poblaciones naturales analizaldamteraccion GxS es un componente
importante en la arquitecturgenética del CO en adulty, presenta una sustancial

heterogeneidad entre poblaciones.
La arquitectura genética del CO, en doaa variabilidad fenotipica y genética,
varia entre larva y adulto pata melanogasterParticularmente el potencial para que

suceda una adaptacion (evolucionabilidadyaatbiente quimiosensorial” es mayor en

el estadio larval que en el estadio adulto.

2.2.2. Materiales y Métodos.

Generacion y mantenimientie lineas de trabajo.

Las lineas utilizadas se generaron dsidgaiente manera: se colectaron hembras
fecundadas dérosophila melanogastede seis poblaciones naturales del noroeste
Argentino (Neuquén, Uspallata, Lavalle, Guemes, Chilecito y Cachi), con las que se
fundaron alrededor de 20 isolineas poracpdblacion. Cada isolinea se constituyo por
la descendencia de una uUnica hembra cagéu Una revision dallada, asi como
también la evaluacion de la pertinencia del uso de isolineas en estudios genético
cuantitativos de insectos, se encuentra en (Davidl. 2005). En la figura 2.2.1 se
detallan la ubicacion geografica, presende@ planta hospedadora, latitud, altitud e
informacion climatica para cada poblacion digem de las isolinea3odas las lineas se
mantuvieron por diez generacioresun medio de laboratoriasado en harina de maiz
y agar bajo condiciones cooladas de temperatura (25L# C), humedad (70%); y un
ciclo luminico de 12-h luz:12-h oscuriddde cada poblacion se eligieron al azar de
diez a doce isolineas en las que se cuanéi@dmportamiento olfativo en respuesta a

Benzaldehido.
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Famere de lineas

Poblacién Hospedador Latitud  Longitud  Altitud T'.E b analizadas
Sur)  (Oeste)  (ms) ediaanual
' " C larva  adulto
Juetnes Desconocide 24% 47 fO° 0% ) 202 11 10
Cachi Tva 25707 699 097 22380 10 10 10
Chilecito Uva 29° 10° 67° 28 1043 20 11 11
Lavalle Uva, 32°50° 68728 647 17.1 10 10
Iembrille '
IManzana, I R
Tspallata Merbrillo 32735 69° 22 1915 12.2 10 10
IHeuquén Manzana e fE 047 260 * 10 11

Figura 2.2.1:A Ubicacion de las seis poblaciones naturale® dmelanogastede Argentina donde se recolectaron moscas: 1) Guemes (Provincia de
Salta), 2) Cachi (Provincia de Salta),)ilecito (Provincia de La Rioja), 4) Lale(Provincia de Mendoza), 5) Uspallatadqincia de Mendoza) y 6)
Neuquén (Provincia de NeuquéB).Caracteristicas de las de las seis poblaciones natural@®stEphila melanogastede Argentina. * No hay datos

disponibles de la poblacién de Neuquén.



Ensayos comportamentales.

Larva: ElI CO larval en respuesta altiesulo quimico Benzaldehido en una
dilucion de 1 % (v/v), se cuantifico de maismo modo que se detall6 en Materiales y
Métodos del Capitulo | de tasseccion. En estos experim@s se obtuvo un indice de
respuesta larval (IRL). Se ha reportadevimmente que Benzaldehido 1 % (v/v) es un
estimulo atractivo para la larva 8 melanogate(Ayyub et al. 1990; Oppligeret al.

2000; Gangulet al.2003).

Adulto: Para cuantificar el comportamienttfativo adulto se utilizé el ensayo
descripto por Anholet al. (1996). Brevemente, las moscas adultas se colectaron de 3 a
5 dias luego de saclosion utilizando C®como anestésico, luego se colocaron en
grupos de cinco individuos por sexos separaaofubos de plastico de 2,5 x 8 cm sin
medio de cria. El ensayo experimental sdizé 2 horas después the separacion en
grupos para permitir que las moscs recuperen del efecto del £Qos tubos se
marcaron con 2 lineas, una a 3 cm y @ré cm del fondo del mismo. Durante el
experimento, el tubo de plastico con las Soas se colocd horizontalmente (para evitar
efectos de geotaxis negativa) sobre unarfigieblanca, y dentro de una camara con
las paredes blancas (para evitar efectos de fototaxis). Se inserté un hisopo con la cabeza
de algododn del mismo bafiada en una solug@Benzaldehido 0,3 % (v/v), el extremo
del hisopo se alined y se dejo fijo en la marca de 6 cm. Luego de la insercion del hisopo,
se dej6 recuperar a las moscas de laugmation causada por iasercion del hisopo
durante 15 segundos, y se contabilizd cadadundos el nimero de moscas presentes
en los 3 cm del fondo del tubo (son 10 costen total) (Figura 2.2.2). Finalmente, se
calculo el indice de respuesta adulto (IRANocel promedio de las 10 mediciones, este
indice varia entre 0 (atraccidotal) y 5 (repulsion total). Estudios previos reportaron
que el Benzaldehido en diluciones como la s@aitilizé en estos experimentos es un
estimulo repulsivo para el estadio adulto e melanogasterfAnholt et al. 1996;
Mackayet al. 1996; Anholtet al.2001; Anholt y Mackay 2001; Fanagtal.2002).

Tanto los ensayos en larva como enlidse realizaron entre las 14:00 y las
17:00 horas en una camara experimemrada con temperatura (25° C * 1),
iluminacion artificial (5,4 + 0.2 x 10Ix) y humedad (42 + 5 %) controlada. Se
cuantifico el comportamiento olfativo pardudto hembra, adulto macho y larva en 5-7

réplicas por isolinea.
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Figura 2.2.2: Representacion esquematica de el ensayo comportamental para
cuantificar el comportamiento olfativo en el estadios adulto. Extraido y modificado
de Anholty Mackay (2004).

Analisis Estadistico

El analisis de la magnitud de la varialalitidel CO larval se realiz6 mediante un
ANOVA. Los valores analizados fueron I6RL de cada réplica de las diferentes

isolineas. El modelo de ANOVA utilizado fue el siguiente:

Y=u+P+L(P)+Er

dondep es la media total y las fuentes de variacion $ofactor Poblacion que se
considero fijo en el andlisis general compigoay aleatorio para estimar el aporte de la
variabilidad inter-poblacional, (P) es el factor aleatorio héa anidado en Poblacién; y
Er estima la varianza entre los efectos medmtas réplicas, es decir el error.

Para cuantificar la magnitud de la \edniiidad del CO adulto se utilizd un
ANOVA anidado de tres factores. Los valoaeslizados fueron los IRA de cada réplica

de las diferentes isoline&B$ modelo es el siguiente:

Y=u+P+S+L(P)+PxS+L(P)XS +Er

dondeS es el efecto fijo del Sexo y el resto de los factores son los mismos que en el
andlisis del CO larval. Si el factar(P) es significativo, indica que existen diferencias
fenotipicas entre las isolineas, dado quaselneas representan genotipos diferentes y
qgue el ambiente fue controlado; estas difeigs fenotipicas se deben entonces a las
diferencias genéticas entrelimeas. Por lo tanto, de ob&reste resultado estadistico

se concluye que el caracter analizado pteseariabilidad genética (el razonamiento es
valido para el andlisis darva y en adulto). Mientras que si la interacdifR)xSexhibe
resultado significativo, se intelgia como la existencia dma interaccion genotipo por

sexo (interaccion GxS).
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Se realizaron ANOVAs adicionales rpacada poblacién por separado de

acuerdo al siguiente modelo:

Y=u+L +S+LxSEr

De la misma manera que en el ANOWcluyendo a todas las poblaciones el
factor L significativo indica que existe en la poblaciéon variabilidad genética para el
caracter analizado. La interaccibirS significativa se interpreta como la existencia de
una interaccién genotipo peexo (interaccion GxS).

La interaccion GxS significativa puedsurgir por causas diferentes: i)
diferencias entre machos y hembras deaaanza entre lineas (cambio de magnitud)
y/o ii) desviaciones de la unidad kaninteraccién genética entre sexasdK 1; cambio
de orden de clasificacionla contribucion de estas siduentes de variacion fue
analizada por medio de la ecuacion imadmente derivada por Cockerham (1963):

Vexs = [(Gmachor Ghembraéz + 2Gmachosﬁhembras(:I-'erS)]/ 2

donde \&xs es el componente de varianza del fat{®)xSdel ANOVA general (d.xS

en los ANOVAs por poblacidn)gmachos Y Ohembras SON las raices cuadradas de los
componentes de varianza entre lineas en machos y hembras respectivameget el
coeficiente de correl&m genética entre sexos.

(Gmachos— Ohembra)® Fepresenta la parte de Variaciéon debida a un cambio de
magnitud y se debe a las diferencias en tamaa entre lineas en diferentes ambientes.
Omachos Y Ohembras fueron obtenidos de los ANOVAmealizados para cada sexo por
separado y representan lagsces cuadradas de los componentes de varianza de los
respectivos factores Linea.

2 omachosOhembras(1+xg representa la parte devariacion debida un cambio de
orden en la clasificacidon, se debe a dasgizes de la unidad en la correlacion genética
entre sexos. El coeficiente der@acion genética entre sexobsx)) estima la
correlacién entre las mediciones del nusrmoaracter en diferentes sexos. Segun
Robertson (1959):

. 2 2 2
lGxs O meu:hos-hembraésG machosO hembra
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0machos-nembra€S €l componente de varianza erifreas del anélisis sin separar los
SeX0S. 6’ machos0 hembra SON 10s componentes de varianza entre lineas de los andlisis

considerando a los sexos por separado.

Estimacion de parametros genético-cuantitativos

Dentro de cada poblacion se calcularomapal CO larva y adulto diferentes
pardmetros genético-cuantitativos. Asemdo un modelo aditivo, el componente de
varianza entre lineas”() del ANOVA es una estimacion @&V y el componente de
varianza de la interaccién Lx3%(xd es una estimacion d&(1/2\k) (Mackay et al
1996); en dondé& es el coeficiente de endogamid/y la varianza genética. Debido a
cruzamientos entre medios hermanos durlanfendacion de las édineas, para ést&s
= 1, (Hoffmann y Parsons 1988). Entonce®/¢adel CO adulto equivale a&, + 4
o’Lxs; la varianza ambientaV/) fue estimada como el error del ANOVA: vy la varianza
fenotipica total Yr) se estim6 com&g + Va. Para el CO larvals se estimo como 2
6%, Va como el error del ANOVA vy la vari@ia fenotipica total es la sumadey Va.

La heredabilidad se estimé, tanto para adulto como para larva, ltomove/Ve
(Falconer y Mackay 1996). Dado que seae un modelo aditivda heredabilidad
estimada es la de sentidotreso e indica cual es laapacidad de spuesta a la
selecciéon direccional del caracter enplablacion (Hedrick 2000). Para comparar la
varianza genética del CO entréedéntes estadiastilizamos el coeficiente de varianza
genética CVs = 100{/c)"¥X? donde Vs es la varianza genética X la media
poblacional del IR). EICVs es un indicador de la capacidad que presenta un
determinado caracter de respandate la seleccionatural y en la lnliografia se lo
denomina “evolucionabilidad” (del termino en ingkesolvability) (Hedrick 2000). El
beneficio de utilizar este pmetro alternativo al claside, o a simplement&s, para
comparar entre caracteres (en este caso dé@ngey adulto), radica en que dividir por
la media en lugar de hacerlo por la vazeres mas apropiado para estandarizar las
varianzas genéticas cuando se comparderetites caracteré$¢ule 1992; Hedrick
2000).

Todos los andlisis estadisticos gsealizaron empleando el software
STATISTICA (Stat Soft, Tulsa, OK).
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IR Larva

IR Adulto

2.2.3. Resultados.

Variabilidad fenotipica para el CO de mosadsiltas y larvas promgentes de diferentes

poblaciones naturales.

Se cuantificd la respuesta olfativa molineas derivadas deeis poblaciones
naturales de Argentina @tira 2.2.1). Las larvas proventes de las poblaciones de
Neuqguén y Cachi mostraron una respuestaedeazo al Benzaldehido, mientras que las
larvas de todas las dem@oblaciones mostraron un comportamiento de atraccion
(Figura 2.2.2A).

i
e

T Figura 2.2.2: Respuesta olfativa
larval (A) y adulta (B) de
-5 - Drosophila melanogasteen las
diferentes poblaciones naturales
de Argentina. Se muestran la
media y el error estandar de los
IR para Benzaldehido. A

431 B @ Machos representa el IR medio larvas,

© Hembras representa el IR medio de los

machos adultos, y representa el

4p 4 % IR medio de las hembras adultas.
47 4 } %
45 +
45 4
4.4 T T T T T T

Guemes Cachi Chilecito  Lavalle Uspallata Neuguén
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En cambio, las moscas adultas de todagptdblaciones rechazaron al Benzaldehido. En
este estadio, los valores medios paradpuesta olfativa al Bealdehido son similares
entre las diferentes poblaciones, excepto lg@anoscas de Chilecito que muestran una
mayor respuesta de rechazo (Figura 2.2.2B).

Los resultados de los ANOVAs generalesapanalizar la vaabilidad del CO
larval y adulto se resumen en la &td.2.1. EI ANOVA generateveld que existe
variacion entre isolineas tantpara el CO adulto comdarval (el factor Linea
(Poblacion) es significativo en ambos casasjjcando la existencia de variabilidad
genética dentro de las poblacksnnaturales. Sin embarggn tanto que no existe una
diferenciacion fenotipica cuantitativa en Igpeesta olfativa del estadio adulto en las
poblaciones naturales @izadas (el factor Poblaciatel ANOVA en adulto resulté no
significativo), la respuesta olfativa larval std una vasta diferencia entre poblaciones
(el factor Poblacion del ANOVAue significativo), sugiriedo que entre poblaciones la
informacion genética para este carac{@0O larval asociado a la respuesta a
Benzaldehido) es diferente. De hecho, la variabilidad inter-poblacional explicé un 7,9%
de la variabilidad fenotipica total del C@s decir, si bien la variabilidad inter-

poblacional tiene incidencia entlatal, ésta es minoritaria.

Larva Adulto
Fuente de Variacion G.L F p GL F p
Poblacion 5 4,365 0,0019 5 0,88 0,503
Sexo L 3 1 4,34 0,0415
Poblacién x Sexo _ 5 0,96 0,4483

Linea (Poblacion) 56 1,921 0,0002 58 2,49 0,0003
Sexo x Linea (Poblacion) 58 1,99 <0,0001

Error 346 - 720 -

Tabla 2.2.1: Resumen de los ANOVAs para la resfauolfativa adulta y larval al Benzaldehido en
isolineas derivadas de poblaciones naturaleArdentina. G.L.: Grados de Liberta, valor del
estadisticd- para cada factop; p-valor para cada factor. En negrita los factores significativos.
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Por otra parte, no se encontrd una correlacion significativa entre el CO larval o
adulto y la latitud o altitudle origen de las poblaciones; (= 0,34,p = 0,71 para
latitud y altitud en CO del macho adultg;¢b= 0,53,p = 0,59 para laud y altitud en
CO de la hembra adulta; &= 0,3,p = 0,74 para latitud y altitud en CO larval).

Utilizando una prueba no paramétricke Kruskal-Wallis se encontraron
diferencias significativas, entre y dentro @eblaciones, entre los coeficientes de
variacion (CV = desvio estandar / media) @© larval y adulto (Tabla 2.2.2). Este
resultado indica que en promedio Ig®blaciones mostraron diferencias en la
arquitectura genética del el difaentre larva y adulto d8. melanogasterAdemas, las

diferencias se manifiestan también en tddagoblaciones anatidas individualmente.

H p
Entre Poblaciones 76,38 < 0,001

Uspallata 14,29 9,001
Guemes 11,88 6,001
Lavalle 14,29 <0,001
Cachi 10,08 0,015
Neuquén 8,75 0,031

Chilecito 15,51 0,001

Tabla 2.2.2: Prueba ngaramétrica de Kruskal-
Wallis entre los coeficientes de variacién del CO
larva y adulto.

Interaccidén genotipo por sex®&xS) en el CO adulto.

El comportamiento olfativo adulto retv6 un marcado dimorfismo sexual,
indicado por el factor Sexo significativo eh ANOVA. Que el fator de interaccion
Sexo x Linea (Poblacién) sea también signiificarevela que existe en las poblaciones
naturales de Argentina interaéniGxS para el C@dulto (Tabla 2.2.1Para determinar
en cudles de las poblaciones analizadaimtiEraccion GxS coribuye a la varianza

fenotipica total del CO adulto se realizaamalisis particularesn cada poblacién. Los
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resultados, resumidos en la tabla 2.2.3, muestran que mientras que la interaccion GxS
no contribuye a la variabilidad fenotipicaaloen las poblacionddspallata, Chilecito,
Neuquén y Cachi; representa el 17,9% y eB%ilde la variabilidad fenotipica total en

Guemes y Lavalle, respectivamente.

Guemes Cachi Chilecito Lavalle UspallatBleuquén

Linea 45 6* 28,4* 8,4* 0 8,4* 0,8
Adulto
Linea x Sexo 17,9*** 29 0 41,8* 0 5,6
Larva Linea 15** 20** 11, 2** 15** 0 14,4*

Tabla 2.2.3: Contribuciones relativas de las fegrde variacion a la varianza fenotipica total
para el CO larval y adulto. El factor linea représ la contribucion de la variabilidad genética y
el factor Linea x Sexo representa la cdmicion de la interaccion GxS. Los numeros son
porcentajes.p < 0,05; **p < 0,01; *** p< 0,001.

Para investigar en mayor profundidad la naturaleza de kadetén GxS en las
poblaciones de Lavalle y Guemes se construyeron las normas de reaccion de la
respuesta olfativa de las isolineas deseptablaciones (Figura 2.2.4). La interaccion
GxS se manifiesta graficamente en la desgradel paralelismo que se observa en las
normas de reaccion entre los sexos. En la poblaciéon de Guemes las diferencias dadas
por el orden de clasificacion explican un & la interaccion GxS, mientras que las
diferencias debidas a un cambio en la magrdtuth respuesta dan cuenta del 93% de la
interaccidn. En la poblacion deawvalle, el 22% de la interaccion GXS se debe a cambios
de magnitud, mientras que el 78%, pueslplicarse por cambios de orden de
clasificacion. En consecuencia, la naturaldeala interaccién GxS difiere entre estas

dos poblaciones (Figura 2.2.4).
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Figura 2.2.4: Normas de reaccion de la respuesta olfativa adulta frente a Benzaldehido para ambos
sexos en las isolineas derivadas de las poblaciones de Guemes y leavafieesentan el IR
medio de cada isolinea en cada sexo por separado.
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Andlisis genético cuantitativo del comportant@plfativo adulto y larval de diferentes
poblaciones.

Para profundizar la comprension de laemincias en la arquitectura genética de
la respuesta quimiosensorial en las difereptégsaciones y entre diferentes estadios del
ciclo de vida se calcularon r@@netros genético-cuantitativdel CO en ambos estadios
y en todas las poblacionesatinadas (Tabla 2.2.4). Lasstimaciones de la varianza
genética V) fueron bajas para todas las poblacgneste resultado concuerda con
estimaciones de la/s para el CO adulto realizad en lineas de substitucion
cromosomica del cromosoma Il y Ill dB. melanogaster provenientes de una
poblacién natural originaria de America del Norte (Mackagl. 1996). Notoriamente,
el valor deVg para el CO larval de la poblacién dspallata es cero y para adulto muy
cercano a cero. Uspallata es una poblacion aiskd esta situacion se vuelve plausible
la hipétesis de endogamia luego de una fisécuello de botella” resultando en una

pérdida de variabilidad genética.

Guemes Cachi Chilecito Lavalle Uspallata Neuquén

Ve 0,2 0,1 0,02 0,32 0,02 410
CVs 2,08 1,47 0,57 2,59 0,72 0,3
Adulto Va 0,08 0,12 0,1 18,43 0,14 0,14
Ve 0,28 0,22 0,1 19,25 0,14 0,15
h? 0,72 0,46 0,17 0,02 0,17 0,03
Ve 131,19 150,63 117,74 142,96 0 90,7
CVs 22,55 30,82 168,52 64,37 0 83,86

Larva Va 370,85 302,09 473,7 403,73 436,52 270,44
VE 502,04 452,72 591,44 546,69 436,52 361,14

h? 0,26 0,33 0,12 0,26 0 0,25

Tabla 2.2.4: Estimaciones de paeiros genético-cuantitativos de la respuesta olfativa larval y
adulta en seis poblaciones naturale®denelanogaste’Vg, Va Y VE indican la varianza genética,
ambiental y fenotipica, respectivamer@&/; es el coeficiente de varianza genética, estimador de la
evolucionabilidad; 3h2 es el estimador de la heredabilidad.
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Las estimaciones de la heredabilidat) Gon en su mayoria bajas para ambos
estadios. Debido a la ausencia de akifidad genética, las estimaciones deen la
poblacion de Uspallataon practicamente cero tanto pdéeva como para adulto. En
general existe unaoncordancia entre las estimacioneshdepara larva y adulto;
excepto en el caso de la poblacion de Guemes, dongara la respugta olfativa en
adulto es inusualmente alta’(=0,723). Este valor se ble a una varianza ambiental
(Va) relativamente baja comparada cdg Las estimaciones da evolucionabilidad
(utilizando el coeficiente de variabilidad genéti@¥s) entre las diferentes poblaciones
oscilaron entre 0 y 168,52 para el CO larval, y entre 0,3 y 2,59 para el CO adulto (Tabla
2.2.4). Una mayor evolucionabilidad implica una capacidad superior de cambio ante la
accion de la seleccion natural. Se ha emadotuna clara diferenciacion del parametro
entre larva y adulto; y también una considide variabilidad emne poblaciones dentro

de cada estadio.

2.2.4. Discusion y Conclusiones.

En este capitulo se describen lotud®ms realizadosacerca de las bases
genéticas de la variabilidad fenotipica deportamiento olfativo en seis poblaciones
naturales deDrosophila melanogasteutilizando isolineas derivadas de las mismas.
Trabajos previos sobre el comportamiento olfativo en poblaciones naturales han
caracterizado la variabilidad fenotipical¢@rta y Rubio 1989) o la variabilidad
genética para una unica poblacién (Mackawyl. 1996; Wanget al. 2007), pero no han
reportado los parametros genético-cuantitatique subyacen a las diferencias en la
variabilidad fenotipica entre poblaciones.

En principio se constatd que existen diferencias fenotipicas entre poblaciones
naturales dé. melanogastepara el CO larval. Por el otrario, esta Iétesis no ha
sido corroborada en el C@u@to (Tabla 2.2.1, Figura 2.2.8n este sentido, en ambos
estadios del ciclo de vida sacontré que la mayor parte ldevariabilidad natural en el
CO es explicada por el aporte de la varidad intra-poblacional y no de la variabilidad
inter-poblacional. Este patron ha sido tamhi€portado para otros caracteres complejos
en poblaciones naturales @ melanogastefHoffmann et al. 2001; Goenagat al.

2010) y en otras especidel grupo de especienelanogaster(Griffiths et al. 2005;
Arthur et al.2008).
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Existe una importante variabilidad gewétdentro de poblaciones y el aporte de
esta variabilidad a la variabilidad fenotipica total es a su vez altamente heterogéneo
entre poblaciones (Tabla 2.2.3).t&patron indica que, mas allig la inexistencia de
diferencias fenotipicas en el CO entre poloaes (como es el casol delulto), si existe
una diferenciacién en cuanto a la variabilidad genética. Esto probablemente refleja
historias poblacionales diferes. Si se analizan mamn detalle los patrones de
variabilidad genética se encuentran dos casos que valen la pena explorar. El primero es
la ausencia de variabilidad rggtica, tanto para larva corpara adulto, en la poblacion
de Uspallata, que en un principio apunta spaédar la hipoteside una historia de
endogamia luego de una fase de “cuello dellad. Sin embargo si esto fue realmente
asi, este proceso debié afectar a todo rbge y por lo tanto deberia encontrarse el
mismo patron de falta de vabilidad en todos los caracteréo es etaso, dado que en
un estudio de isolineas de la misma pobla@é ha encontrado una alta variabilidad
genética para la resistencia a la inanigida longevidad (Goenaga 2010). Entonces, la
baja variabilidad genétican esta poblacion se puedé&ibuir a un coeficiente de
seleccién alto para el CO y/o, como sucedelLavalle, a la existencia de un fuerte
componente genotipo x sexo que actuaria diu@io” para la variabilidad genética en
esta situacion particular. El segundo ca&so el de la poblacién de Chilecito; la
dicotomia de una alta variabilidad genética en larvas, pero casi ausencia de la misma en
adultos, sugiere una relacion caracter-estadaptacion complej&s posible que, de
manera mas acentuada en estd poblacidistaexina importante contribucién a la
variabilidad natural del CO larval en respi@ea Benzaldehido dactores genéticos que
no contribuyen a la redes d#eracciones genéticas que subyacen al fenotipo olfativo
adulto para este quimico. En este sentidda &eccion |y en el capitulo | de la Seccién
Il se presenta amplia evidencia tanto progyao de otros trabajgsara sustentar la
propuesta de bases genéticas solapadasnmetotalmente compartidas entre el CO
adulto y larval.

Particularmente para el CO adulto secheroborado la hipoétesis que plantea que
la interaccion GxS es importante en la arquitectura genética del CO en adulto (Tabla
2.2.1). Ademas, la contribucion ¢ interaccion GxS a learianza fenotipica total en
las diferentes poblaciones varia ampliateeentre un 0 y 42% (Tabla 2.2.3). De la
misma manera que para la variabilidad gieaé esta heterogeneidad refleja historias

poblacionales diferentes.
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Los resultados previamente analizadosenjunto llevan a preguntarse cudles
son las posibles causas de las difereniiter-poblacionales en el CO larvAlpriori,
la temperatura ambiental no parece ser actof de importancia decisiva sobre la
variacion geogréfica de la resptee olfativa, como si lo es gacaracteres de historia de
vida (Partridgeet al. 1994b; Partridget al. 1994a; Partridget al. 1995; Kenningtoret
al. 2001) y morfométricos (Loeschclet al. 2000; De Jong y Bochdanovits 2003). En
cambio, el recurso de cria en estas poblacioaagales (el fruto de diferentes especies
de angiospermas) aparece como un pos#dmtf causal que determinaria los patrones
de variacion entre poblaciones. Diferentasbientes quimicos” en el fruto donde se
cria la larva, y selimenta y ovipone el adulto, podriantuar como diferentes presiones
ambientales en los distintos estadios, yalgudilizacidn que hacen de este recurso es
diferente, siendo ésta un factteterminante en larva y no adulto. En este sentido, los
resultados de esta seccion dan sustengsta Ultima hipotesis, dado que no se ha
encontrado una correlacién significativa del ,@énto larval como adulto, ni con la
latitud ni con la altitud. Ademas, lasfetiencias entre los parametros genético-
cuantitativos entre el CO larval y adulsugieren una mayor susceptibilidad a la
heterogeneidad ambiental en el CO #hr¢Tabla 2.2.4), loque podria llevar a
adaptaciones locales. La hipgite de que el recurso de cea un posibldactor que
explique las diferencias int@eblacionales en el CO larvéébe ser evaluada de manera
mas directa mediante futuros experimentos.

En el capitulo anterior se discute la iistencia de una conateincia total de los
componentes genéticos que forman la argtuta genética CO entre estadios. En este
capitulo se obtuvo el mismo resultado, perbredas propiedades variacionales de la
misma. La estimacion de la evolucionabitides consistentemente mayor en larva que
en adulto (Tabla 2.2.4), lo ausumado a la mayor variab@id en la respuesta olfativa
larval comparada con adulto en las difeesrioblaciones, sugiere gelepotencial para
desarrollar una adaptacion al “ambiente qoithes mayor en el estadio alimenticio
larval que en el estadio reproductivo adua. conjunto, los resw@tios aqui obtenidos
sugieren gue diferentes fazes evolutivas estan actuaretoel CO larval y adulto.

Se puede concluir de manerangeal que el CO presenta En melanogaster
variabilidad fenotipica entre poblaciones natwwalara el estadio larval pero no para el
adulto. Sin embargo, ambos estadios prasenna importante variabilidad genética
intra-poblacional, siendo mayor la emtrada para el CO larval. Ademas,

particularmente para el estadio adultoifgeraccion genotipo por sexo (GxS) es un
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componente importante en la arquiteatugenética del CO. Estos dos aspectos,
variabilidad genética e interaccion GxSegentan una sustanclaterogeneidad entre
poblaciones. Finalmente, la arquitectuggnética del CO, en sus propiedades

variacionales, no es totalmentguesalente entre larva y adulto 8n melanogaster
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2.3. Capitulo 1.

Arquitectura genética del comportamiento olfativdeasophila
melanogastey su relacion con procesogsgnémenos involucrados en la

interaccion entre el genotipo y el fenotipo.

2.3.1. Introduccion.

La relacién entre genotipo y fenotipo noesenta como lineal y directa, sino
gue es sumamente compleja, siendo estmdaiio sistema el objeto de estudio de una
parte de la biologia moderifiigewontin 2000; Houle 2010; Houlet al. 2010). En este
sentido, la intencion del gsente capitulo gsrofundizar en el conocimiento, que ha
comenzado en el capitulo inmediatameatderior, de la vaabilidad genética y
fenotipica del CO larval y adulto y comprendertos aspectos de la relacion entre las
mismas. Para lograr este objetivo salizé una comparacion entre los patrones de
variabilidad del CO entre diferentes tipos li®eas: i) las isolineas utilizadas en el
capitulo 1l de la presente seccion, que reptesela variabilidad genética natural, y el
efecto de ésta sobre la variabilidad fernotpy ii) lineas de sustitucion cromosoémica
para el cromosoma Il, que representan solamente la variabilidétdogenatural de una
porcion del genoma y el efecto de la misma sobre la variabilidad fenotipica. Por otra
parte, las lineas de sustitucién cromos@uonstituyen una perturbacion genética a los
genotipos salvajes o naturales.

Tal como se menciond previamente, pawaocer la arquitectargenética de un
caracter, necesariamente se deben deterrtosaaspectos variacionales de la misma
(Hansen 2006). Entre los procesos y fendmseque se circunsben a la relacion
genotipo — fenotipo, y que contribuyen a ¢asnponentes variaciores, la canalizacion
es uno de los que ha recibido una magt@ncion (Gibson y Wagner 2000; Gibson y
Dworkin 2004). El proceso de aizacion se asocia a lanencia de los caracteres de
desarrollar la capacidad de reducir Variabilidad durante la evolucibr{Gibson y

Dworkin 2004). Este proceso suele estaaagieinado con el fenébme de variabilidad

L El concepto de catizacién difiere para diferentes aredss la biologia; en esta tesis se refiere en todos los casos al
concepto de canalizaciduilizado en biologia evolutiva. Para los biéloge®lutivos la canaliza@n es la evolucion,
por la accion de fuerzas evolutivds, capacidad de amortiguacion que poeda estabilizadin de los fenotipos.
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genética criptica. La variabilidad genéticeptica es variabilidad genética que no
contribuye al rango normal de fenotiposiara poblacién (genotipos que comunmente

se encuentran en la naturaleza), pero egté disponible y se evidencia produciendo
diferencias fenotipicas cuando existen cambios ambientales o genéticos (Gibson y
Dworkin 2004; Gibson y Reed 2008; Le Wic y Carlborg 2008)Es asi que se
propone que la canalizacién p@tener como una de sus consecuencias, la produccion
de variabilidad genéticaiptica (Gibson y Dworkin 2004).

En la Figura 2.3.1 se esquematiza un ejerdplaémo se pueden detectar, en el
estudio de la arquitectura genética decaracter, canalizacion y variabilidad genética
criptica. Se muestra la wacion fenotipica de un car@r bajo dos condiciones
ambientales: silvestre (o natural) y pertaidala perturbacion pde ser una alteracion
en el ambiente o en el gerpi En la situacion de la izquierda la media del caracter
cambia ante la perturbacion pdaovariabilidad fenotipica dlearacter es independiente
de la misma; en este caso la perturbagi@ricular que se hayampleado no tiene un
efecto sobre la variabilidad fenotipica del caracter y no sedepeg&traer ninguna
conclusion. En cambio, en la situacion delémecha, ademas de haber un cambio en la
media del caracter, también se incrementaal@abilidad fenotifga en condiciones de
un ambiente perturbado. En esta circunséase puede afirmar que la perturbacion
gener0 descanalizacion del fenotipo conctmsecuente liberacion de variabilidad

fenotipica asociada a variabilidachgtica criptica (Gibson y Wagner 2000).

- O
Valor Fenotipico O Valor Fenotipico

o o o

o - -
O - 0 (]

o 2 .
a a = |

a

silvestre  perturbado silvestre  perturbado

|

Descanalizacion

Figura 2.3.1: Cambios en la media y en la variabilidad featipara diferentes lineas en las que se cuantifica un caracter
fenotipico cuando existe una perturbacién (perturbado) y cuando no (silvestre). Lhapentupuede ser una alteracion en el
ambiente o en el genotipo. En la izquierda se muestra el cag® €0 existe una respuesta datperturbacion (diferencian las
medias pero no en la varianza) y en la derecha el resultadadsspaando existe descanalizacfdiferencias en las mediasen

la varianza en respuesta a la perturbacién). Modificado de Gibson y Wagner 2000.
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Se han detectado casos de descanalizacion como resultado de perturbaciones
genéticas (cambios en el fondo genétido mutaciones que senantienen en la
poblacién) tanto en caracteres de la especie mdlefoelanogastefScharloo 1991;
Moreno 1995; Polaczylet al. 1998; Goenaga 2010), como en otras especies. Por
ejemplo, el trabajo clasico de Dunn y FraseMars musculugDunn y Fraser 1958).

Por otro lado, diversas inv@gaciones han reportado que kfectos de la variabilidad
genética natural sobre el fenotipo puederasasrtiguados (traducido del término inglés
buffered o liberados como resultado de peoagiones ambiental¢sloffmann y Merila
1999; Szafranieet al.2001; Pétavet al.2004; Charmantier y Garant 2005; Swindell y
Bouzat 2006; Mensclet al. 2008). En la Figura 2.3.2 se muestran dos ejemplos de
experimentos realizados en lineaddenelanogastecuyos resultados son consistentes
con fendbmenos de descanalizacion como ltaadw de perturbaciones ambientales y
genéticas. Se ha propuesto que los mecanismos subyacentes a esta variabilidad “oculta”
son las interacciones epistaticas y la®racciones genotipo por ambiente (Wagner
1996; Rice 1998; Re 2000; Carlborgt al. 2006; Wrightet al. 2006; Le Rouziet al.
2007; Le Rouzic y Carlborg 2008; Schlichting 2008).
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Figura 2.3.2: Ejemplos de descanalizacion en diferentes caractéemeéénogasterEn ambos casos se muestra

el valor fenotipico de diferentes lineas cuando existe perturbacion y cuando no; en ambos se observan
diferencias en las medias y en la varianza en respubsizeaurbacion. A) El fenotipo es el tiempo de desarrollo

y existe descanalizacién como resultado de una pertarbagibiental, en este caso se criaron a las moscas a una
temperatura no habitual de 17° C (extraido de Meetah 2008). B) El fenotipo es l@sistencia a la inanicién y

la descanalizacion sucede como resultado de perturbacion genética. Los triangulos representan el valor fenoti
en lineas perturbadas y los circulos en no perturbadas, los simbolos negros hembras y los blancos machos (ext
de Goenaga 2010).
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El objetivo del presente capitulo es responder si solamente la fraccion
denominada variabilidad genética visibleech a la variacion fenotipica del CO,
mientas que la variabilidad genética criptica se traduce en variacién fenotipica

solamente bajo condiciones genéticas perturbadas.

Las hipotesis particulares que seipten a prueba son las siguientes:

Factores genéticos que se encuenttacalizados en el cromosoma I,
contribuyen a la variabilidad gética natural del CO palarva y adulto en poblaciones
naturales de Argentina.

En ambos estadios del ciclo de vide [@e melanogasteexiste variabilidad
genética natural criptica para el CO.sLateracciones epistaticas entre factores
genéticos ubicados en el cromosomayllel resto del genoma son parcialmente

responsables de la existencia de la misma.

Tanto el CO larval como adulto respondmte perturbaciones de tipo genéticas

mediante una descanalizacion.

2.3.2. Materiales y Métodos.

Generacion y mantenimientle lineas de trabajo.

Se utilizaron dos tipos diferentes tineas: isolineas y lineas de sustitucién
cromosoOmica para el cromosoma Il. Las isgdisison las mismas que se utilizaron en el
capitulo anterior, alli se describe generacion y mantenimiento. Las lineas de
sustituciébn cromosOmica para el cromosolinpresentan en su genoma un cromosoma
[l natural en homocigosis (derivado de ladiiseas), el cual hsido introgresado en un
fondo genético isogénico (esaile todos los loci homogptas) estandar. Este fondo
genético esCantonS B. Durante esta seccion las isolineas seran nombradas como
“Genoma Total”, ya que reprastan a la totalidad de ldgenoma de los diferentes
genotipos presentes en las poblacionesurakes; y las lineas de sustitucion

cromosomica para el cromosoma I, serderigas como “Cromosuoa II”, ya que las
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diferentes lineas representdiferentes cromosomas Il naturales y en ellas se puede
investigar la variabilidagenética natural subyacente a dichos cromosomas. Asimismo,
estas lineas constituyen una caso de pextidh por causas genéticas, ya que se han
alterado las relaciones epistaticas “naturatpgg ocurren en los getipos salvajes (o0
naturales) de las poblaciones argentinas muestreadas entre los alelos del cromosoma Il 'y

los del resto del genoma.

G0 ®Y w/w; Cy/IsoB; Sb/IsoB X Isolinea (+;+;+) &3
G1 P w/w; Cy/Sp; IsoB/IsoB X w/Y; Cy/+;5bf+ &

e

G2 Lo w/w; Cy/Sp; IsoB/IsoB X w/Y; Cy 6 Sp/+; 5b/1soB &

7N

G3 ¥y w/w, CyoSp/+;IsoB/IsoB X  w/Y,; Cyo6 Sp/+,Is0B/IsoB 4

g g

G4 P w/w; +/+, IsoB/IsoB X w/Y, +/+ 1soB/IsoB 33

|

Linea de sustitucion para el cromosoma II

Figura 2.3.3: Esquema simplificado de leruzamientos empleados para obtéaglineas de sustitucion cromosomica.
El primer cruzamiento (GO) se realiza entre una hembmaobigota para el gen marcador que confiere 0jos blancos
white (w) y heterocigota para los otros dos cromosomes contienen los genes marcadores fenotipgiroty (Cy),
localizado en el cromosoma I1,Stubble(Sh, localizado en el cromosoma Il (los homélogos de estos cromosomas Sc
el Il y el lll de la lineaCantonrS B, de ahora en adelante ISOB) y macho de una isolinea natural portador de
cromosomas salvajes (+; +; +). De la descendencia dehmiento anterior se eligen los machos que presentan |o:
marcadores fenotipicos mencionadesqyy Sb que llevaban uno de los cromosoriaslll salvajes (+) aportados por

el macho de la isolinea natural utilizada. En estos maghpsso en heterocigosis un cromosoma Il y un cromosoma |l
de la isolinea utilizada. Por lo tanto, con cada unelids se puede fundar una linea de sustitucion cromosémice
independiente. Debido a esto, en G1, los machos elegidoszee de manera individual con hembras homocigotas pare
el genw y el cromosoma Il ISOB y heterocigotas para genascadores presentes en el cromosoma Il: un homélogo
lleva Cy mientras que el otro contiene el marcador fenotiiteonopleuraSp que determina un cambio en las quetas
ubicadas en los balancines. Este alelo, al igualCyueSh es un marcador fenotipico dominante letal recesivo. Para e
siguiente cruzamiento (G2) se eligen machas el mismo fenotipo que en el caso antener CQy y Sh 6 con el
fenotipo dado po6p en lugar deCy; debido a que los machos con estoscadores son los Unicos que presentan el
cromosoma natural Il (en estos, el cromosoma natural lirdemplazado por el ISOB). Estos machos son cruzados
individualmente con hembras de la cepa utilizada en el casnoarde forma tal de gers machos y hembras con el
fenotipo dado solamente por los marcadevgsCy 6 Sp A partir de este punto, el objetivo es poner en homaocigosis el
cromosoma |l derivado de la isolinea correspondientizaedo cruzamientos entre hermanos (G3 y G4). Del los
descendientes del primer cruzamiento entre hermanos (G3) se descartan todas las moscas con el fenoti@y dado [
Spy se cruzan entre si las moscas queetienjos blancos y son salvajes para el resto de los caracteres marcadores.
segundo cruzamiento entre hermanos ya se obtiene las lineabsti¢éucion cromosémicas para el cromosoma I, las
cuales tienenjos blancoy son salvgespara el resto de los caracteres marcadores.
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La técnica de sustitucion cromosomica éstesen sustituir dentro de un fondo
genético homogéneo un Unico cromosomanmeto procedente de otra cepa no
relacionada. Las lineas de sustitucion cramusa para el cromosoma Il se obtuvieron
siguiendo un esquema de cruzamientoseemémbras virgenes de cepas portadoras de
cromosomas balanceadores y machosisidineas derivadagle las poblaciones
naturales de Argentina. El esquema de cruzamientos utilizadoIpi@reer estas lineas
se resume en Figura 2.3.3.

Las isolineas se obtuvieron de 6 poblae®naturales de Argentina: Neuquén,
Uspallata, Lavalle, Guemes, Cachi y ChilecLas lineas de sustitucion cromosoémica
se obtuvieron de 9 poblacianeaturales: Neuquén, Usdd, Lavalle, San Juan, San
Blas, Jachal, Barreal, Guemes y Chilecito. A las lineas de San Juan no se les cuantificd
el CO larval. A pesar deue los muestreos de lados tipos delineas no son
balanceados, habiéndose muestreado masqobks para lineagde sustitucion que
para isolineas lo cual podria afectar las comparaciones, ambos son lo suficientemente
amplios como para realizar una buena estima de los parametros a comparar.

En total se les cuantifico el CO adult®2 isolineas y 66 nieas de sustitucion

cromosémica; y el CO larval a 62 isolisga62 lineas de sustitucion cromosémica.

Ensayos experimentales.

Los ensayos experimentales para cuaatifed comportamiento olfativo en larva
y adulto han sido ya detallados en materigle¥todos de los capitulos anteriores. Para
las lineas Cromosoma Il se utilizo como estoren larva una dilucion de Benzaldehido
1% (v/v) y en adio de 0,3 % (V/V).

Anédlisis estadistico.

La cuantificacion de la magnitud de larigbilidad del CO larval y adulto para
las isolineas y las lineas dastitucion cromosémica gealiz6 mediante los mismos
modelos de ANOVA detallara=n el capitulo anterior.

Para comparar las varianzas fenotipidas CO entre los diferentes tipos de
lineas se utilizé la prueba de homogeneidadadienzas de Levene. En caso de que esta

prueba fuera no significativa las medias se compararon mediante un ANOVA de un
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factor; en cambio si no existi6 homocedate@omparacion se realizé mediante una
prueba no-parameétrica de Kruskal-Wallis.

Todos los andlisis estadisticos gsealizaron empleando el software
STATISTICA (Stat Soft, Tulsa, OK).

Estimacion de CV¥.

Se estim0, para el CO larval y adulte los diferentes tipos de lineasCals y
su error estanda€Vs = 100§/c)"%X? dondeVs es la varianza genéticaXyla media
del IR. El error estandar d€lVs se calculdé como€Va/(2n)'? x (1+2(C\W/100Y)?
(Van 't Landet al. 1999), donda es el nimero de datos utilizados para estim@iveg)
en este caso el numero de lineas (ya queilsearon los IR mediosle cada linea como
datos). Las férmulas utilizadas para calcula¥daon para el: CO adultod®, + 4 ¢°.s
y para el CO larval 2°. ¢°. es el componente de varianza entre linea$x es el
componente de varianza de la interaccion Linea (Poblacion) x Sexo del ANOVA

general.

2.3.3. Resultados.

Efecto del genoma total y el cromosoma |l sdbssfuentes de varididlad para el CO

de moscas adultas y larvasdiferentes poblaciones naturales.

El ANOVA general para el comportamiergtiativo en las lineas Cromosoma Il
mostro diferencias significatds entre lineas tanto ema (Factor Lina (Poblacion)
del ANOVA general, 4 390= 2,338,p < 0,0001; Tabla 2.3.1) como en adulto (Factor
Linea (Poblacion) del ANOVA generalsA~93= 7,636,p < 0,0001; Tabla 2.3.1); por lo
tanto el cromosoma Il contribuye a la vailiglad genética natural del CO en ambos
estadios. El mismo andlisis para el genomd sataletallé en la seccion anterior, por lo
que no se repetira en essaccion. Con la intencion de realizar una apreciacion
comparativa, en la tabla 2.3.1 se resutesnresultados de los ANOVAs generales en

los dos tipos de lineas erslque se cuantifico el CO.
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Genoma Total Cromosoma Il
COL COA COL COA

Poblacion * NS NS NS
Linea (Poblacion) *x ** *k Hok
Linea (Poblacion) x Sexo - * - NS

Tabla 2.3.1: Resumen de los ANOVAs para el comportamiento
olfativo larval (COL) y adulto (COA) en las isolineas (Genoma
Total) y en las lineas de sustitucién cromosémica de cromosoma
Il (Cromosoma Il). NS = p > 0,05, ** = p < 0,05.

Dos resultados se destacan de este andtisiprimer lugar, eel Unico caso que
existen diferencias inter-poblaceles significativas es pael CO larval en isolineas
que representan al genoma totadter Poblacion del ANOVA generals ks = 4,365,p
= 0,0019) (Tabla 2.3.1). En segundo lugaryedultado no signifiativo para el CO
adulto de la interaccion Linea x Sexo les lineas de sustitucion del cromosoma Il
(Factor Linea (Poblaciéom Sexo del ANOVA general, s 703= 1,324,p = 0,0592;
Tabla 2.3.1). Este resultado indica que nodetectd interaccion genotipo por sexo
(GxS) entre los cromosomas naturalesogrtesados y el ambiente sexual para el
caréacter.

Al igual que para el genoma total nohgeencontrado una regresion significativa
entre el CO larval o adulto y la latitud kitad de origen para falineas de sustitucion
del cromosoma Il (Fe1= 0,018,p = 0,98 para latitud y altituen CO del macho adulto;
F2,61=0,72,p = 0,49 para latitug altitud en CO de la hembra adulta;dr= 0,12,p =
0,89 para latitud y altitud e@O larval); indicado que la variabilidad en el CO

representada por el cromosoma Il no esta asociada a estas variables.

Canalizacién y variacion gendicriptica para el CO de moscas adultas y larvas en

poblaciones naturales.

La distribucion de los valores fenotipg de los diferentes tipos de lineas
analizadas muestra que existe una mayadebifidad fenotipica para el CO entre las
lineas que han sufrido una perturbacion genética (Cromosoma Il) que en las silvestres
(Genoma Total) en el adulfero no en lar (Figura 2.3.4).

Este patron descriptivo observado en la Figura 2.3.4 se ve respaldado por
resultados de pruebas estadisticas quesenen en la tabla 2.3.2. Para el CO larval
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existen diferencias significativas entre las medias de los dos tipos de lineas analizadas
(ANOVA, F1 ss3= 14,086), pero no existen difererggignificativas etne la varianzas
(Prueba de Levene, kg3 = 0,0747). Es decir, la medael caracter cambia ante la

perturbacion pero la variabibd fenotipica del caracter ieslependiente de la misma.
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Figura 2.3.4: Distribucién empirica del CO adulto yalprval (b). LosA representan el valor fenotipico

medio del CO larva de las diferentes isolineas analizadas (Genoma totad) y los de las diferentes lineas de
sustitucion cromosomica (Cromosoma I1). IOs  representan el valor fenotipico medio del CO adulto de las
diferentes isolineas analizadas (Genoma total) @ lds las diferentes lineas de sustitucion cromosémica
(Cromosoma Il). IRA: indice de respueathulto; IRL: indice de respuesta larval.
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Para el CO adulto tanto la media (Prueba de Kruskal-Wallig=t#0= 567,07) como
la varianza (Prueba de Leveneg, f76s = 498,12) muestran diferencias significativas
entre los dos tipos de lineas analizadadjcando en este caso una situacion de

descanalizacion.

Genoma Total (Silvestre) vs. Cromosoma Il (Perturbado)

CO Larval CO Adulto
AX p < 0,001 p < 0,0001
(X Genoma Totar X cromosoma I (ANOVA) (Prueba de Kruskal-Wallis)
Ac® p=0,785 p < 0,0001
(6°Genoma Totar O°Cromosoma ) (Prueba de Levene) (Prueba de Levene)

Tabla 2.3.2: Resumen de los resultados de las pruebas estadisticas para evaluar si existen
diferencias entre las medias y las varianzas, tanto del CO adulto como larval, entre isolineas
(Genoma Total) y lineas de sustitucion cromosémica (Cromosoma Il). Las variancias se
compararon mediante una prueba de homogeneidad de variancias de Levene y las medias mediante
un ANOVA cuando existi6 honoedacea (CO Larval) y una prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis cuando no hubo homocedacea (CO Adulifi)Varianza; X: media. En negrita se destaca

las comparaciones que resultaron significativamente diferentes.

La Figura 2.3.4 y la tabla 2.3.2 muestnam aumento en la variabilidad del
fenotipo olfativo adulto para lineas derls de la naturaleza que han sufrido una
perturbacion genética; indicando un fam@ho de descanalizacion. Consecuentemente
con el modelo que plantea que esta liberacion de variabilidad fenotipica est4 asociada a
variabilidad genética criptica se observa un aumento de la variabilidad genética
(estimada como &LVg) para el CO adulto de mas ahlble en las lineas perturbadas,
siendo el valor estimado @®/s + Error Estandar en las lineas perturbadas (Cromosoma
I1) 5,28 + 0,46, y en las lineas silvestres o naturales (Genoma Total) de 1,56 + 0,14.

2.3.4. Discusién y Conclusiones.

Estudios previos han identificado genesalucrados en el CQarval y adulto
ubicados en los diferentes crommp®ss que conforman el genomaliemelanogaster
Esto sucede tanto para los genes que paticgn la periferia del sistema olfativo,
aguellos que codifican para los RO (Vaask Stocker 2007) y las PUO (Hekmat-Scafe
et al. 1997, 1998; Kinet al. 1998; Galindo y Smith 200Kim y Smith 2001; Shanbhag

70



et al. 2001; Hekmat-Scafet al. 2002), como para otros mes olfativos cuyo productos
actian en posiciones no periféricdal mismo (Ayer y Carlson 1991; Anhadt al.
1996; Gouldinget al.2000; Shiraiwaet al.2000; Anholtet al.2001; Fanarat al.2002;
Kulkarni et al. 2002; Gangulyet al. 2003; Stoltzfuset al. 2003; zur Lageet al. 2003;
Sambandaret al. 2006). Sin embargo, que un gen pgvdcen la arquitectura genética
de un caracter es un requisito necesario persuficiente para quese gen contribuya a
la variabilidad genética y fenotipica nafudal caracter (Anholy Mackay 2004). Este
trabajo demuestra que elementos genétibdsados en el cromosoma Il del genoma de
D. melanogastecontribuyen a la variacion genéticatural del CO larval y adulto en
poblaciones naturales del cenjrooroeste de Argentina (Tlak2.3.1). Es decir, existen
en estas poblaciones un conjunto de aleladifdeentes loci involu@dos que afectan la
variacion fenotipica natural del olfato. Reociendo que la relaci@ntre el genotipo y

el fenotipo no es lineal y directa, luego detener este resultado se avanzé en la
deteccion del fenbmeno de variabilidad genética criptica asociada al proceso de
canalizacion.

Las lineas de sustitucion cromosoéaicontienen una perturbacién por causas
genéticas, ya que se han alterado las relasi@pistaticas “naturales” entre los alelos
del cromosoma Il y los del resto del genoméentras que las isolineas representan los
genomas naturales sin perturbacion. Comtam estos dos tipos de lineas permitio
realizar los experimentos que permitertedear descanalizacion (Gibson y Wagner
2000). El CO adulto respondi6 ante las pdraciones mediante un claro patron que se
interpreta como descanalizacion, obsedagse un incremento en la variabilidad
genética (liberacion de variabilidad genétidatiza) que repercute en un aumento de la
variabilidad fenotipica. Miendis que no sucedié lo mismo en larva, en donde solamente
hay un cambio ante la perturbacién en la méstatipica del CO pero no en la varianza
entre lineas (Figur2.3.4, Tabla 2.3.2). Esta diferéemaconduce a pguntarse sobre
cudles son las causas de que en el CO del estadio adDlitord#anogastery no en la
larva de segundo estadio, exista variabiligatética criptica asociada al proceso de
canalizacion. La respuesta a esta pregungsdarece al pensar sobre la relacion que la
arquitectura genética de un caracter tienela@analizacion. Una arquitectura genética
formada por un numero alto de genes gs&blecen redes epistaticas con numerosas
interacciones es mas propicia para que oawrgroceso de canalizacion que amortigua
(disminuyendo) la variabilidad fenotipica natural. Ya que la epistasis acta como un
corsé de la variabilidagenética y fenotipica natural (Wagner 1996; Rice 1998; Rice
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2000; Carlborget al. 2006; Wrightet al. 2006; Le Rouzicet al. 2007; Le Rouzic y
Carlborg 2008; Schlichting 2008). tomces, el estadio adulto d2 melanogaster
presenta una arquitectura genética del C@ owmpleja que en el estadio larval en
cuanto a las interacciones epistaticas, sn@a@onsecuencia sélo se observa en este
estadio un fenémeno de descanalizaciopeaturbar las interacmnes entre factores
genéticos ubicados en el crosoma Il y el resto del genoma.

A manera de resumen se concluye @lementos genéticos ubicados en el
cromosoma |l aportan variabiid genética para el CO en poblaciones natural&s de
melanogaster En la introduccién general (Seccién |) se destacé que la arquitectura
genética de un caracter esta intimament&ci@hada con la evolucién del mismo; en
este capitulo se demostré que las difei@s en las arquitecturas genéticas del
comportamiento olfativo entre el estadiarval y adulto repercuten en que la
canalizacion y la presencia de variabilidgehética criptica son mas importantes en

adulto que en larva.
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Seccion Il

Evolucidon de la arquitectura genética del comportamien
olfativo en especies pertenecientes al giibpmsophila

melanogasterun estudio gendomico-comparativo



3.1. Introduccion.

La gendmica comparada es la disciplopze estudia la estructura, funcion y
evolucion del genoma entre diferentes ese(Clark 2000; Halison 2003; Bergman
2007). En el afo 2007 se publicaron las secuencias completas de los genomas de 12
especies del genefrosophila(Clark et al. 2007). Por supuesto, la disponibilidad de
esta informacion y el desarrollo de técnieatadisticas y herramientas bioinformaticas
(Chainet al 2003; Blanchette 2007; Tarraghal.2007; Yang 2007; Brown 2008) para
analizarla abrio la posibilidagde poner a prueba hipétesedacionadas con la evolucion
de estas especies a una escala genomicka fEesente seccion se presenta un estudio
de gendmica comparada evolutiva, en el sgipusieron a pruebaplditesis acerca de la
evolucion de genes involucrades la arquitectura genétical @O en las 6 especies del
grupo de especid3. melanogastesecuenciada®rosophila melanogastebrosophila
simulans Drosophila sechellia,Drosophila erecta Drosophila yakuba Drosophila
ananassad¢Figura 3.1). En especigsie presentan el grado de divergencia que muestran
las pertenecientes al grud®. melanogasterel estudio a nidegendmico de las
diferencias entre secuencias codificantespagicularmente apto para entender los
cambios que, como consecuencia de los poscesolutivos, ocureron en las mismas
(Hardison 2003). Precisamente, aprovedaamformacion gendmica disponible para
comprender los procesos evolutivos que act@bre los genes que intervienen en la
arquitectura genética del CO, @sobjetivo de la investigaan detallada en la presente
seccion.

Los estudios de gendmica comparada stbevolucion del CGen especies de
Drosophilase han enfocado exclusivamente en las familias multigénicas de RO (Guo y
Kim 2007; McBride 2007; McBride y Arguello 2007; Tunstellal 2007; Gardineet
al. 2008; Gardineet al. 2009) y PUO (Vieiraet al 2007), las cuales estan integradas
por genes que codifican proteinas que pa#itipn la periferia del sistema olfativo. Sin
embargo, para alcanzar a conocer cabalendst propiedades variacionales de la
arquitectura genética del CO, y su evolucitansespecifica, esecesario extender el
conjunto de genes mas alla de los R®YO, a otros genes que se sabe también
participan del CO y codifican proteBiacon funciones moleculares y bioldgicas
heterogéneas (en la Seccion | se descrlbsrreportados por s autores y en el
Capitulo | de la Seccion Il $oencontrados en esta tesis).
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Figura 3.1: Relaciones filogenéticas entre las especies del Brupelanogasteanalizadas en

este estudio. Los numeros en los nodos sdmasiones de los tiempos de divergencia en
millones de afios (estimados por el métododdgancias mutacionales a partir de datos de
genomas completos). Se destacan los lingjes presentan un modo de vida especialista,
sechelliay D. erectay, ademas, se incluyen dibujos representativos de los hospedadores donde se
crian y reproducen estas especMerinda citrifolia y Pandanus candelabrumespectivamente.
Modificado de McBridey Arguello (2007).

A pesar de que en el analisis realizémfgenes no se agruparon en familias de
genes, las hipétesis que se pusieron @elpa se refieren a grupos de genes que
comparten una cierta caracteristica biatagielacionada con €O, y que podria ser
relevante para profundizar en la comprensiotadsvolucion de larquitectura genética
del olfato. Como se ha deguio a lo largo de la tesisdagenes pueden participar en
diferentes posiciones de la compleja cadena de eventos que en ultima instancia son los
procesos fisiologicos que conforman elmgmrtamiento olfativo y en diferentes

estadios del ciclo de vida de las mosdas.este modo, se clasificé a los genes que
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participan del CO en periféricos o centsal(o no periféricos) y que se expresan
exclusivamente en larva, exclusivamente en adulto o en ambos estadios.

Una de las ventajas mas relevantesapas biélogos evolutivos es que los
estudios de gendmica comparada entre esp@grcanamente emparentadas ofrecen la
oportunidad de comparar los patrones xjgr&sion génica y las tasas de evolucion de
genes, los mecanismos del desarrollo, yatlaptacion ecoldgica, entre taxa con
ecologias e historias evolutis particulares y diferentéslarkow y O'Grady 2007). En
este sentido, las especies del subgrmptanogaste(D. melanogasteiD. simulansD.
sechellia,D. erecta D. yakuba cuyos genomas se encuentran disponibles en bases de
datos, pueden ser agrupadas en generalsespecialistas en cuanto al uso de las
plantas hospedadoras en las que seealiam, oviponen y se desarrollan (Daetdal
2007).D. sechellialo hace exclusivamente en los frutos en descomposicion del arbusto
Morinda citrifolia (Tsacas y Bachli 1981; Louis y David 1986; R'kdtaal 1991) yD.
erectaes especialista estaoal del fruto del arbdPandanus candelabruifRio et al
1983). Entre las restantes especies encontrarbosveelanogastey D. simulans dos
especies generalistas cosmopolitas Dy gakuba una especie generalista endémica del
este de Africa subsahariana (Lachaise y Silvain 2004; Detvel 2007; Markow y
O'Grady 2007) (Figura 3.1). Estudios previleslas familias multigénicas RO y PUO,
han mostrado que los linajesspecialistas presentan una tasa de evolucion mas
acelerada que los generalistas, patron quéasexplicado como una respuesta del
sistema olfativo a la seléén direccional propiciada por el “ambiente de un solo
hospedador” (McBride 2007; McBie y Arguello 2007; Vieireet al 2007). En esta
seccion se evaluo esta hipotesis pero incldgaodos los genes olfativos conocidos, no

solamente los RO y PUO.

A continuacion se detallan las hipéts que se pusieron a prueba:

La seleccion negativa es la fueramlativa que ha goberda la evolucién del

conjunto de genes olfativos
Debido a las diferencias funcionales, los genes olfativos categorizados en

periféricos y centrales tienen restriccionetecévas diferenciales que explican las

diferencias en las tasas de evolucion.
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Las tasas de evolucion de genes olfatyos participan en un unico estadio del
ciclo de vida con especto a los que lo hamemas de un estadio son diferentes, ya que
se espera que los genes con una esn MAas ubicua experimenten mayores

restricciones funcionales.

Los genes del olfato de espexiespecialistas del sub-gruptelanogaster
presentan una tasa de evolucion mas aderespecto de las generalistas como
consecuencia de la seleot direccional que propicia el “ambiente de un solo

hospedador”.

3.2. Materiales y Métodos.

En la presente seccidn el cambio en las secuencias nucleotidicas codificantes de
los genes olfativos se estim6 emplda modelos de codones utilizando una
aproximacion de maxima verosimilitud. tksaproximacion permite estudiar las
presiones selectivas milvel de las secuenciae proteinas. El ggema general de todos
los analisis utilizados consigten realizar, en principio, la alineacion de las secuencias
codificantes de los genes ortélogos de $olds especies, luego con una filogenia ya
establecida para dichas especies efectuandisis de méaxima verosimilitud mediante
modelos de codones que permitieron estimar el parametro:

o = d\/ds,
donde @ es la tasa de sustitucidon no sinénitnamero de sustituciones no sinébnimas
por sitio no sinbnimo) y gles la tasa de sustitucion sinbnima (numero de sustituciones
sinénimas por sitio sindbnimo). También salizaron pruebas especificas para detectar

seleccién positiva (SP) en las secuencias codificantes.

Obtencion de las secuencias vy gatézacion de los genes olfativos.

Se utilizaron las secuencias codifican{8€) de 115 genes olfativos descriptos
enD. melanogastey sus secuencias oldgas en las 5 espesi restantes del grufin
melanogastepreviamente enumeradas. En total se utilizaron 664 SC; este numero es

menor al total esperado de 690 (=115 x 6Qjya algunas secuencias determinados
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linajes no se utilizaron debido a problemas en el alineamiento o en la estimaaion de
(ver mas adelante). Las SC fueron descargadddy@ase (flybase.org), estas fueron
subidas al sitio como material adicional del trabajo de Pod#aral(2006). Las SC

fueron alineadas con el programa MUSCLEd{& 2004a, b) utilizando como molde la
secuencia aminoacidica predicha. Las columnas alineadas que cogtgrsédmeron
eliminadas. En la tabla 3.1 se muestra el ndndergenes incluidos en el analisis junto

con la informacion sobre el estadiel ciclo de viddlarva y/o adulto) eml cual el gen
participa del CO y el nivel en el que cadan @& expresa (periférico o central) en el
sistema olfativo. En la tabla suplementaria 3.1 que se encuentra al final de esta seccién

se muestra el detalle de esta informacion para todos los genes.

Categorizacién N° de genes Referencias
Nivel Central 53 1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10
Periférico 62 11,12,13,14,15
Larva 27 3,4,11,12,15
Estadio Adulto 34 3,4,5,11, 12, 13, 14, 15
Larva & Adulto 13 3,4,11, 12, 13,14, 15

Tabla 3.1: Numero de genes imiclos en cada categoria de la
categorizacion realizada; y referenbililiografica de donde se obtuvo la
informacién para realizarla. 1: Gouldieg al (2000), 2: zur Laget al
(2003), 3: Sambandanat al (2006), 4: Capitulo I, Seccién Il de la
presente tesis, 5: Stoltzfesal (2003), 6: Fanarat al (2002), 7: Pielage

et al (2003), 8: Shiraiweaet al (2000), 9: Anholtet al (1996), 10:
Rollmannet al. (2005), 11: Galindo y Smith (2001), 12: Hekmat-Sefe

al. (2002), 13: Pikielnt al. (1994), 14: Parkt al (2000), 15: Vosshall y
Stocker (2007). En la tabla suplementaria 3.1 que se encuentra al final de
esta seccion se desarrolla mas en detalle la informagibprasentada.

Respecto a la categorizaciéon de los genesuanto al estadio del ciclo de vida
en que se expresan, solamente se incluyeroel analisis aquellos genes que fueron
evaluados en ambos estadios. Entonces, siyalquier técnica se demostré que un gen
participa en el olfato de adulto pero narfue evaluado por ninguna técnica en larva,
dicho gen no fue incluido en el andlisis.

En cuanto a la clasificacion en relaci@hnivel del sistema olfativo en el que
participa del CO, los genes RO y PUO fuercategorizados como periféricos y los
demas como centrales (esta distincion ha almwdada en la Seccion | y en el Capitulo

| de la Seccion Il) (Tabla 3.1 y Tablay@ementaria 3.1). Las categorizaciones estan
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basadas en resultados de experimentosDemmelanogaster Aunque la funcién,
momento y lugar de expresion de un gemdmucambiar en especies diferentes, se
asumio, dado que se trata de especiesanamente emparentadas, que es razonable

extender la categorizacion hechalermelanogastea las demas especies del grupo.

Modelos de codones de maxima verosimilitud.

En este apartado se detallan los modelos y pruebas de maxima verosimilitud
utilizados para ¢snar el parametr®, e investigar la incidencia de la seleccién positiva
(SP) en las secuencias duxhintes de los genes olfatives las 6 especies del grupo
melanogasteestudiadas.

Las relaciones filogenéticade las especies del grufib melanogasterestan
bien resueltas, con la excepcion de algunos miembros del subipelpnogaster
especificamente la relaciéon del par erecta/ D. yakubacon D. melanogaster
Solamente se muestran los resultados afbdsnconsiderando las siguientes relaciones
entre las tres especief).(melanogaster(D. erecta D. yakubd, esta topologia es la
gue cuenta con mayor apoyo (Pollatdil.2006).

Del conjunto de 12 especies cuyos geasrastan secuenciados, se excluyeron
del presente analisis aquellas quepertenecen al grupo de espe@lesnelanogaster
debido a que el alto grado de divergenceultaria en una satwian de sustituciones
en las posiciones sin6nimas, condaodie a una estimacion poco exacta de los

parametros de interés.

a) Estimacion de.

Se obtuvieron, para cada gen, estimaes por maxima verosimilitud del
parametran = dy/ds. Esté parametro se puede congiddeomo un indicador de la tasa
de evolucion de los genes, y también mesde utilizar para inferir qué fuerzas
evolutivas han actuado a lorg@ de la historia de divgencia de lagspecies. Las
mutaciones sinénimas no cambiarsécuencia de aminoacidgar lo tanto se asume la
neutralidad de este tipo destituciones. Por el contia, las mutaciones no sinénimas
cambian la secuencia de aminoacidosprees la tasa de sustitucion no sinénimg (d
depende de las presiones stes que actlan sobre la secuencia proteica. Asi, la razén
® = dv/ds puede considerarse como una medita las presiones selectivas que
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gobiernan la evolucion de un gen. Si fastaciones no sinénimas son deletéreas la
seleccién negativa disminuird su tasa ficibon, entonces la tasa de sustitucion no
sinénima sera menor que la tasa sinénimay, por lo tardera menor a 0,3. Cuando el
valor dew se encuentra entre 0,3 y 1 se interpggta en la evolucion de la secuencia
codificante ha actuado la seleccion negatilébil. En cambio, si las mutaciones no
sindnimas son beneficiosas, se fijaran atasa mayor que las mutaciones sinénimas y
por lo tantom sera mayor que 1, en cugaso se interpreta que bigo la SP la que ha
gobernado la evolucién de la secuencia de aminoacidos. Finalmenie=sl se
interpreta que la divergencientre especies a nivel de $ecuencia proteica es el
resultado del equilibrio entre la mutacionay deriva génica, o conforme al modelo
neutro de evolucion.

Las estimaciones de» se obtuvieron aplicando un modelo de maxima
verosimilitud llamaddree ratio utilizando el programa @leML del paquete PAML 4
(Yang 2007). Los genes cors & O fueron excluidos deanalisis en donde se
compararon los valores de las medianas dmtre los diferentes grupos de genes, ya
gue en este contexto comparativodogue resultan de ursd& 0 no son biolégicamente

informativos.

b) Deteccion de seleccidn positiva.

Si bien se considera que wrestimado utilizando un modelo ftee ratiomayor
que 1 es indicativo de SP, se han deflado otros modelos de maxima verosimilitud
especificos, y mas adecuados, para det&Raen una secuencia codificante. Asi, la
ocurrencia de SP en los genes de olégt@valué mediante dos modeloshdench-site
(Modelo A 'y Al) y dos pruebas dikelihood ratio diferentes (Prueba | y Il)(Zhareg
al. 2005). Estos modelos se implementardiizahdo también el programa CodeML del
paquete PAML 4 (Yang 2007).

Para aplicar estos modelos cada rama de la filogenia se defirieri como
linaje focal o de fondo. Bajo &% modelos solamente se puedaminar la hipotesis de
existencia de eventos de SP en el linaje focal. Cada una de las especies, @xcepto
ananassagincluidas en el presente analisis fue independientemente evaluada como
linaje focal. D. ananassaefue usada como grupo exterrpara enraizar el arbol
filogenético, por lo tanto no se la puedesignar como linaje focal. También se

evaluaron como linajes focales los anceshipstéticos. Las secuencias ancestrales se
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reconstruyeron por maxima verosimilitud a partir de las secuencias de las especies
terminales.

A diferencia del comportamiento estadistico de pruebawatech-siteprevias
(Zhang 2004), las desarrolladas por Zhangl (2005), denominaddrueba | y Prueba
II, han demostrado ser mejongara diferenciar entre SP yagcion de las restricciones
selectivas (RRS) (Zhangt al 2005). La Prueba | compara el Modelo Ml1a con el
Modelo A. El primero asume que en la sautia hay dos clases diios, unos con 0 <
wo < 1y otros com; = 1, fijos en todos los linajes del arbol filogenético. EI Modelo A
considera cuatro clases de sitios: sitios 0 que incluyen codones conservados a lo largo
de las ramas del arbol (Owp < 1 en todos los linajessjtios 1 que incluyen codones
que evolucionan neutralmeni®;(= 1 en todos los linajes), sitios 2a y 2b que incluyen
codones conservados o que evolucionan de raareatral en los linajes de fondo pero
gue pueden estar seleccionados positeramen el linaje focal (2a: Owp< 1 en los
linajes de fondo w, > 1 en el linaje focal; y 2la; = 1 en los linajes de fondoay, > 1
en el linaje focal). La proporcion de cada clase de siti®{ra P2b) Y €l valor medio
de o, (w22 Y ®2p) S€ estimaron a partir de los datos utilizando métodos de méaxima
verosimilitud. La Prueba Il compara el modelo nulo Al contra el modelo A. Los
parametros en Al son iguales a los deoA la excepcién de que los sitios 2a y 2b estan
fijos en el linaje focal com, = 1. Como Zhangt al. (2005) demostraron mediante una
simulacién, la Prueba | no puede distinguirogiiadamente casos de RRS de verdaderos
eventos de SP. Por el contrario la Pruélbal permitir que los sitios que estaban
selectivamente restringidos en los linajedatelo se puedan considerar como relajados
en los linajes focales (bajo la proporcion de sitios@epr 1 que existen en el modelo
Al) permite distinguir adecuadamente entre las dos alternativas. Entonces, para
distinguir entre eventos de verdadera Skevdntos de RRS se evaluaron los resultados
obtenidos con ambas pruebas. Como los insdestan anidados, fue posible realizar
pruebas ddikelihood ratioy los estadisticos de estaruebas fueron posteriormente
transformados ep-valores exactos utilizando la fudo pchisq del paquete estadistico
R (R Development Core Team 2010). Las pruebdsekhood ratiofueron realizadas
utilizando una distribucién dg’ con G. L. = 2 para la Prueba | y G. L = 1 para la
Prueba Il, los cuales han demostradocegiservativos en condiciones de SP (Zhaing
al. 2005). Losp-valores derivados de estos analisis fueron corregidos mediante el

método de Benjamini y Hochberg (Benjamini y Hochberg 1995).
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Todos los analisis estadisticos de estacion se realizaron con el paquete
estadistico R (R Development Core Team®@0¥ los de maxima verosimilitud con el
programa CodeML del paquete PAML 4 (Yang 2007).

3.3. Resultados.

Las estimaciones de usando el modelo dece ratiorevelaron quen todas las
ramas de la filogenia la mayorée los genes presentan un valorade 0,3, lo cual
indica que los cambios ocutds en las secuencias codificantes de estos genes son
consecuencia de la seleccidén negativgyfd 3.2, Tabla Suplementaria 1). La mediana
del conjunto de valores dede los genes olfativos en cada especiedug melanogaste™
0,0525,® p. simulans = 0,0477,® p. sechelia = 0,0805,0 p. erecta = 0,0879,® b. yakuba =
0,0641,® p. ananassae= 0,0449 (Figura 3.2). Solamemntegenes mostraron valores de

mayores a 1, sugiriendo la ocurrencia de SP.

0,0477

D. simulans

D. sechellia

D. melanogaster

D. yakuba

D. erecta

D. ananassae

Figura 3.2: Medianas del conjunto de valoresodde los genes olfativos estitios mediante el modelo
free ratioen cada linaje.
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Procesos gue afectan la evoluciédaiegenes olfativos en el sub-grupelanogaster

Como el modeldree rationo es del todo apropiado para detectar SP, se aplico
el método de Zhangt al (2005) descripto en materiales y métodos para detectar
sefales de SP en las secuencias de Inssgelfativos. Los resultados muestran que
ninguno de los genes que mostré wmayor a 1 con el modelo dese ratio fue
significativo para SP o RRS aplicar el método de Zhargg al (2005). El valor dev,
estimado pofree ratig de estos genes fue sélo ligaente mayor a 1, entonces debido
a que las Pruebas | y Il son conservatiwagietectaron SP ni RRS, como lo sugerian
los analisis con el modefeee ratia En cambio, otros dos genes olfative§10777en
D. sechelliay Xrpl enD. erecta presentaron sefiales de $Fsiete mostraron sefiales
de RRSCG11883 CG32556y MoesinenD. simulansdiscs losty Or42aenD. erecta
y CG16708y Or82aenD. yakuba(Tabla 3.2).

Prueba | Prueba Il
Gen Interpretacion Bioldgica: SP o RRS
G.L. P G.L p

CG107hsec 2 1 10,0037 GebajoSP
XrpIp ere 2 2x10° 1 0,0007 Gen bajo SP

CG11883sm 2 0,044 1 1 Gen gue presenta sefales de RRS

H

CG32556sm 2 0,0054 0,1981 Gen que presenta sefiales de RRS
Moesin sm 2 0,0026 1 1 Gen que presenta sefales de RRS
discslostere 2 0,0181 1 1 Gen que presenta sefales de RRS

Ord2a ere 2 00136 1 1 Gen que presenta sefales de RRS

CG16708 yax 2 0,0329 1 1 Gen que presenta sefales de RRS

Or82a. yak 2 0,0045

H

0,5590 Gen que presenta sefiales de RRS

Tabla 3.2: Resultados de las Pruebas | gellmaxima verosimilitud. Se muestran los
nombres de los genes y en subindice la especle. @ados de libertad de la prueba de
likelihood ratia SP: seleccion positiva, RRS: rekd{a de las restricciones selectivas.

En general, el analisis utilizado para detectar SP en las cinco especies del sub-

grupo melanogastemostré que sélo 9 de los 565,§%) genes olfativos analizados
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presentan sefiales de SP o RRS.&4 96 restante muestra valoresctlgue no fueron
significativamente diferentes de lo esmlergor neutralidad o fueron compatibles con

seleccién negativa.

Evolucion de grupos especificos de gemmfativos en elgrupo de especie®.

melanogaster

En el siguiente apartado se describencada una de las 6 especies del grupo de
especie®. melanogasterios andlisis comparativos detisas de evolucién (estimadas
por el parametr®) entre las categorias de gempeeviamente establecidas.

En D. melanogasteda mediana del conjunto de valores dede los genes
involucrados en el olfato larval (Li(= 0,0742) fue dos veces mayor que en los genes
que participan en el CO tanto en larva como adulto (kA¥ 0,0389) y solamente en
adulto (A) @ = 0,0359) (Figura 3.3). Sin embargo,dderencias entre medianas no
fueron significativas (Prueba de Wilcoxon, A vs. L: w = §140,0243; Avs. LA: w =
184,5p = 0,3889; L vs. LA: w = 21(® = 0,3249; se aplicd un ajuste para contrastes
multiples de Bonferroni). Esto sugiere que la tasa de evolucion es independiente del
estadio del ciclo de vida donéégen participa del olfato; yambién, de si participa en
uno o dos estadios.

Por otro lado, la mediana de(o = 0,0326) de los genes que se expresan en el
nivel central del sistema olfativo fue sigondtivamente menor que la de genes que se
expresan en la periferia (= 0,0785) (Figura 3.3; Prueba de Wilcoxon, w = 987
2,276x10%).
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Figura 3.3: Valores de de los genes olfativos incluidos en cada categoria. anelanogasterLos circulos

grises son las estimacionesa@or el modelo déree ratiopara cada gen. Las barras negras horizontales son
la mediana de cada distribucién@ePara una mejor visualizacién no se incluyeron los valores mayores a 0,5.
Se destaca con ut@la comparacién que resultd significativa para la prueba de Wilcoxon. Se aplicé un ajuste
para contrastes mdltiples de Bonferroni.

Las mismas comparaciones realizadasasrotras especies del grupo revelaron
diferencias significativas entre losde genes que participan diferentes estadios del
ciclo de vida em. simulansD. erectay D. ananassaeEn las dos primeras especies, la
mediana de los valores deen los genes olfativos larvales fue significativamente mas
cercana a 1 que en genes de adultgui@a 3.4; Prueba de Wilcoxon. A vs. L Bn
simulans w = 539p = 0,0057 y eD. erecta w = 609p = 0.0154); mientras que &h
ananassados genes larvales mostraron una mediana mas cercana a 1 que los genes
olfativos que se expresan tanto en lao@mo en adulto (Figura 3.4; Prueba de
Wilcoxon. L vs. LA: w = 258 = 0,0165).
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Figura 3.4: Las barras representan las aveai de la distribucion de valores oeale los
genes olfativos agrupados en las categoriablesidas de acuerdo al estadio del ciclo de
vida donde participan del olfato. Las lzerde error son los valores de ESM (Desvio
Estandar/ K? donde N es el nimero de genesada categoria). Se destacan conSites
comparaciones que resultaron ser significativaendiferentes en una prueba de Wilcoxon.
Se alico un austepara contrastes mutlies de Bonferroni.

En cuanto a la comparacion de la tasa de evolucidon de los genes que intervienen
a diferentes niveles del sistemdativo, las otras especies del grupomelanogaster
mostraron el mismo patron qile melanogastefFigura 3.5; Prueba de Wilcoxon. En
D. sechellia w = 1696,5p = 0,0111; erD. yakuba w = 2407p = 1,82x10; enD.
erecta w = 430p = 1,54x10%; enD. ananassaew = 947p = 9,52x10) con la Unica
excepcion dd. simulans Estos resultados sugieren gasten mayores restricciones
selectivas para los genes olfativos centrales, y que este patron es compartido por la

mayoria de las especies del grupo.
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Figura 3.5: Las barras que representan las anadide la distribucién de valores wlale los

genes olfativos en las categorias establecidas de acuerdo al nivel del sistema olfativo en que se
expresan. Las barras de error son los valores de ESM (Desvio Estéffjatbmde N es el

namero de genes en cada categoria). Se destacan cBtagr@mparaciones que resultaron ser
significativamente diferentes en una pruebaWikoxon. Se aplicé un ajuste para contrastes
multiples de Bonferroni.

Tasas de evolucidon en linajespecialistas vs generalistas.

Estudios previos han informado quelas especies espedstbs del sub-grupo
melanogasteldos genes olfativos ewationan a una tasa mayque en las especies
generalistas. En estos trabajos lo autores plantean que esto podria deberse a la seleccion
direccional en un “ambiente de un solo pedador” en las especies especialistas
(McBride 2007; McBride y Arguello 2007; Vieirgt al.2007). Para poner a prueba esta
hipétesis se realizaron slanalisis diferentes.

Primero, se compararon los valoresclele los genes de olfato periféricos y

centrales entre especialistas y generalistas. Como control gendmico, también se
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realizaron las mismas comparaciones parastb del genoma codificante. Este control
permite diferenciar efectos a escala gendmelzido a eventos demaidicos de efectos
locales debidos a procesos que repercuten solo en los genes olfativos. Los resultados
mostraron que en las especialistas la tisavolucion es significativamente mayor que
en las generalistas para todos los genes olfativos (Tabla 3.3; Prueba de Wilcoxon.
Especialistas vs. Geralistas: w = 3,18@ = 0,00146). Sin embargo, cuando se refin el
analisis separando los genespamiféricos y centrales rdsd que las diferencias entre
especialistas y generalistas solamente dwerdea los genes peniféos (Tabla 3.3;
Prueba de Wilcoxon. Especialistas. Generalistas: w = 3,793 0,001), y por lo tanto
las tasas de evolucion de los genes centradese diferencian gnificativamente entre
los grupos de especies con diferente modexgéotacion del recues(Tabla 3.3; Prueba
de Wilcoxon. Especialistas vs. Generalistas: w = 0[8410,4). Es importante sefalar
gue el control gendmico también mostré una aceleracién de ldgasalucion en las
especialistas (Tabla 3.3; Prueba de Witm. Especialistas vs. Generalistas w = 25,277
p < 0,0001). Ademas, comparaciones entreacada de las especialistas con las
generalistas revelaron que tal patronadeleracion en las tasas de evolucs@nda
solamente el. erecta(Tabla 3.3; Prueba de Wilcoxohodos los genes olfativos: w =
3,122p = 0,0018; genes periféricos: w = 4,39% 0,0001; genes centrales: w = 0,p41

= 0,888; resto del genoma: w = 24,794 0,0001) y no em. sechellia(Tabla 3.3;
Prueba de Wilcoxon. Todos los genes olfativos: w = 1,864 0,0623; genes
periféricos: w = 1,609 = 0,108; genes cemales: w = 1,231p = 0,2183; resto del
genoma: w = 14,22 < 0,0001).

Todos los Genes Olfativos Genes Periféricos

N° genes por grupo Desviacién p N° genes por grupo Desviacion p
Especialistas vs. Generalistas 217 -331 0.0315 0.00146 117 -179 0.0426 < 0.001
D. erectavs. Generalistas 114 - 331 0.0358 0.0018 61-179 0.0496 < 0.0001

D. sechelliavs. Generalistas 103 -331 0.0266 0.0623 56 — 179 0.024 0.108
Genes Centrales Resto del Genoma

N° genes por grupo Desviaciéon p N° genes por grupo Desviacion p
Especialistas vs. Generalistas 100 — 152 0.0047 0.4 15968 — 23959 0.0174 <0.0001
D. erectavs. Generalistas 53 - 152 -0.0052 0.888 8288 — 23959 0.0184 < 0.0001
D. sechelliavs. Generalistas 47 — 152 0.0268 0.2183 7680 — 23959 0.016 <0.0001

Tabla 3.3: Comparacién de los valorescdéle los genes de olfato entre especialistas y generalistas. Las espec
especialistas sonD. erectay D. sechellia y las generalista®. melanogaster, D. simulang D. yakuba(D.
ananassaeo fue incluida en las comparanes interespecificas debido a queno consecuencia de ser el grupo
externo, la estimacion de en esta especie tiende a estar sobreestimada en comparacion al resto). Desviacion:
diferencia de mediana entre grupos. hbeslores son de pruebas de Wilcoxon. peglores significativos estan en
negrita. Se aplicé un ajuste paatrastes multiples de Bonferroni.
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En segundo lugar, se evaluo, especificdmesi las tasas de sustituciones no
sindnimas se habrian acelerado en las ramas que lldagrectay D. sechellia Para
realizar esto se infirieron por maximaresimilitud las secuencias ancestrales comunes
entre las especies especialistassydaneralistas mas cercanas, es decarecta/ D.
yakuba y D. sechellia/ D. simulans Estos analisis mastron una aceleracion
significativa en las tasas de sustitucion no sinénimas en la rama que Deverexta
para los genes olfativos piriicos, aunque cabe sefialar que lo mismo se observo para
el resto del genoma codificante (Figura 6ueba de pares apareados de Wilcoxon.
Genes periféricos: N = 53; Z = 5,88,< 0,0001; resto del genoma: N = 8369, Z =
28,526,p < 0,0001). Asimismo, llama la atenciéhhallazgo de una aceleracion similar
en las tasas de sustitucion no sinébnimas en la rama que lleva a la gernzrgbgiaba
(Figura 3.6. Prueba de pares apareados de Wilc@Xenes periféricos: N = 62, Z =
3,033,p < 0,0024; resto del genoma N = 8369, Z = 28,§320,0001).

Genes Perifericos Genes Centrales
DMNdy = 0,234 DMNdy = 0,167,

@ D. sechellia

' Resto del genoma
Genes Perifericos Genes Centrales : DMNd,=0,117 |

DMNdN -0025 DMNdy=0011 )  ~—-=-=-m=-=---- :

1

1]

_ ]
:_ _ _IEI_“I_ _] d_N_‘_ '_0_’93 . Genes Perifericos Genes Centrales
& DMNdy =-0,058 DMNdy = -0,03

@ D. simulans

' Resto del genoma |
' DMNdy = -0,059 :

D. melanogaster

lGenes Peri jér.tcos' Genes Centrales
: DMNdy=0,74 ! DMNdy=0.23
"""""""" ® D. crecta

' Resto del genoma |
' DMNd,=0,244 |

.................

D. ananassae

Figura 3.6: Valores de la diferencia media normalizada entre las tasas de sustitucion no sinénimg paMNd

las especies especialistas y las especies generalistas mas cercanag. -DiMdlia @ jinaje acua/ DESVIO
Estandar @iinaje acua) — (Media @ ancestrd/ DeSVio Estandan@ncestd. DMNdy. > 0 indica aceleracion en la tasa de
sustitucién no sinénima en el linaje derivado, DMNd indica la ausencia de aceleracién en la tasa de
sustituciones no sinénimas en el linaje derivado. Se destacan en rectdngulos las comparaciones que mostraror
DMNdy significativamente diferente de 0 en una pruebpates apareados de Wikon. Los puntos negros son

los nodos del cladograma que se incluyeron en el andlisis.
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Estos resultados llevan a proponer queDererectala aceleracion de las tasas de
sustituciéon no sindnima de los genes olfatimosesta univocamente relacionada con la
utilizacién de un solo hospedador que ocwmelas especialistas. Por el contrario, la
tasa de sustitucion de reemplazo de lasegeolfativos no resultd estar acelerada en la
rama que lleva @&. sechellia(Figura 3.6. Prueba de nes apareados de Wilcoxon.
Genes periféricos: N = 62 Z = 1,606= 0,108; genes centrales: N =53 Z = 1,pA
0,241), ni en la que lleva B. simulans(Figura 3.6. Prueba de pares apareados de
Wilcoxon. Genes periféricos: N = 62 Z = 0,382 0,702; genes centrales: N =53 Z =
0,08 p = 0,936). Tampoco se detectd una aceléraen las tasa de evolucién en los
genes olfativos en la rama que va al ancestro comun Bnsechellia/ D. simulans
(Figura 3.6. Prueba de i@ apareados de WilcoxoBenes periféricos: N = 62 Z =
0,022p = 0.982; genes centrales: N =53 Z = 0,§810,435).

3.4. Discusion y Conclusiones.

Los resultados de la presente seccirestran que es la seleccidon negativa el
proceso que afecta la evolucion de la maydddos genes olfativos en las 6 especies
del grupoD. melanogaste(Figura 3.2; Tabla suplementaria 3 E¥te hallazgo coincide
con los resultados de otros estudios gue stcluyeron genes olfativos periféricos
(genes RO y PUO) (Guo y Kim 2007; McBride y Arguello 2007; Tunstadl. 2007,
Vieira et al.2007; Gardineet al.2008). Se detect6 seleccion positiva solamente en dos
genes, uno ed. sechellia(CG10777 y el otro enD. erecta(Xrpl) (Tabla 3.2). Los
demés genes olfativos mostraron patromkes cambio consistentes con seleccion
negativa o neutralidad. En cuanto a otrosdies que también euaron la ocurrencia
de SP en genes olfativos, aunque solo Denmelanogaster los resultados son
conflictivos. Por un lado, Vieirat al (2007) estudiando genes PUO y Gardigieal
(2008) genes RO no encontraron evidem&aSP. Por otro lado, Guo y Kim (2007) y
Tunstall et al. (2007) reportaron seleccion [fos en diez genes RAD(9a, Orl0a,
Orl9a Or43a Orb56a OrN1, OrN2, Or33c Or42a Or856. En este estudio se
analizaron seis de estos gen€s9g, Orl0a Or33c, Or42a Or43a Or56a) y no se
encontraron evidencias de SP. A pesar delgunayoria de los trabajos que evaluaron
los procesos evolutivos que actian sdbeegenes olfativos han encontrado que los
genes olfativos que exhiben sefales des@Puna pequefia fraccidon del total de genes
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analizados, o directamente no los hdgs casos de SP réen una atencion
desproporcionada y se usan para concluirej @O esta evolucionando principalmente
por SP. Este escenario donde la SP escand® a pesar de que no exista una evidencia
sélida, aparece como una nueva versim lo que Gould y Lewontin (1979)
popularizaron como “contar historias adapts”, en donde la SP es favorecida sobre
otros tipos de procesos eubvos (incluso otros tiposle seleccion natural) como
principal responsable de la evolucion dea caracteristica fenotipica. De hecho,
Whiteman y Pierce (2008) en un articude revisidn sobre estudios de gendmica
comparada en familias multigénicas de genes olfativos concluyeron que “aunque
atractiva, una interptacion adaptacionista podria ndaegustificada”.Reforzando lo
expresado en la sentencia de Whitenya®ierce (2008), este estudio no permite
concluir que la seleccion positiva sea el gpal factor evolutivo actuante sobre la
arquitectura genética del G&h las especies del grupo melanogasterya que mas del

98 % del extenso conjunto de genes anatigado mostr6 sefiales de SP, sino tasas de
sustituciones nucleotidicas compatibles aeutralidad o con seleccion negativa.

Con respecto a las hipotesis sobre lasmdade evolucion de las diferentes
categorias de genes involutos en la arquitectura geregtidel CO, se han encontrado
diferencias claras entre lagenes olfativos periféricos ks centrales en todas las
especies analizadas, exceptdersimulans En promedio los genes que se expresan en
el nivel central del sistemalfativo exhibieron tasas devolucion menores que los
periféricos (Figura 3.3 y Figurd.5). Si se tiene en cuentme los genes periféricos,
dadas sus funciones moleculares y biolégisalgmente participan en la expresion del
olfato mientras que los genes centralenden a ser mas pleiotropicos, es decir
participan de la arquitectura genética de®tcaracteres fenotipicos ademas de la del
CO; la explicacion mas pausible es qus tenes centrales evolucionan a una tasa
menor debido a que son mas pleiotropic@&xisten evidencias empiricas €n
melanogaste(Alvarez-Ponce et al. 2009) y éongos (He y Zhang 2006; Salatteal.
2006), asi como también modelos tedri¢@$to 2004; Gu 2007) que dan un fuerte
apoyo a la hipétesis general de quenage mas pleiotrépicos evolucionan mas
lentamente porque presentan magorestricciones funcionales.

Por el contrario, no se corrobor6 categorieata la hipotesis planteada sobre las
diferencias en las tasas de evolucion elusegenes que participan de la arquitectura
genética del CO en uno o en dos estmdiel ciclo de vida, excepto &n ananassae
(Figura 3.4). Tampoco se encontré una clifarenciacion en ktasas de evolucion
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entre los genes que se expresan soélo eesldio larval o ehdulto (Figura 3.4).
McBride y Arguello (2007) obtuvieron resutias similares para los genes RO. En
principio, los presentes rdgados no concuerdan con los de otros trabajos, ni los
descriptos en secciones previas de estg,taserca de la existencia de un desacople
parcial entre las arquitecturas genéticas dell@@al y adulto (ver Secciones | y II).
Dos escenarios diferentes explicarian esta situacion: que no se realizé una seleccion de
genes apropiada para detectar, al niveta®bios en las secuencias codificantes, las
diferencias esperadas; o ggimplemente no los hay y qude diferencias se dan, por
ejemplo, en la perdida y ganancia de genes (Guo y Kim 2007; ¥ieila2007) y/o en
cambios en la expresion (Arbeitmat al. 2002) y no al nivel de cambios en las
secuencias codificantes.

Por ultimo, la evaluacion de la hipétedis aceleracion de las tasas de evolucion
en especialistas vs generalistas como exunencia de la seldéa direccional en un
ambiente de un solo hospedador, mostr6 quoelas primeras los genes olfativos
periféricos parecen haber estado evolucionando a tasas mayores Bolerecta Sin
embargo, el control gendmico revel6 qésta parece ser urtendencia a escala
gendmica y no una caracteristica particulatodegenes olfativos. Por el contrario, la
falta de aceleraciéon en los genes olfativosredg’, en contra de la tendencia genémica,
se reveld como una caracteristica compartida &éntezectay D. sechellia(Tabla 3.3).
Este patron compartido, como se planfgéviamente, puede rse€onsecuencia de
mayores restricciones funcionales en loaegecentrales debido a que son altamente
pleiotropicos y por lo tanto son menos proges a cambiar ante presiones selectivas
impuestas por ambientes de un solo hospedador. Cuando se analiz6é particularmente si
existe una aceleracion de lasa de sustitucién no sinonisnan los genes olfativos en
las ramas de las especies especialistas, tampoco se encontraron evidencias claras para
apoyar la hipotesis planteada (FiguBsb). Por lo tanto, los resultados no son
consistentes con la idea de que la&sabn direccional estaria influyendo mayormente
en la evolucién de la arquitectura genética del CO en especies que viven en “ambientes
de un solo hospedador”. Entonces, al mends.esechelliay de acuerdo con Gardiner
et al. (2008), no se pueden descartar ewenttemograficos histéricos como
determinantes de la evolucion de las bage®eticas del olfato. Dieecho, se sabe que
durante su historia eudiva, las poblaciones dB. sechelliapasaron por tamafios
poblacionales pequefios asociadas evento de colonizacidesde el continente hacia
una isla (Klimanet al. 2000). Evidencia de este evento fundador son los niveles

91



histéricos de baja variabilidagknética en esta especie (Cagbal. 1990; Mortonet al.
2004). Lamentablemente no se conoceéealle la historia evolutiva d®. erecta pero
los resultados obtenidos tampoco apoyan wutgntemente la hipggis de seleccidon
direccional en un ambiente de urshedador sobre los genes olfativos.

A modo de resumen se puede concluir pgetasas de ewadion de los genes
olfativos son independientes dedtadio del ciclo de vida e#l cual participan de la
arquitectura genética del CO; pero quealalen de la posicion que ocupan en el
sistema olfativo, mostrando los genes quexggesan en un nivel central una tasa de
evolucién menor consistente con mayorestrieciones funcionales sobre los mismos.
Con respecto a la evolucion de los genHativos en los linags que presentan una
especializacion ecoldgica, los resultadosapantan a que la especializacion promueve
una evolucion acelerada de los genes oliatiwsino que revela patrones evolutivos

idiosincraticos en las dos espes especialistas analizadas.
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3.5. Material Suplementario a la Seccion lll.

Tabla Suplementaria 3.1.

Se muestra la estimacion del valoradpara cada gen en cada especie del gpupuelanogasteincluida en el analisidivel: nivel del
sistema olfativo en el que se expresa (paab: genes cuyos productos proteicos padit en el primer contacto con las gmllas quimicas;
central: genes que estan involucrados en el olfato, pero no lo éladarperiferia sino que engoiones internas de la cadede eventos que
ocurren en un organismo parantmrmar la respuesta olfativdistadio: estadio/s del ciclde vida en el cual el ggrarticipa (o se expresa) del
comportamiento olfativo (L: larvad: Adulto; LA: Larva y Adulto).FlyBase ID: numero de identificacion drlyBase Referencia referencia
bibliografica de donde se obtuvo la informacidn para realizar la categorizacion de los genes, 1: €oaldi®g00), 2: zur Laget al (2003),
3: Sambandaat al (2006), 4: Capitulo |, Seccidn Il d& presente tesis, 5: Stoltzfetsal (2003), 6: Fanarat al (2002), 7: Pielaget al (2003),
8: Shiraiwaet al. (2000), 9: Anholet al (1996), 10: Rollmanet al (2005), 11: Galindo y Smit{2001), 12: Hekmat-Scafet al. (2002), 13:
Pikielny et al (1994), 14: Parlet al (2000), 15: Vosshall y Stker (2007). Las celdas vaciasrresponden a genes cogd0 o que se

excluyeron del analisis pproblemas en la alineacion.

Gen Nivel Estadio FlyBaseID  Referencia D. melanogaster D. simulans D. sechellia D. erecta D.yakuba D.ananassae
amos Central - FBgn0003270 P, 0,0716 0,0952 0 0,0269 0,017 0,0362
bicoid-interacting protein 3 Central LA  FBgn0033073 3 0,1186 0,0409 0,157 0,0561 0,0686 0,0313
big brain Central L FBgn0000180 4 0,0244 0,0618 0,1705 0,0247  0,0486 0,0413
Calreticulin Central A FBgn0005585 35 0 0 0,0851 0 0,013 0,0198
CG10064 Central A FBgn0035724 e 0,0105 0,0156 0 0,006 0,0182 0,0164
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CG10777
CG10778
CG11883
CG1337
CG14411
CG14430
CG14591
CG16708
CG17646
CG32556
CG6175
CG6783
CG8963
CG9238
couch potato
Cricklet
chameau
discs lost
DNApolymerase
draper
easily shocked
escargot

frizzled

ftz transcription factor 1

Central
Central
Central
Central
Central
Central
Central
Central
Central
Central
Central
Central
Central
Central
Central
Central
Central
Central
Central
Central
Central
Central
Central

Central

>

> > > >» > >

FBgn0029979
FBgn0029980
FBgn0033538
FBgn0040369
FBgn0030582
FBgn0029927
FBgn0033054
FBgn0037315
FBgn0031362
FBgn0052556
FBgn0036152
FBgn0037913
FBgn0034181
FBgn0036428
FBgn0000363
FBgn0000326
FBgn0028387
FBgn0024510
FBgn0020756
FBgn0027594
FBgn0000536
FBgn0001981
FBgn0001085
FBgn0001078

0,062
0,0574

0,037
0,0158
0,1164
0,0342
0,0257
0,0482
0,0184
0,0957

0,0811
0,0353
0,008

0,0798
0,2087
0,008
0,0397
0,0326
0,0248

0,0812

0,0001
0,0788
0,1163

0,0312

0,1031

0,0711

0,832

0,1545

0,0226

0,1785

0,3734

0,0405

0,0532

0,0365

0,1244
0,0533

0,0989
0,0476
0
0,2038
0,0729
0,2323
0,0708
0,0569
0,0786
0,0805
0,0922
0,0613
0,163
0,0361
0,1875
0,1097
0,0142
0,0204
0,213
0,0802
0
0,0775

0,022
0,0251
0,0043
0,1391
0,0224
0
0,0448
0,0783
0,0799
0,0163
0,0598
0,0137
0,0471
0
0,0408
0
0,1016
0,1882
0,0146
0,0462
0,0448
0,0252
0,0258
0,0906

0,017
0,0507
0,0284
0,031
0,023
0
0,0883
0,1103
0,1382
0,0093
0,0526
0,0918
0,0418
0,0606
0,0549
0
0,1003
0,0905
0,0075
0,0603
0,0248
0
0,0112
0,0418

0,0269
0,0257
0,0215
0,0449
0,0477
0,0431
0,0164
0,0396
0,0361
0,0187
0,051
0,0337
0,06
0,0579
0,0355
0,0903
0,0436
0,0403
0,0111
0,0309
0,0379
0,0126
0,0059
0,0557
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geko
Glutamate dehydrogenase
Glutamine synthetase 2
Gp150
Heat shock protein 23
Heat shock protein 27
High mobility group protein D
innexin 2
lethal (2) 05510
lilliputian
misshapen
Moesin
neuralized
NMDA receptor 1
Obpl9a
Obp19c

Central
Central
Central
Central
Central
Central
Central
Central
Central
Central
Central
Central
Central
Central
Periférico

Periférico

Obp19d (Pheromone-binding protein-related protein Rgriférico

Obp28a (Pheromone-binding protein-related protein Bériférico

Obp47a
Obp47b
Obp49a
Obp50a
Obp50e
Obp56a

Periférico
Periférico
Periférico
Periférico
Periférico

Periférico

FBgn0020300
FBgn0001098
FBgn0011455
FBgn0013272
FBgn0001224
FBgn0001226
FBgn0004362
FBgn0027108
FBgn0028622
FBgn0041111
FBgn0010909
FBgn0011661
FBgn0002932
FBgn0010399
FBgn0031109
FBgn0031111
FBgn0011280
FBgn0011283
FBgn0033573
FBgn0033614
FBgn0050052
FBgn0050067
FBgn0033931
FBgn0034468

w A WA WW DWW

112
11;12;13; 14
11;12;13; 14

12
12
12
12
12
112

0,1437

0,1163
0,0742

0,1601

0,0131

0,0445
0
0
0,0415
0,0314
0
0,0306
0
0,4717
0,4337
0,2777
0,1598
1,1336
0,205
0,3798

0,2191
0,0512

0,1988
0,135

0,2064
0,1487
0,1945

0

0

0
0,1528

0,2525
0,0001
0,0782
0,116
0,2839

0,1143

- 0,2182 0,0329 0,0354
0 0 0 0,0202
- 0,0721 0,072 0,035
0,0761 0,1143 0,0775 0,0739
- 0,043 0,4182 0,0378
0 0,03 0,046 0,042
0 0,0909 0 0,0353
0 0 0,0402 0,0135
0,0146 0,0289 0,0216 0,0182
0,2094 0,0469 0,0787 0,0833
0,1396 0,0273 0,0178 0,0451
0,0392 0,0082 0 0,0063
0 0,0209 0,0118 0,0186
0 0,0148 0,0047 0,0111
- - 0 0,014
0,0931 0,0919 0,0569 0,1116
- 0,0917 0,2352 0,1383
0 0,1208 0,3215 0,0075
0,2001 0,2917 0,0461 0,1092
0 0,3214 0,1525 0,0586
0,3323 0,2739 0,1197 0,0685
0,8217 0,1434 0,0506 0,1409
0,0938 0,1507 0,0421 0,0495
0,1047 0,1591 0,2917 0,183
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Obp56b
Obp56¢
Obp56g
Obp56h
Obp58b
Obp58d
Obp59a

Periférico
Periférico
Periférico
Periférico
Periférico
Periférico

Periférico

Obp69a (Pheromone-hinding protein-related proteinRériférico

Obp83a (Pheromone-binding protein-related protein Briférico

Obp83b (Olfactory-specific E)
Obp83cd
Obp83ef
Obp83g

Periférico
Periférico
Periférico

Periférico

Obp84a (Pheromone-binding protein-related proteinBgriférico

Obp99a

Obp99c

Obp99d
Orl0a
Orl3a
Orla
Or22c
Or23a
Or24a
Or30a

Periférico
Periférico
Periférico
Periférico
Periférico
Periférico
Periférico
Periférico
Periférico

Periférico

LA

LA

FBgn0046880
FBgn0046879
FBgn0034474
FBgn0034475
FBgn0034768
FBgn0034770
FBgn0034766
FBgn0011279
FBgn0011281
FBgn0010403
FBgn0046878
FBgn0046876
FBgn0046875
FBgn0011282
FBgn0039678
FBgn0039682
FBgn0039684
FBgn0030298
FBgn0030715
FBgn0029521
FBgn0026396
FBgn0026395
FBgn0026394
FBgn0032096

112
11;12
112
11;12
12
12
12
123
123
12
112
12
12
123
112
12
112
15
15
15
15
15
15
15

0,1943
0,1227

0,119
0,0389
0,0525
0,0326

0,1008
0,0453
0,0985
0,0838
0,0785
0,0955
0,0562

0,0487
0,029
0,0919

0,1423
0,2602
0,0037
0,1457
0,1294

0,0702

0,4119
0,1625

0,0871

0,3308

0,0001

0
1,0339
0,0544
0
0,0738
0,0713
0
0
0
0,0982
0,1264
0,1211
0
0,1899
0,1377
0,4159
0
0,1938
0,1727
0,0966
0

0,3267
0,0968
0,1154
0,1191
0,1403
0,2394
0,1864
0,2285
0,0748
0,015
0,3289
0,1934
0,12
0,181
0,1674
0,0865
0,2579
0,0937
0,1116
0,184
0,2307
0,0782
0,2379
0,0729

0,1572
0,2155
0,0965
0,0749
0,4557
0,1116
0,0673
0,0429
0
0,0117
0,089
0,1146
0,1479
0,1657
0,1156
0,0641
0
0,1229
0,0834
0,1628
0,0991
0,1253
0,0901
0,0276

0,0456
0,0478
0,1361
0,046
0,0613
0,0716
0,1057
0,0545
0,0473
0,0077
0,0231
0,0388
0,0366
0,062
0,0656
0,1156
0,1159
0,0673
0,0639
0,0548
0,0752
0,1197
0,0344
0,055
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Or33c
Or35a
Or42a
Or42b
Or43a
Or43b
Or45a
Or45b
Or46a
Or47b
Or49a
Or49b
Or56a
Or59a
Or59b
Or59c
Or63a
Or67a
Or67b
Or67c
Or69a
Or74a
Or7a
Or82a

Periférico
Periférico
Periférico
Periférico
Periférico
Periférico
Periférico
Periférico
Periférico
Periférico
Periférico
Periférico
Periférico
Periférico
Periférico
Periférico
Periférico
Periférico
Periférico
Periférico
Periférico
Periférico
Periférico

Periférico

LA
LA
LA

r >» > »>» > r

LA
LA

FBgn0026390
FBgn0028946
FBgn0033041
FBgn0033043
FBgn0026389
FBgn0026393
FBgn0033404
FBgn0033422
FBgn0026388
FBgn0026385
FBgn0033727
FBgn0028963
FBgn0034473
FBgn0026384
FBgn0034865
FBgn0034866
FBgn0035382
FBgn0036009
FBgn0036019
FBgn0036078
FBgn0041622
FBgn0036709
FBgn0030016
FBgn0041621

0,0476

0,0938
0,069
0,0605
0,0881
0,0736
0,0137
0,0871
0,0893
0,1903
0,0451
0,2441
0,0631
0,0083
0,0573
0,0618
0,2913
0,035
0,0331
0,2911
0,1273
0,0365
0,1214

0,0557
0,0441
0,0698
0,0531
0,2799
0,4578

1,1475

0,0942
0,6862
0,0295

0,0832
0,213

0,1068
0,5743
0,2599
0,1518
0,0833
0,1225
0,1596
0,0777
0,336
1,1902
0,3036
0,1429
0,192
0,0649
0
0,2459
0,3287
0,0997
0,0384
0,0906
0,1932
0,0587
0,2038

0,1278
0,2456
0,3384
0,0387
0,0981
0,2515
0,2308
0,1977
0,201
0,1108
0,2665
0,0721
0,1527
0,1216
0,0372
0,1378
0,1449
0,1192
0,0882
0,2467
0
0,0875
0,0557
0,098

0,0649
0,2409
0,0864
0,0092
0,0472
0,1845
0,0731
0,0985
0,156
0,2671
0,134
0,0678
0,067
0,0441
0,0176
0,0638
0,1048
0,5008
0,1066
0,0279
0
0,1001
0,0504
0,1988

0,1014
0,0289
0,0311
0,018
0,1097
0,0344
0,0825
0,0563
0,0559
0,1176
0,0877
0,0578
0,0833
0,0328
0,0252
0,0563
0,0658
0,079
0,0299
0,0393
0,1054
0,0799
0,0529
0,0082
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Or83c
Or85d
Or92a
Or9a
Pinocchio (o smi21F)
Ras-related protein
scylla
Sema-5c
smi35A
Spinophilin
SRY interacting protein 1
sugarless
Toll
Xrpl

Periférico
Periférico
Periférico
Periférico
Central
Central
Central
Central
Central
Central
Central
Central
Central

Central

FBgn0037399
FBgn0037594
FBgn0038798
FBgn0030204
FBgn0016926
FBgn0015286
FBgn0041094
FBgn0028679
FBgn0016930
FBgn0010905
FBgn0010620
FBgn0010851
FBgn0003717
FBgn0038661

©
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0,1235

0,1221

0,0086

0,023
0,0984

0
0,2268
0,0348

0

0,0086

0

0
0,0697
0,1081

0,091
0,0242
0

0,1956
0,0688
0
0
0
0
0,0386
0,0213
0,0805
0
0
0,1175
0,5578

0,1055

0,0702
0,0322
0,1131
0

0
0,1343
0,0675

0,0386

0,0392

0

0,0293
0,1078
0,6767

0,2087

0,0863
0,0087
0,0344

0,1126
0
0,0745
0,0646

0

0,0216
0,0398
0,0145

0,1747

0,1214

0,0921
0,04
0,0088
0,0185
0,0872
0,0234
0,1156
0,0416
0,0229
0,0286
0,0247
0,0111
0,1179
0,0762




Seccion 1V

Conclusiones Generales



A lo largo de la presente tesis se disd el desarrollo dauna investigacion
sobre diferentes aspectos e arquitectura genética den caracter fenotipico. En
principio, desmenuzar la complejidad dealauitectura genética de un caracter para
comprender mas del mismo tiene valor em&mo; pero sobreoto, realizar este tipo
de investigaciones brinda la oportunidad(dees la excusa pgraescribir patrones y
analizar mecanismos sobre la evolucién dedi@anismos. Hacer, en definitiva, lo que
es pertinente en Biologiav&lutiva. Teniendo en cuenta que la arquitectura genética de
un caracter esta intimamente relacionadamocés y fue la evolucién del mismo se
comprende el proceso recorrido: partiendbedtudio del comportamiento olfativo en
Drosophila melanogastege abrio la posibilidad de poreeprueba hipotesis particulares
sobre la evolucion de este caracter femotipAl respecto cabe recordar la idea de
Theodosius Dobzhansky, la cual sintetizo efrdae: “En biologia nada tiene sentido si
no es a la luz de la evolucién”. Esta &ass citada frecuentemente pero quizas pocas
veces respetada, aunque por esto no meeds @ correcta. Duraatla realizacion de
los experimentos y luego da redaccion esta tesis inté seguir la propuesta de
Dobzhansky. Dicho esto, en lo que resta de la presente seccidn se revisaran los
resultados mas destacados con el objetivonidgrarlos en una susion global, y se
incluird como parte de esta discusion lenfolacién de hipotesis quee derivan de los

resultados obtenidos la cealson propuestas para sesrdadas en futuros estudios.

4.1. Resumen de los resultados.

El estudio de la arquitagta genética del CO se liea a diferentes niveles
biol6gicos (y también de analisis) utilimo herramientas de dintes disciplinas. A

continuacion se resumen los resultados im@ertantes de cada seccion de la tesis.
Seccion Il — Capitulo I
Se identificaron genes involucradosn la arquitectura genética del

comportamiento olfativo larval de. melanogasterLa mayoria de ellos participan en

una posicion central del sistema olfativo.
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Existe solapamiento, aunque no total,l@erquitectura genética del CO entre

diferentes estadios ontogéicés del ciclo de vida dB. melanogaster

La interaccién GxA es una pa importante de la argeittura genética del CO
larval y las bases mecanisticas de egtxancion GxA se corresponden con el modelo

de “sensibilidad alélica”.

Seccion Il — Capitulo 11

El CO presenta una importante vaiialad fenotipica entre poblaciones

naturales d®. melanogastepara el estadio larvakero no para el adulto.

El CO presenta una importante variatadlidgenética intra-poblacional en ambos
estadios, siendo mayor la emtrada para el CO larval.

Las propiedades variacionales de lajuitectura genética del CO no son
totalmente equivalentes entre larwa adulto en poblaciones naturales de
melanogastedel noroeste de Argentina

Seccién Il — Capitulo 111

Existen elementos genéticos ubicadoseércromosoma |l que aportan a la

variabilidad genética naturdel CO en poblaciones @& melanogaster

Las diferencias en las artgituras genéticas del CO entre el estadio larval y
adulto repercuten en que la canalizacion y la presencia de variabilidad genética criptica

son mas importantes en adulto que en larva.

Seccion ll:

La seleccion negativa es el proceso @iecta a las tasas de sustituciones
nucleotidicas en la mayoria de losnge olfativos en 6 especies del grupo
melanogasteanalizadas; y, por el contrario, la seleccién positiva tiene poca incidencia

en la evolucién de los genes involwboa en la arquitectura genética del CO.
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En la mayoria de las especies anabizaths tasas de evolucién de los genes
olfativos son independientes dedtadio del ciclo de vida e#l cual participan de la

arquitectura genética del CO

Las tasas de evolucion ttes genes olfativos cambiate acuerdo a la posicion
que ocupan en el sistemdadivo, mostrando los genes gee expresan en un nivel

central una tasa de evolucién menor.

La especializacion en la utilizaciaihe un solo hospedador no parece estar
relacionada con una evolda acelerada de dogenes olfativos, sino que existen

patrones evolutivos idiosincraticos en tios especies especialistas analizadas.

4.2. Discusion General.

La arquitectura genética del CO presesitatos aspectos guson los esperados
para un caracter complejo, la conforman importante nimero de genes y eéstos
conforman complejas redes de interaccionestaras. Si bien la existencia de redes
epistéticas para el CO larval no ha sido estilglien esta tesis, ni en los estudios previos
de otros investigadores, se ha demostrqui® éstas ocurren para el comportamiento
olfativo adulto (Fedorowicet al.1998; Anholtet al.2003; Sambandaet al.2006). Por
lo tanto, es razonable esperar que los efadtoivados de la efésis también jueguen
un papel importante en la manifestacion ceiportamiento olfativo en los estadios
larvales. Por supuesto, esta hipotesis deberduesta a prueba en el futuro. Mas adn,
en una hipdtesis relacionada podria plantear que lagles epistaticas de genes que
influyen sobre el olfato larval deberian ser comparativamente mas simples (en cuanto al
namero de genes y de interaccismeatre genes) que las del adulto.

Se han encontrado a lo largo deda la tesis numerosos ejemplos de
caracteristicas de la arquitera genética del CO que cambian entre larva y adulto, ya
sea cuando se analizaron los componentesidnales de la misma (los genes que la
conforman en cada estadio) o cuando sdizaron las propiedades variacionales. Esto
lleva a concluir que el estadio ontogenéticaes de los aspectos que se debe tener en
cuenta a la hora de armalr la arquitectura genética de esteacter. En este sentido, se
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encontré que las diferencias entre larva y tadidpercuten en que la canalizaciéon y la
presencia de variabilidad genética criptioa mas importantes en el CO del adulto que
en larva. Esto aporta evidencias en fad®ia propuesta previamte enunciada de que
la arquitectura genética de un caracterofgpico estd intimanmee relacionada con
como es la evolucién del mismo.

Mackay (2004) plante6 que la compnémsde la arquitectura genética de un
caracter requiere también conocer cuatws las fuerzas evolutivas que gobiernan el
cambio de los genes involucrados en la maisireniendo en cuenta lo discutido en los
parrafos anteriores, se espera que fuerzalitgxas diferentes gobiernen el cambio de
los genes que participan en el CO en lanaulto, y que esto repercuta en diferentes
tasa de evolucion entre los mismos. Ndaecorroborado esta higdis, ya que en la
mayoria de las especie del grupo de espdzianelanogasteanalizadas las tasas de
evolucion de los genes olfativos no cambéntre los que se expresan en diferentes
estadios. Solamente existe una diferencia clard.esimulansy D. erecta Seria
importante, entonces, profundizaobre esta hipotesis ezl futuro. En principio,
ampliando el conjunto de genes analizadasa panfirmar el resultado y descartar que
se debi6 a una falta de potencia en elisisalTambién seria pertinente poner a prueba
hipétesis que apunten a evalgatas diferentes fuerzas eutiVas que acttan en el CO
de larva y adulto repercuten en otrosveles y no en cambios en la secuencia
codificantes de los genes olfativos.

Los resultados obtenidos en diferergesciones de esta tesis brindan numerosas
evidencias que llevan a concluir que la amegtura genética del CO esta fuertemente
influida por el ambiente externo e intefnBsto quiere decir que los componentes de la
arquitectura genética del caracter no peenan inmutables ante cambios en el
ambiente o en diferentes ambientes. En efdatarquitectura genética del CO larval se
modifica en los diferentes “ambientes quimicos”; y el CO en adulto depende del sexo
(que se considera ambiente interno) tahodo indican las diferencias significativas
detectadas para la interaccién genotipo por deste ultimo resultado es el esperado si

se considera que es mediante el olfatolgsdembras localizan el sitio para oviponer y

2 Con la intensién de comprender mejor los diferefate®mres que afectan lapesion de la arquitectura
genética de un caracter, se considerdé que puede distinguirse al ambiente entre externo o interno. El
ambiente externo estd constituido por las caratitm$sambientales no propias del organismo y que
interactdan con el mismo, como temperatura, humedad, otros organismos, etc. Mientras que definirian al
ambiente interno caracteristicas del propio organismo que, si bien no estan siendo objeto de estudio,
pueden afectar ciertos aspectos del mismo. Por egeriplondo genético afecta el patrén de expresién

de un gen, siendo entonces un “ambiente” para el mismo; lo mismo ocurre con el sexo.
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que los machos no realizartaesarea (Visser 1986; Josephal. 2009). Es posible que
el comportamiento de oviposicién no sea@co aspecto relacionadola diferencia de
arquitectura genética entre sexos para egtéctea en adultos. Lamentablemente, la
interaccién genotipo por sexo, 3@ analizd en el estadiarval debido a que no es
posible determinar el sexo facilmente comoeémbulto; lo cualmposibilité tener en
cuenta este factor.

En la Figura 4.1 se muestra en umuesna los aspectos que afectan a la
arquitectura genética tesliados en esta tesis y que discutieron en los parrafos
anteriores: la ontogenia (o el estadio delocd® vida), el ambida externo y el sexo.

Estadio del ciclo de vida

Arquitectura Genética )
del CO

_______________________

Sexo Ambiente Externo

Figura 4.1: Esquema de los diferentes factores que afectan a la arquitectura genética del comportamient
olfativo estudiados en la presente tesis

Cuando se consideran estos aspecy@s,no es posible considerar a la
arquitectura genética del CO (o generalizandocukquier otro caracter) como un
cuadro estanco (representado en la figuraepogctangulo en linsade puntos) sino que
hay que pensarla como algo dinamiffdansen 2006) que cambia en diferentes
circunstancias como resultado de la influenlgaliferentes factores. Este dinamismo de
la arquitectura genética se representaaefrigura 4.1 como una figura con bordes
irregulares. Comprender adaquitectura genética de un caetatn su dinamismo y no
s6lo como una descripcion de genes, @sprender mejor la evolucion (o posibilidades
de) evolucién de ese carécter.
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Durante la discusién de los resultados hemos llegado también a la conclusion de
que al analizar los factoregie influyen sobre la arquitectugenética del CO se debe
considerar la interaccion entre los mismosaRgemplificar esta idea se puede tener en
cuenta que los estadios larvales y el adpfeEsentan modos de vida diferentes, por lo
tanto no interactdan con el mismo ambientd gnodo en que lo hacen también difiere.
En D melanogastery en muchas de las especidsgenéticamente cercanas a ella, las
larvas viven inmersas en frutos en deggosicion y todos sus movimientos los realizan
dentro o sobre los mismos (Godoy-Herrgé8¥7; Godoy-Herrera 2001; Godoy-Herrera
y Connolly 2007); en cambio eldulto utiliza los frutos como sitio de alimentacion y
oviposicion pero no permanece inmerso em@smos y tiene la capacidad de volar de
un fruto a otro. Claramente, el ambienteasoel mismo para un estadio y otro, como
tampoco lo son los cambios en el mismogua la heterogeneidadmporal y espacial
de estimulos olfativos a los que se enfrema es igual. Otraiferencia importante
entre el “ambiente quimico” de larva y adutton relevancia para el comportamiento
olfativo es que el adulto es un estadiprogluctivo y el larvaino, siendo las sefales
quimicas que participan en el comaoniento sexual (feromonas) sumamente
importantes en la conducsaxual del adulto (Tompkiret al. 1983; Gaileyet al. 1986;
Marcillac y Ferveur 2004; Grilleet al. 2006; Kurtovicet al. 2007). Entonces, la
relacion que los individuos de cada estadiocd®o de vida tienen con el ambiente en
donde transcurre su vida es diferente, y quizas sea la interaccion entre estos factores,
ontogenia y ambiente, la que influye sobre éambios en la argactura genética del
CO y no cada uno por separa@abe aclarar que los diferestestadios larvales (ver
Figura 1.1. — Seccion |) también presentaneesirdiferencias en los modo de vidas
(quizas no tan marcadas como con el adulte)rgpercuten en difentes aspectos de su
comportamiento (Godoy-Herrei®94) y pueden ser relevanfesra el comportamiento
olfativo. No se evaluaron difareias en el CO erdrestadios larvalediferentes, y esto
constituye una posible tematica de investiga@ futuro en la que se podrian poner a
prueba parte de las hipotesis que aqui seiaxai, pero ya no entre larva y adulto, sino

entre los diferentesstadios larvales.
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4.3. Palabras Finales.

Durante el recorrido de la presentsitese detallaron las investigaciones que
produjeron resultados novedosos vinculadas diderentes factorede la arquitectura
genética del comportamiento olfativo. Assmo, se han discutido los resultados
teniendo en cuenta los antecedentes sobreaugliesle este caracter. Se espera que este
trabajo sea un aporte al conommto acerca de la arquiteca genética de olfato en
particular y sobre la arquitect genética de caracteres céejgs en general, tanto por
los resultados y conclusiones que aquéxg@onen como por las preguntas que se abren

a partir de los mismos.

FIN
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