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QTL para estrés de alta temperatura y evoluciéon experimental
de hormesis en el modelo Drosophila

Resumen

Drosophila melanogaster se encuentra distribuida en amplias zonas
geograficas, desde regiones tropicales a templadas en la mayoria de los
continentes. Diversos fenotipos adaptativos han evolucionado en este
organismo modelo cosmopolita, dependiendo los individuos y las poblaciones
de conjuntos de mecanismos de resistencia al estrés ambiental, tanto basales
como inducibles para la adaptacién a las condiciones climaticas variantes. La
resistencia al estrés por calor, hambre y radiacién representan fenotipos
ecolégicamente relevantes de adaptacion a los ambientes en la etapa adulta
del ciclo de vida de Drosophila.

Se ha hallado que los tratamientos de estrés térmico con frecuencia
inducen hormesis en la longevidad en varios organismos. Hormesis es un
concepto fundamental en la biologia evolutiva de la respuesta al estrés,
siendo utilizado ampliamente para definir un fendémeno de respuesta de dosis
sobre diversos caracteres, incluyendo la longevidad. El efecto de hormesis
sobre la longevidad ocurre cuando la exposicibn a un factor de estrés
moderado (ej., estrés por calor) extiende la longevidad de un organismo o
bien reduce su tasa de senescencia 0 envejecimiento. La radiacion
ultravioleta (UV) es otra forma de estrés ambiental que, como ocurre con la
temperatura, puede afectar la distribucién, abundancia y evolucion de los
organismos. Los niveles de radiacién UV incrementan a mayores latitudes y
altitudes. El presente escenario de calentamiento global esta caracterizado
por un gradual deterioro de la capa de ozono y mayores niveles de radiacién
ultravioleta que alcanzan la superficie del planeta. Debido a que los
caracteres de historia de vida han evolucionado en un ambiente donde la
radiacion estd presente, es de interés investigar la base genética de la
resistencia a la radiacion ultravioleta.

Otro caracter de importancia adaptativa en insectos es la resistencia a

la inanicién. Este caracter es importante para la supervivencia cuando los



recursos alimenticios son escasos. En los insectos es comun que las
poblaciones tengan que soportar inanicidon en forma periddica, y la evolucion
de caracteres de historia de vida puede haber ocurrido bajo condiciones
ambientales que incluyan la falta de alimento. El tamafo corporal puede estar
relacionado a la tolerancia a la inanicion ademas de ser otro caracter de gran
importancia adaptativa para la dispersion y la capacidad para encontrar
recursos de alimento y cria en D. melanogaster. Este caracter se encuentra
muy influenciado por la temperatura durante el desarrollo embrionario.
Utilizando el mapeo de QTL (Quantitative Trait Loci) como herramienta y
Drosophila melanogaster como organismo modelo, se investigd e identificé la
ubicacion de loci que son importantes para la variacion en la resistencia a las
altas temperaturas, al hambre y a la radiacién UV. En este trabajo de tesis
también se realizd un mapeo de QTL para el tamafno del ala (un indice del
tamafio corporal) y la asimetria fluctuante como un indicador de la
inestabilidad del desarrollo, tanto en benigna como en alta temperatura
experimentada durante el desarrollo embrionario. En las regiones de QTL
descubiertas se encuentran genes que desempefan un rol importante en la
evolucion adaptativa de estos caracteres. Por otro lado, se investigaron e
identificaron patrones adaptativos de hormesis en la longevidad en lineas de
Drosophila buzzatii seleccionadas artificialmente para alta y baja resistencia a
diferentes formas de estrés térmico. La tolerancia al estrés por inanicion fue
consistentemente més alta en las hembras que en los machos. El mapeo del
intervalo compuesto identific6 un QTL entre las bandas 64D-66E2 del
cromosoma 3 en los machos y ningun QTL en las hembras. Se identificaron
muchos genes candidatos dentro de dicha region de QTL. Los QTL para el
tamafio del ala tampoco co-localizaron con el QTL para la tolerancia a la
inanicion. Los resultados se discuten con respecto a los mdultiples genes
candidatos y la falta de co-localizacion con QTL de termotolerancia
previamente detectados en estudios recientes en Drosophila melanogaster.
En el andlisis de hormesis se utilizaron lineas de seleccién bi-direccional
para mayor (K+) y menor (K-) resistencia al estrés por calor, asi como
también se utilizaron lineas seleccionadas para mayor (CCR+) o menor
(CCR-) resistencia al estrés por frio. La hormesis inducida por estrés de calor

fue sustancial en las hembras K- y CCR-, mientras que no se detectd ningun



efecto de hormesis en las lineas K+, CCR+ y de control. Las diferencias en la
longevidad entre las diversas lineas desaparecieron luego de un tratamiento
por estrés de calor. Los efectos de hormesis sobre la tasa de senescencia
demogréfica fueron especificos de sexo y consistentemente mas altos en las
lineas menos longevas que en las lineas mas longevas. Los resultados
indicaron que la hormesis es una respuesta adaptativa, dado que su
magnitud puede aumentar evolutivamente con la sensitividad térmica.

Respecto de los QTL de termotolerancia se detecté un QTL de gran
efecto sobre la resistencia al coma por calor en la region central
(pericentromérica) del cromosoma 2 de Drosophila melanogaster. Los
efectos de este QTL fueron mucho mayores en moscas no aclimatadas
(resistencia basal) que en moscas aclimatadas (termotolerancia inducida).
Este QTL explicd un 18% de la variacion en fenotipos de resistencia al coma
por calor, y no co-localiz6 con QTL de tolerancia a la inanicién. Este QTL de
termotolerancia colocalizé con un QTL del tamano del ala y con un QTL de la
resistencia a la radiacion UV en el presente estudio. Se detectaron otros QTL
para el tamafno del ala en los tres cromosomas mayores de la especie, que
fueron especificos de la temperatura de desarrollo y del sexo. Respecto de
los QTL para la asimetria fluctuante (AF), el resultado mas interesante fue
que ningun QTL para AF fue significativo en temperatura benigna y todos los
QTL para AF fueron significativos en condiciones de estrés y parecieron ser
especificos de cada sexo. El alelo del QTL que aumenta la tolerancia al calor
fue el mismo que el que aumenta la tolerancia a la radiacion UV-C, Este
resultado es interesante porque indica que la tolerancia al calor y la
resistencia a la radiacion UV pueden tener QTLs en comun. En la naturaleza,
ambos caracteres podrian responder a la seleccién natural a través del
mismo QTL, en ambientes con alta temperatura y elevada radiacién UV. Por
lo tanto, el QTL identificado sera de gran interés para futuros analisis sobre
termo-tolerancia y radiacion ultravioleta, y el estudio presente discute
posibles genes candidatos implicados en este QTL.

Palabras clave: estrés ambiental, termo-tolerancia, hormesis, QTL, inanicion,
resistencia a la radiacién UV, tamano del ala, asimetria fluctuante.



High temperature QTL and experimental evolution of
hormesis in the Drosophila model

Abstract

Drosophila melanogaster is distributed over wide geographic areas, ranging
from tropical to temperate regions in most continents. A great number of
adaptive stress resistance mechanisms have evolved in this cosmopolitan
model organism, and individuals as well as populations depend on sets of
basal and inducible traits to adapt to the changing climatic conditions.

Resistance to heat stress, starvation and radiation represent ecologically
relevant phenotypes of adaptation to environments in the adult stage of the
Drosophila life cycle. Thermal stress is known to induce hormesis on longevity
in several organisms. Hormesis is a fundamental concept in the evolutionary
biology of stress resistance and is widely used to define a dose-response
phenomenon on several traits, including longevity. Hormesis on longevity
takes place when exposure to a mild stress factor, a mild heat stress for
example, either extends the lifespan of an organism, or reduces its
senescence or ageing rate.

Another form of environmental stress that can affect the distribution,
abundance and evolution of organisms is UV radiation. UV radiation levels
increase at higher altitudes and latitudes. The present global warming
scenario is characterized by a gradual ozone layer deterioration and higher
levels of ultraviolet radiation reaching the planet surface. Because life history
traits have evolved in an environment where radiation is present, it is of
interest to further investigate the genetic architecture of ultraviolet radiation
resistance.

Another trait of adaptive importance is starvation resistance. This trait is
crucial to survival when food resources are scarce. In insect populations
periodic starvation is fairly common, and evolution of life history traits may
have occurred under environmental conditions that included food shortage.

Body size may be related to starvation resistance and is another

adaptive trait under the influence of several environmental factors, including



temperature, and of great importance for dispersion and resource finding. This
trait is greatly influenced by temperature during the embryonary stage of
development in D. melanogaster.

Using QTL (Quantitative Trait Loci) mapping as a tool and Drosophila
melanogaster as model organism, | investigated and identified the
arrangement of loci relevant to variation in resistance to high temperature,
starvation and UV radiation. Also, in this thesis we used QTL mapping to
search for loci relevant for wing size (an index of body size) and fluctuating
asymmetry, an indicator of developmental instability, at both benign and high
developmental temperatures. Discovered QTL regions contain genes that play
a significant role in the adaptive evolution of these traits. In addition, we
investigated and identified adaptive patterns for hormesis in longevity in
Drosophila buzzatii lines artificially selected for high and low resistance to
different forms of thermal stress.

Starvation stress tolerance was consistently higher in females than in
males. Composite interval mapping revealed a QTL between bands 64D-
66E2 in chromosome 3 in males and none in females. Several candidate
genes were identified within said QTL region. QTL for wing size did not co-
localize with starvation resistance QTL. Results are discussed regarding the
multiple candidate genes and lack of co-localization with QTL previously
identified for thermotolerance in recent studies in D. melanogaster.

For hormesis analysis, bidirectional selection lines for high (K*) and low
(K') resistance to heat stress were utilized, as were lines selected for high
(CCR") and low (CCR’) resistance to cold stress. Heat stress induced
hormesis was significant in K" and CCR" females, whereas no hormetic effect
was detected in control, K* and CCR" lines. Differences in longevity among
the several lines disappeared following a heat stress treatment. The effects of
hormesis on the demographic senescence rate were sex-specific and
consistently higher in shorter-lived lines than in longer-lived lines. Results
indicate that hormesis is an adaptive response, as its magnitude may
evolutionarily increase with thermal sensitivity.

Regarding thermotolerance, a QTL of great effect for heat-shock
resistance was detected in the pericentromeric region of chromosome 2 in

Drosophila melanogaster. The effects of this QTL were much higher in non-



hardened flies (basal resistance) than in hardened flies (induced
thermotolerance). This QTL explained 18% of the variation in heat-shock
resistance phenotypes, and did not colocalize with starvation resistance QTL.
Additionally, this QTL did colocalize with a QTL for wing size and a QTL for
UV radiation resistance in the present study. Other QTL were detected for
wing size in the three major chromosomes of the species, these QTL were
sex specific and also development-temperature specific. In regards to
fluctuating asymmetry (FA), the most interesting result was that all FA QTL
were significant under stressful temperature development and seemed to be
sex-specific, whereas no significant benign temperature QTL were detected
for AF.

The QTL allele increasing heat tolerance was the same as the one
increasing UV-C radiation tolerance. This is an interesting result because it
hints that heat tolerance and UV radiation resistance could have QTL in
common. In nature, both traits may respond to natural selection through the
same QTL in high-temperature and high-UV radiation level environments.
Therefore, the identified QTL is of great interest for future analyses on
thermotolerance and ultraviolet radiation, and the present study discusses

possible candidate genes implicated in this QTL.

Keywords: environmental stress, thermotolerance, hormesis, QTL,

starvation, UV radiation resistance, wing size, fluctuating asymmetry.
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1.1 Caracteres cuantitativos y el mapeo de QTL

Una descripciéon completa de la base genética de la variacién cuantitativa
debe tener en cuenta las propiedades de los genes individuales, sus
frecuencias génicas y la magnitud de sus efectos sobre el caracter estudiado
(Falconer & Mackay 1996). La teoria de la genética cuantitativa esta basada
en el supuesto de que todo caracter fenotipico se encuentra influenciado por
los genes y por el ambiente, estando conformada la varianza fenotipica en
una poblacion por componentes atribuibles a los efectos ambientales y a la

varianza genotipica entre los individuos.

V,D= VE+ VG

Siendo Vp la varianza fenotipica total, Ve la varianza ambiental y Vg la

varianza genética.

La varianza genética tiene a su vez componentes de aditividad (Va),
dominancia (Vp) y epistasis (V)). La varianza genética aditiva es el unico de
estos componentes que es heredable. La varianza genética total puede

representarse de la siguiente manera:

VG=VA+VG+ V/

Muchos de los estudios de caracteres cuantitativos se basan en
correlaciones padre-hijo, analisis de respuesta a seleccidén artificial, y
estimaciones de componentes de varianza y heredabilidad. Los métodos de
mapeo de QTL (Quantitative Trait Loci) permiten abordar el estudio de genes
individuales, algo que no es posible en el marco de la genética Mendeliana
cldsica, que considera los efectos agregados de todos los genes
responsables de la variacién, sin discriminar sus efectos individuales. Las
limitaciones de la genética mendeliana clasica se profundizan bajo el
consenso de que los caracteres de distribucion continua tienen una base
poligénica y estan determinados por un gran numero de genes de pequefio
efecto.

14



La identificacién de genes individuales aumenta nuestra comprension
de los mecanismos evolutivos subyacentes a la variacion fenotipica y es
esencial para entender la adaptacion a nivel funcional. Cabe aclarar que un
QTL es, sin embargo, un segmento de cromosoma con un efecto sobre el
caracter de estudio, y no necesariamente un unico locus (Falconer & Mackay
1996).

Los disefios experimentales para estimar los efectos y la posicion de
QTL estan basados, como el mapeo de genes individuales, en el
desequilibrio de ligamiento entre los alelos de un locus marcador y los alelos
de un QTL ligado a dicho marcador. EI mapeo de QTL tiene, en

consecuencia, los siguientes requerimientos:

e Un mapa de ligamiento correspondiente a loci marcadores polimérficos
que cubra adecuadamente el genoma completo en estudio.
e Que el caracter cuantitativo en estudio presente variacion dentro o

entre poblaciones o lineas.

La eleccién de marcadores moleculares apropiados es crucial para la
realizacion del mapeo de QTL. Idealmente, deben cumplir con los siguientes

criterios:

e Deben ser altamente polimérficos, de manera que diferentes lineas
sean, con alta probabilidad, portadoras de diferentes variantes alélicas
en cada locus.

e Abundantes, para lograr una buena cobertura del genoma en estudio.

¢ Neutrales con respecto al caracter cuantitativo de interés y a la aptitud
bioldgica.

e Co-dominantes, para poder identificar todos los genotipos posibles en
un locus marcador. Este criterio no es tan restrictivo, y segun el disefio

pueden utilizarse marcadores dominantes o recesivos.

El mapeo de intervalo compuesto (CIM) (Zeng 1994) es la metodologia
utilizada en todos los analisis de QTL efectuados en este estudio. Este

15



método permite la deteccién de multiples QTL y esta basado en el mapeo de
intervalo (Lander & Botstein, 1989) y en el analisis por regresion multiple. La
utilizacion de los microsatélites como grupo de marcadores y la consideracion
en el modelo de la posible existencia de otros QTL permite alcanzar un
aumento de la resolucidén con respecto al mapeo de intervalo.

El procedimiento de CIM pone a prueba la hipdtesis de que un intervalo
comprendido entre dos marcadores contiene un QTL que afecta al caracter
en estudio a la vez que, mediante regresion multiple sobre marcadores que
estan por fuera del intervalo analizado, controla estadisticamente los efectos
producidos por otros QTL que estan segregando fuera del intervalo. Estos
otros QTL o background loci pueden tener dos efectos. Primero, aquellos que
no estan ligados al QTL que estd siendo mapeado se comportan como
fuentes de variacidon ambiental adicionales y reducen la significancia de la
asociaciéon entre el QTL mapeado y el intervalo analizado en su busqueda.
Segundo, aquellos que estan ligados al QTL que se estd mapeando
introducen un sesgo en la estimacién de la posicion de ese QTL. EL CIM es
un método de mapeo que permite reducir la variacion residual causada por
estos otros QTL que segregan fuera del intervalo analizado.

Los datos necesarios para llevar adelante el mapeo por este
procedimiento consisten en observaciones (n individuos) del caracter
cuantitativo y de genotipos de un numero de marcadores ordenados y

distribuidos lo mas uniformemente posible en el genoma.

Para poner a prueba la presencia de un QTL en el intervalo (i, i+7), el
método utiliza a los marcadores i e i+1, cuya posicidbn en cM es conocida,
como indicadores del genotipo del tentativo QTL dentro del intervalo. El
modelo estadistico del CIM, propuesto por Zeng (1994), es el siguiente:

Yi=bo+bX'+ Liziis; bk Xk +€] paraj=1,2,...,n
donde y; es el valor fenotipico del individuo jésimo, by es la media del

modelo, b~ es el efecto producido por el QTL expresado como la diferencia
entre los efectos del homocigota y el heterocigota, x;” es una variable

16



indicadora que puede tomar los valores 2 6 0 (la probabilidad con que toma
su valor depende del genotipo de los marcadores i e i+1 y de la posicion
gendmica que esta siendo evaluada para la busqueda del QTL), b, es el
coeficiente de regresion parcial del valor fenotipico en el k-ésimo marcador
(estos marcadores estan siempre por fuera del intervalo que en ese momento
esta siendo analizado), xjxes un coeficiente para el k-ésimo marcador en el j-
ésimo individuo y es conocido (su valor es 2 si el marcador es homocigota 6 0
si el marcador es heterocigota), y e; es una variable aleatoria.

Asumiendo que los g; siguen una distribucién normal con media cero y
varianza &2, la funcién de verosimilitud utilizada en el algoritmo puede ser

definida como:
Ly =117= [p(1)#(1) + p(0)#(0)]

donde p[1) es la probabilidad de que x;"= 2, p(0) = 1 - p(1) es la probabilidad
de que x;"= 0, (1) y f{0) especifican una funcioén de densidad normal para el
valor fenotipico con varianza ¢® y medias by + b+ Z bk Xk y bo + Z bk X,

respectivamente.

El software QTL-Cartographer obtiene estimadores de maxima
verosimilitud para los parametros b", bc’s, y ¢, y pone a prueba las hipétesis

HoZ b’ =0
Hi:b"#0

La funcion de verosimilitud bajo la hipotesis nula es Lo = [I7-; f(0) y el
software también calcula estimadores de maxima verosimilitud para los
parametros bx’s, y a° en este caso.

La posicion mas probable de un QTL corresponde al valor maximo del
estadistico de prueba LR = -2In(L¢/L), que es dos veces el negativo del
logaritmo del cociente entre las funciones de maxima verosimilitud, y es

calculado para las distintas posiciones en el genoma estudiado. También
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puede calcularse el valor LOD, que es un estadistico similar y equivale a
LR/4.61. En este estudio utilicé el programa QTL-Cartographer (version 2.5)
para llevar a cabo los andlisis de CIM.
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1.2 Hormesis en longevidad

La longevidad es un caracter cuantitativo determinado por factores genéticos
y ambientales. Drosophila melanogaster es un sistema modelo ampliamente
utilizado en la exploracion de la determinacién genética de la longevidad, con
sus poderosas herramientas genéticas y su variabilidad a lo largo de una
importante heterogeneidad ambiental, es un sistema importante no sélo en el
estudio de la base genética de la longevidad sino también de la biologia del
envejecimiento. En él se han identificado genes involucrados en el
envejecimiento mediante abordajes genéticos clasicos, y se han
caracterizado la contribucion de la varianza genética natural al fenotipo de
longevidad, las respuestas a seleccion artificial y las respuestas a seleccidn
natural.

Hormesis es un concepto fundamental en teoria evolutiva y es utilizado
ampliamente en los campos de la biologia, medicina y toxicologia para definir
un fendmeno de dosis-respuesta de dos fases. Una fase es caracterizada por
un estimulo o efecto beneficioso a bajas dosis, mientras que la otra fase
presenta un efecto inhibitorio o toxico a dosis elevadas. (Calabrese et al.
2007). La vida sobre la tierra ha existido en ambientes severos, células y
organismos han debido desarrollar complejos mecanismos para sobrevivir a
las amenazas ambientales. Hasta el momento, se tienen evidencias de que
en la respuesta hormética intervienen vias de sefalizacién celulares y
mecanismos moleculares que involucran enzimas como kinasas y
desacetilasas, y también factores de transcripcidon. Como resultado, las
células aumentan la produccion de proteinas restauradoras y cito-protectoras,
entre las cuales se encuentran factores de crecimiento, enzimas
antioxidantes y chaperonas. Se han identificado importantes categorias de
proteinas de resistencia al estrés que participan en respuestas horméticas,
entre ellas se encuentran las proteinas de heat-shock, enzimas antioxidantes
como las superéxido dismutasas y glutation peroxidasas, y factores de
crecimiento como los de tipo insulina (Mathers et al. 2004; Mattson et al.
2004; Young et al. 2004; Cuervo 2007; Staud 2007).
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Se ha hallado que los tratamientos de estrés térmico con frecuencia
inducen hormesis en varios organismos, incluyendo Drosophila (Khazaeli et
al. 1997; Minois 2000; Le Bourg et al. 2001; Hercus et al. 2003; Scannapieco
et al. 2007; Le Bourg & Rattan 2008; Sarensen et al. 2008). El efecto de
hormesis sobre la longevidad ocurre cuando la exposicion a un factor de
estrés moderado extiende la longevidad media de un organismo o bien
reduce su tasa de senescencia o envejecimiento.

El proceso biolégico de senescencia, asi como muchos otros, puede ser
alterado por estrés térmico debido a que implica cambios en los niveles de
expresion de muchos grupos de genes (Serensen et al. 2005a; Vermeulen &
Loeschcke 2007). Con frecuencia se encuentran correlaciones entre la
longevidad y la resistencia al estrés (Kirkwood & Austad 2000; Hoffmann et
al. 2003; Le Bourg & Rattan 2008; Sarensen et al. 2008).

En D. melanogaster se han encontrado correlaciones positivas entre la
resistencia al estrés por alta temperatura y la longevidad en lineas
seleccionadas para supervivencia al estrés por calor (Norry & Loeschcke
2003). Sin embargo, no se ha encontrado que la seleccion para resistencia al
estrés por frio extienda sustancialmente la longevidad (Norry & Loeschcke
2002a, b; Anderson et al. 2005).

En estudios previos, Scannapieco et al. (2007) hallaron que la hormesis
inducida por calor estd correlacionada positivamente con la longevidad
media, pero la longevidad esta negativamente correlacionada con la
resistencia knock-down por alta temperatura en comparaciones inter-
especificas entre las especies hermanas Drosophila buzzatii y Drosophila
koepferae. A nivel intra-especifico, aun resta poner a prueba una hipétesis
evolutiva: precisamente, que el nivel de hormesis inducido por calor
evoluciona como respuesta correlacionada a la seleccidn sobre caracteres de
estrés térmico.

En este estudio el objetivo es obtener mayor informacién sobre la
respuesta a la seleccidn correlacionada con la longevidad. En particular
respuestas a seleccién bi-direccional para tolerancia al calor y al frio en otra
especie de Drosophila.
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Aqui se investigan las posibles trayectorias evolutivas de la hormesis en
la longevidad mediante experimentacidn en lineas de evolucién experimental
seleccionadas previamente en ambas direcciones tanto para resistencia al
estrés por calor como para resistencia al estrés por frio. En el caso de las
lineas de calor utilizadas en el estudio, los individuos fueron seleccionados en
el laboratorio para alta o baja resistencia al knock-down por alta temperatura
(lineas K* y K, respectivamente). En forma similar, las lineas de frio fueron
seleccionadas para rapida y lenta recuperacion del coma inducido en el
laboratorio por exposicién al frio (lineas CCR" y CCR’, respectivamente).

Este estudio en lineas seleccionadas artificialmente para dos caracteres
de adaptacion térmica ecoldgicamente relevantes en insectos, explora las
posibles respuestas correlacionadas, de hormesis inducida por calor y
longevidad, a la seleccién.
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1.3 Resistencia a la inanicion

La resistencia a la inanicién es importante para la supervivencia cuando los
recursos alimenticios son escasos. En insectos es comun que las
poblaciones tengan que soportar inanicién en forma periddica, y la evolucién
de caracteres de historia de vida puede haber ocurrido bajo condiciones
ambientales que incluyan la falta de alimento (Hoffmann & Harshman 1999,
Rion & Kawecki 2007, Wang et al. 2004). La respuesta fisioldégica a la
inanicion aparece relativamente conservada a lo largo del reino animal (Rion
& Kawecki 2007, Tatar et al. 2003, Partridge et al. 2005, Arsham y Neufeld
2006). En organismos modelo como Drosophila melanogaster, el mapeo de
loci de caracteres cuantitativos (QTL) ha sido utilizado previamente para
identificar en todos los cromosomas principales QTL que controlan la
variacion para la tolerancia al estrés nutricional o a la inanicién (Wang et al.
2004, Harbison et al. 2005, Nuzhdin et al. 2007). Estos hallazgos indican que
la resistencia a la inanicion es un caracter cuantitativo dependiente de
multiples loci.

D. melanogaster se encuentra distribuida en grandes areas geograficas
en la mayoria de los continentes. Fenotipos adaptativos de resistencia a la
inanicion son generalmente divergentes entre poblaciones separadas
geograficamente en este insecto modelo (Hoffmann et al. 2001). En forma
adicional, la resistencia a la inanicion presenta clinas geograficas en ésta y
otras especies de Drosophila (Hoffmann & Harshman 1999, Karan et al.
1998, Robinson et al. 2000, Sgrensen et al. 2005). El mapeo de QTL puede
identificar regiones gendmicas en las que se encuentran genes relevantes
para la evolucion adaptativa de la resistencia a la inanicion (Wang et al.
2004). Aplicaciones de los procedimientos de mapeo de QTL para resistencia
a la inanicién revelaron varios QTL en lineas endocriadas recombinantes
(RIL) de Drosophila melanogaster de una unica poblacién de origen (Wang et
al. 2004). Mas aun, otros QTL que solapan parcialmente fueron previamente
identificados en otro grupo de RIL proveniente de dos cepas isogénicas,
Oregon-R y la linea rusa 2b (Harbison et al. 2005). Uno de los objetivos de
nuestro trabajo es identificar QTL que contribuyen a la variacién geografica
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de fenotipos de resistencia a la inanicion en D. melanogaster. Utilizamos en
nuestro mapeo poblaciones provenientes de ambientes térmicos diferentes,
ya que tales poblaciones han mostrado diferentes tendencias de resistencia a
la inanicién en trabajos previos (Hoffmann & Harshman 1999, Karan et al.
1998, Robinson et al. 2000, Schmidt et al. 2005).

En este trabajo se presenta mapeo de QTL para fenotipo de resistencia
a la inanicion en un grupo de RIL construido a partir de lineas provenientes
de distintos continentes y seleccionadas para resistencia al estrés por calor
en adultos. Una de las lineas parentales proviene de una muestra de moscas
salvajes tomada en Dinamarca (poblacion de clima frio) y posteriormente
seleccionada para baja resistencia al estrés por calor. La otra linea parental
proviene de una poblacion muestreada en Melbourne, Australia (poblacion de
clima templado) y perteneciente a una clina geografica para resistencia al
estrés por frio (Hoffmann et al. 2002). Esta linea fue artificialmente
seleccionada para alta resistencia al estrés por calor. En el presente trabajo
se plantean varios objetivos. En primer lugar se examina si la supervivencia
bajo condiciones de repetidos eventos de inanicidén esta influenciada por QTL
de efecto mayor. Segundo, se examina si los alelos que incrementan la
resistencia a la inanicién provienen de la poblacién australiana originaria de
clima templado o de la poblacion escandinava proveniente de clima
relativamente mas frio (Bubliy et al. 2002), y si nuestras RIL difieren
significativamente en su capacidad de resistir condiciones de inanicién. La
variacién genética entre las lineas parentales es so6lo una fraccion de la
variacion total para resistencia a la inanicién entre y/o dentro de poblaciones
de D. melanogaster.

Sin embargo, detectar QTL en estas lineas divergentes para comparar
con QTL previamente identificados en otras cruzas entre lineas de origenes
geograficos distintos representa un intento Gtil para encontrar nuevos QTL
para resistencia a la inanicion. Finalmente, ponemos a prueba si la
resistencia a la inanicidon se encuentra influenciada por QTL que co-localizan
con otros previamente reportados para termotolerancia en estas RIL (Norry et
al. 2008), ya que la resistencia a la inanicion puede estar correlacionada con
la resistencia al estrés por frio (Rion & Kawecki 2007, Hoffmann et al. 2005,
Ayroles et al. 2009).
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1.4 Resistencia a la radiacion ultravioleta

La radiacién ultravioleta (UV) es otra forma de estrés ambiental que afecta la
distribucidén, abundancia y evolucién de los organismos. Los niveles de
radiacion UV incrementan a mayores latitudes y altitudes. Uno de los
principales factores de impacto directo sobre el nivel de radiacién UV que
alcanza la superficie del planeta es el dafo a la capa de ozono. El presente
escenario de calentamiento global esta caracterizado por un gradual deterioro
de la capa de 0zono y mayores niveles de radiacion ultravioleta que alcanzan
la superficie del planeta.

Es de interés investigar la base genética de la resistencia a la radiacion
ultravioleta, ya que los caracteres de historia de vida han evolucionado en un
ambiente donde la radiacién esta presente y los organismos no podrian
adaptarse a los cambios ambientales sin preservar la funcién y estructura de
sus células. La radiacion UV causa dafnos en la estructura del ADN. En la
forma de dimeros de pirimidina, este dafo es tanto tdxico como
potencialmente mutagénico para la célula. Los dimeros de pirimidina actian
como una barrera a la transcripcion y la replicacion. Los mecanismos de
reparacién son cruciales para impedir la acumulacién del dafo inducido por la
radiacion UV sobre el ADN.

El mecanismo de reparacion por escisién nucleotidica (NER) es uno de
los mas estudiados. Por otro lado, las fotoliasas constituyen un mecanismo
de foto-reactivacién enzimético que repara dos de las clases mayoritarias de
lesiones por dimeros de pirimidina introducidas en el ADN por la radiacién
UV: el fotoproducto pirimidina (6-4) pirimidona (producto 6-4) y el dimero
ciclobutano pirimidina (CPD) (Friedberg 1985; Setlow & Setlow 1972). Las
fotoliasas se unen a los productos dafiados del ADN y los degradan por
medio de un mecanismo dependiente de luz UV-A/luz azul. Son enzimas
especificas, existen fotoliasas para los CPDs vy fotoliasas para los productos
6-4. Esta enzima se encuentra ausente en mamiferos, incluyendo humanos,
pero esta presente en plantas y en el resto de los animales. La actividad
fotoliasa CPD se encuentra ampliamente distribuida entre las especies,
incluida Drosophila melanogaster, y genes de fotoliasa 6-4 han sido clonados
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y secuenciados en esta especie. En Drosophila, la fotoliasa 6-4 presenta
fuerte simititud de secuencia con la fotoliasa CPD de clase I.

En eucariotas, algunos genes involucrados en la foto-reactivacion
enzimatica también lo estan en el mecanismo de reparacién por escisién
nucleotidica (Yamamoto, Fujiwara & Shinagawa 1983; Yamamoto, Satake &
Shinagawa 1984). Tanto el mecanismo NER como el de foto-reactivacién son
capaces de reparar con eficiencia el dafo inducido en el ADN por la radiacién
UV. NER es un mecanismo complejo en el que interviene un complejo
proteico de gran tamafno, mientras que la foto-reactivacion solo requiere de la
enzima fotoliasa para eliminar los dimeros de pirimidina. La utilizacion
eficiente de la luz de la misma fuente que induce lesiones en el ADN sugiere
que las fotoliasas son enzimas antiguas con un rol evolutivo importante en
ambientes donde la radiacion UV esta presente.

La energia de la radiacién UV puede ser absorbida in vivo y se han
detectado correlaciones positivas entre irradiacién UV y la formacién de
especies reactivas del oxigeno (reactive oxygen species, ROS) (Black, 1987).
Coenzimas y pigmentos tienen la capacidad de absorber la radiacion UV in
vivo, transfiriendo luego la energia de excitacibn a moléculas de H.O y
formando ROS (aniones superdxido, peroxido de hidrégeno y radicales
hidroxilo son las especies mas comunes). Muchos componentes celulares y
estructuras como las mitocondrias, acidos nucleicos, proteinas, lipidos vy
elementos extracelulares son dafiados por ROS inducidos por la radiacion UV
(Jurkiewicz & Buettner 1994, Shindo et al. 1994).

En este estudio se analiza la tolerancia a la irradiaciéon con luz UV-C en
lineas recombinantes endocriadas (RIL) de Drosophila melanogaster. Los
detalles de la construccién de las RIL usadas en este trabajo pueden
consultarse en el apartado de Materiales y Métodos. Se utilizaron dos
tratamientos diferentes de exposicion a la irradiacion UV-C. Las lineas
experimentales fueron sometidas en forma separada a cada uno de ellos. En
un primer experimento las lineas fueron irradiadas en forma continua hasta
registrar la muerte del todos los individuos. En otro experimento las lineas
fueron expuestas a ciclos de una hora de irradiacion UV-C cada dos dias
hasta que todos los individuos murieron. El objetivo de someter las lineas a
dos regimenes de exposicion diferentes fue identificar las diferencias que
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pueden aparecer como resultado de permitir tiempo de recuperacién o por
efectos de aclimatacion. El tratamiento de exposicidn ciclica permite 48 horas
de recuperacion a los individuos experimentales, previamente a ser
sometidos nuevamente a un severo evento de estres.

Se utilizdé la metodologia de mapeo de QTL en los tres cromosomas
mayores de Drosophila melanogaster. Este abordaje permite, en el marco de
este estudio, el andlisis de la base genética cuantitativa de la variacién
fenotipica y adaptacion a la irradiacion UV-C (Falconer & Mackay 1996,
Lynch & Walsh 1998, Mackay 2001, 2004, Erickson et al. 2004, Slate 2005,
Morgan & Mackay 2006).
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1.5 Tamano corporal: longitud del ala

La variacion en el tamafno corporal dentro y entre poblaciones y especies es
considerable. Este caracter adaptativo se encuentra influenciado por
multiples factores ambientales, incluyendo la temperatura. Los animales que
se desarrollan a mayores temperaturas generalmente poseen un menor
tamano corporal al momento de alcanzar la madurez (Atkinson 1994, Gilchrist
& Huey 2004) y se ha observado que el tamano corporal se encuentra
afectado por plasticidad fenotipica inducida por la temperatura (Loeschcke et
al. 1999, van’t Land et al. 1999, Gilchrist & Huey 2004, Frazier et al. 2008).
Diferentes partes del cuerpo pueden tener un impacto importante en la
evolucién general del tamafo corporal y en su dimorfismo sexual a diferentes
temperaturas (Stillwell et al. 2010). En Drosophila melanogaster, la
identificacion de regiones gendmicas asociadas a la variacion fenotipica en el
tamafo corporal es de gran interés evolutivo (Hoffmann & Daborn 2007). El
mapeo de QTL puede ser utilizado como punto de partida para determinar la
ubicacion de los loci que son importantes para la variacién en el tamano
corporal y que son susceptibles de ser regulados térmicamente. Para ello es
necesario realizar escaneados del genoma completo a diferentes
temperaturas. En este insecto modelo se han logrado mapear con éxito QTL
para tamano del ala en individuos desarrollados a temperaturas benignas
(Mezey et al. 2005), pero no a altas temperaturas. Argumentos evolutivos
implican a las interacciones genotipo-ambiente en el mantenimiento de la
variacion existente en los caracteres cuantitativos (Gillespie & Turelli 1989,
Mackay 2004). La utilizacion de lineas recombinantes endocriadas (RIL) en el
estudio de caracteres cuantitativos con posible plasticidad fenotipica es una
herramienta de valor porque nos permite examinar lineas casi completamente

homocigotas en multiples ambientes.
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1.6 Asimetria Fluctuante

La asimetria fluctuante (AF) es utilizada con frecuencia como una medida de
inestabilidad durante el desarrollo. AF puede describirse como el desvio no
direccional con respecto a la simetria bilateral (Van Valen, 1962; Palmer &
Strobeck, 1986). Un aumento de AF puede estar asociado a disturbios
aleatorios en la homeostasis durante el desarrollo, y es un caracter de utilidad
para monitorear niveles de estrés en el laboratorio y en los ambientes
naturales (Parsons 1990). El deterioro de la homeostasis del desarrollo puede
darse a nivel molecular, cromosomal o epigenético como consecuencia de
cambios gendmicos y/o ambientales, siendo observable un aumento de AF
en la morfologia de los individuos adultos (Parsons 1990).

La asimetria fluctuante es un indicador util de estabilidad durante el
desarrollo porque, generalmente, existe muy poca varianza genética para el
valor absoluto de la diferencia entre los lados, y una desviacion observable
de un lado respecto al otro es atribuible al resultado de diferentes respuestas
al “ruido ambiental” (Palmer & Strobeck, 1986).

Para poder producir fenotipos predecibles, la progresién del desarrollo
debe ser protegida de los impactos daninos de las perturbaciones
ambientales y genéticas (Takahashi et al. 2010). Waddington sugirié el
mecanismo conceptual de canalizacion (Waddington, 1942). Este mecanismo
actua como “buffer’ durante los procesos del desarrollo ayudando a producir
fenotipos constantes. Las chaperonas moleculares, entre las que se
encuentran las proteinas de heat-shock (Hsps), intervienen en el
mantenimiento de la homeostasis de proteinas proporcionando cierto grado
de proteccion contra varias formas de estrés ambiental (Morimoto, 1998).
Hsp90 es una proteina de heat-shock implicada en el mecanismo de
canalizacion. Varios estudios en Drosophila, Arabidopsis y el pez cebra
(Danio rerio) hallaron que la inhibicion de Hsp90 acarrea un incremento en la
diversidad fenotipica (Rutherford & Lindquist, 1998; Queitsch et al., 2002;
Yeyati et al., 2007). Hsp90 es unica en sus funciones. No interviene en la
maduracién o en el mantenimiento de la mayoria de las proteinas in vivo. Los

principales blancos celulares de Hsp90 que se han identificado suelen ser
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interruptores moleculares (transductores de sefnales, reguladores del ciclo
celular y reguladores del desarrollo). Estudios en levadura demostraron que a
temperaturas normales, una disminucion de los niveles de Hsp90 lleva al
cese de vias de sefalizacion Hsp90-dependientes. Por otro lado, en
condiciones que causan dafo a las proteinas, Hsp90 actua sobre las
proteinas parcialmente desnaturalizadas, disminuyendo su nivel de
interaccién con los transductores de senales. Este comportamiento dual de
Hsp90, por un lado implicada en la transduccion de senales y por otro lado
implicada en la respuesta al estrés celular, sugiere que los programas del
desarrollo estan vinculados a las contingencias ambientales.

Aunque los genes que afectan AF pueden ser diversos, lo esperado es
que existan mas QTL para AF en condiciones de estrés ambiental que en
ausencia de estrés. Esta es la hipdtesis evaluada en el presente estudio.
Para ello se utilizd el estrés por alta temperatura como factor de estrés
durante el desarrollo embrionario y se investigb la AF de diversas
dimensiones del ala de D. melanogaster.
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1.7 Termotolerancia

En la naturaleza, los animales no dependen solamente de caracteres
fenotipicos individuales, sino de conjuntos de caracteres tanto basales como
inducibles para la adaptacion a las condiciones climaticas variantes y al
calentamiento global (Hoffmann & Parsons 1991; Hoffmann et al. 20083;
Hoffmann & Daborn 2007; Reusch & Wood 2007). En insectos, tanto la
respuesta adaptativa a la aclimatacion por calor (termotolerancia inducida)
como la resistencia basal al coma por alta temperatura (no inducida)
representan fenotipos ecolégicamente relevantes de adaptacién a ambientes
térmicos en la etapa adulta del ciclo de vida de Drosophila melanogaster
(Huey et al. 1992; Gibert et al. 2001; Hoffmann et al. 2002, 2003; David et al.
2003; Morgan & Mackay 2006; Rako et al. 2007; Norry et al. 2007a). D.
melanogaster se encuentra distribuida en amplias zonas geograficas, desde
regiones tropicales a templadas en la mayoria de los continentes. Fenotipos
adaptativos de termotolerancia inducible han evolucionado en este organismo
modelo cosmopolita. Como resultado de la aclimatacion por calor (ver Feder
& Hofmann 1999; Hoffmann et al. 2003), la resistencia al coma por alta
temperatura (RCAT) por lo general aumenta luego de la exposicion a
temperaturas relativamente elevadas (Norry et al. 2007b). Poblaciones de D.
melanogaster provenientes de Australia y Dinamarca fueron previamente
seleccionadas para producir fenotipos de alta y baja resistencia al coma por
alta temperatura, respectivamente. Estas moscas fueron luego cruzadas para
obtener las lineas recombinantes endocriadas utilizadas en este trabajo de
tesis. La RCAT puede medirse como la temperatura a la que las moscas
entran en un estado de coma y pierden la capacidad de vuelo por efecto de la
temperatura en aumento (Huey et al. 1992; Gilchrist & Huey 1999), o bien
como el tiempo que tardan las moscas en perder la capacidad de vuelo y
caer “knockeadas” en estado de coma al ser expuestas a una temperatura
elevada pero constante (Bubli et al. 1998; Hoffmann et al. 2002).

El mapeo de loci de caracteres cuantitativos (QTL mapping) es una
herramienta que permite identificar regiones gendémicas en las que se

localizan genes importantes para cambios adaptativos en la termotolerancia
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(Norry et al. 2004, 2007a, b; Morgan & Mackay 2006). Las RIL son
herramientas importantes para el analisis genético de los fenotipos de
termotolerancia, ya que el mapeo de QTL en poblaciones de RIL puede ser
llevado a cabo en conjuntos de caracteres relacionados al estrés térmico
(Morgan & Mackay 2006). Por ejemplo, RCAT puede aumentar debido a
exposiciones previas a altas temperaturas (Norry et al. 2007b), y este efecto
de aclimatacién a corto plazo es un fenotipo con plasticidad fisiolégica que
puede ser estudiado por mapeo de QTL en poblaciones de RIL. Ademas,
existe una extensa literatura acerca de los genes candidatos putativos para
resistencia térmica y la respuesta adaptativa a la aclimatacién en el modelo
D. melanogaster (Feder et al. 1997; Hoffmann et al. 2003; Morgan & Mackay
2006; Sorensen et al. 2007; Rako et al.. 2007; Hoffmann & Willi 2008). Los
genes sobre-regulados por estrés térmico, incluyendo los loci que codifican
para chaperonas moleculares o heat-shock proteins (Hsps), son loci
candidatos primarios tanto para aclimatacibn por calor como para
termotolerancia basal (McColl et al. 1996; Feder et al. 1997, 2000; Feder &
Hofmann 1999; Bettencourt et al. 2002; Frydenberg et al. 2003; Walser et al.
2006). Sin embargo, aun no esta claro cudles son los genes de heat-shock
funcionalmente variables para RCAT (Sorensen et al. 2007).

Los tres cromosomas mayores de D. melanogaster contienen o bien
QTL dominantes o bien QTL con efectos aditivos para termotolerancia basal
(no inducida, ver Norry et al. 2004, 2007a, b; Morgan & Mackay 2006). Sin
embargo, todavia no se han identificado QTL para termotolerancia inducida
en el modelo Drosophila.

Para comprender la base genética de la RCAT, es de interés determinar
si los QTL para RCAT inducida presentan co-localizacién con los QTL para
RCAT basal. La constancia de los QTL en su efecto y distribucién
cromosémica en diversas poblaciones de mapeo es un tema importante de la
dinamica evolutiva de las regiones de QTL (Mackay 2001; Norry et al. 2007a),
especialmente en estudios de la base genética de la adaptacién a ambientes
afectados por el calentamiento global (Reusch & Wood 2007; Hoffmann &
Daborn 2007; Hoffmann & Willi 2008). En este trabajo también se investiga si
los QTL presentan co-localizacién en diferentes poblaciones de mapeo o si
son especificos de cada poblacién.
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1.8 Objetivos generales

Los objetivos generales, a los cuales contribuyen los objetivos especificos,

son:

1.

Elucidar la base genética de la tolerancia al estrés térmico, y los
posibles efectos beneficiosos del estrés sobre la longevidad (hormesis)
en ectotermos, utilizando Drosophila como organismo modelo.

Elucidar la base genética de la tolerancia a la radicacion UV-C y a la

inanicion, utilizando Drosophila como organismo modelo.

Identificar los genes que determinan la variabilidad en la morfologia del
ala y en la estabilidad del desarrollo, utilizando Drosophila como

organismo modelo.

1.9 Objetivos especificos

1.

Identificar e investigar regiones (QTL o “Quantitative Trait Loci”) que
contienen genes que afectan la resistencia a las altas temperaturas, el
hambre y la radiacibn UV. en D. melanogaster, utilizando
microsatélites como marcadores y mapeo del intervalo compuesto

como herramienta analitica.

Identificar e investigar regiones (QTL o “Quantitative Trait Loci”) que
contienen genes que afectan la morfologia del ala (un indice del
tamarfio corporal) y la asimetria fluctuante (un indice de la estabilidad
durante el desarrollo) en D. melanogaster, utilizando microsatélites
como marcadores y mapeo del intervalo compuesto como herramienta

analitica.

Determinar si los QTL identificados mapean en las mismas regiones

que genes candidatos o QTL previamente descritos, o si representan
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genes con funciones aun desconocidas sobre el genoma secuenciado

y anotado de D. melanogaster.

Investigar las trayectorias evolutivas de la hormesis sobre la
longevidad mediante un extensivo analisis de diferentes lineas de
evolucién experimental que fueron obtenidas por seleccion artificial
sobre diferentes formas de estrés en D. buzzatii y recopilar mayor
informacion sobre la respuesta a la seleccion correlacionada con la

longevidad en esta especie.
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2. Materiales y métodos
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2.1 Hormesis en longevidad

2.1.1 Stocks de laboratorio y lineas de seleccion

Las lineas de D. Buzzatii utilizadas en este estudio fueron seleccionadas de
un stock preparado a partir de una Unica poblacion salvaje muestreada a
mediados de abril 2003 en la localidad de Chumbicha, provincia de
Catamarca, Argentina (28.52°S, 66.15°0). El stock fue mantenido en
laboratorio, en botellas a 25°C, por aproximadamente 35 generaciones
previamente al procedimiento de seleccion térmica.

A partir de la generacién de laboratorio 35 (G35) se seleccionaron tres
lineas réplica para corto y largo tiempo de knock-down en elevada
temperatura. Las lineas de largo tiempo de knock-down, mas resistentes al
shock de calor, se denominaron K*y las lineas de corto tiempo de knock-
down 'y menor resistencia al shock de calor se denominaron K'. La seleccion
se realiz6 utilizando una columna de knock-down estabilizada a una
temperatura de 37+£1°C (Huey et al. 1992). La seleccién artificial se llevo a
cabo inicialmente por 7 generaciones consecutivas, y luego cada dos
generaciones hasta alcanzar otras 11 generaciones de seleccién.

Para cada réplica de las lineas K, aproximadamente 150 individuos
experimentales de 4 dias de edad (razon de sexo 1:1) fueron liberados dentro
de la columna de knock-down. Los 50 individuos que exhibieron los mas
cortos tiempos de knock-down (aproximadamente el 30% de las moscas
liberadas) fueron seleccionados como progenitores de las lineas K en cada
generacion subsiguiente de seleccion. Para las lineas K*, aproximadamente
el 30% de los individuos que mostraron los mayores tiempos de permanencia
en la columna fueron seleccionados como progenitores de las subsiguientes
generaciones. Este procedimiento se realizd en cada generacion de
seleccion. Cada linea réplica fue mantenida a 25°C como una poblacién
independiente hasta el momento de realizacién del experimento de induccién
de hormesis por alta temperatura. Las lineas de seleccidén fueron cruzadas,
respetando cada tratamiento selectivo (K™ o K'), para llegar a obtener las
poblaciones F, K*y K en las que se llevd a cabo el estudio. Las poblaciones
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Fi fueron establecidas en cinco botellas con medio de cultivo estandar por
linea réplica, y con diez moscas de cada sexo por botella (10 moscas x 2
sexos x 5 botellas estdandar x 3 réplicas = 300 individuos por linea de
seleccion).

Las lineas CCR (chill coma recovery) fueron seleccionadas a partir de la
generacién de laboratorio 35 (G35) en tres réplicas tanto para lenta (CCR)
como para rapida (CCR™) recuperacion al coma por frio. La seleccion artificial
se aplicd por 7 generaciones consecutivas, y luego cada dos generaciones
hasta alcanzar otras 11 generaciones de seleccion. En cada una de las tres
réplicas, a partir de un total de 350 individuos, aproximadamente el 30% de
los que mostraron los mas largos tiempos de recuperacion al coma por frio
fueron seleccionados como progenitores de la siguiente generacion para las
lineas CCR". Asimismo, aproximadamente el 30% de los individuos con los
mas cortos tiempos de recuperacion al coma por frio fueron seleccionados
como progenitores de la siguiente generaciéon para las lineas CCR*. Cada
linea réplica fue mantenida a 25°C como una poblacién independiente hasta
el momento de realizacién del experimento de inducciéon de hormesis. Las
lineas de seleccion fueron cruzadas, respetando cada tratamiento selectivo
(CCR" o CCR)), para llegar a obtener las poblaciones F, CCR*y CCR’ en las
que se llevo a cabo el presente estudio. De la misma manera que para las
lineas K, las poblaciones F¢ fueron establecidas en cinco botellas con medio
de cultivo estandar por linea réplica, y con diez moscas de cada sexo por
botella (10 moscas x 2 sexos x 5 botellas estandar x 3 réplicas = 300
individuos por linea de seleccidn).

Las lineas C fueron establecidas como controles al mismo tiempo que
las lineas Ky CCR, sus tres lineas réplica derivadas como cultivos de rutina a
25°C del stock de laboratorio proveniente del muestreo realizado en
Chumbicha. Las lineas C fueron mantenidas en las mismas condiciones que
las lineas Ky CCR, pero no fueron sometidas a regimenes selectivos (cabe
aclarar que estas lineas son controles en lo que se refiere a regimenes
selectivos, y si recibieron un tratamiento de aclimatacion por calor o bien no
fueron sometidos a tratamiento alguno al momento del ensayo para evaluar

hormesis). Las tres lineas C fueron cruzadas entre si para obtener los
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individuos F» sobre los que se efectud el presente estudio. Las poblaciones
F1 fueron establecidas para cada linea réplica C en cinco botellas con medio
de cultivo estandar, y con diez moscas de cada sexo por botella (10 moscas x
2 sexos x 5 botellas estandar x 3 réplicas = 300 individuos).

Los individuos experimentales F, fueron en todos los casos los
descendientes de las poblaciones F; descritas anteriormente. El
razonamiento por el cual se utilizaron cultivos F» obtenidos a partir de juntar
los descendientes de las tres réplicas F1 fue reducir los posibles efectos que
puede tener la endocria sobre la longevidad.

Todos los individuos experimentales pertenecientes a las F, de cada
linea se desarrollaron en condiciones de baja a moderada densidad en cinco
botellas estandar a 25°C, utilizando aproximadamente sesenta moscas por
botella como progenitores. Los progenitores fueron removidos de las botellas
luego de tres dias, al observarse las primeras larvas pequefas. Los adultos
eclosionados fueron recolectados, su sexo determinado por observacion bajo
lupa tras leve anestesia con CO,, y transferidos a una densidad de veinte
moscas a tubos plasticos de 95 x 20 mm con medio de cultivo estandar.
Todos los andlisis se realizaron en un ambiente de sexo Unico, con los tubos
estandar conteniendo o bien hembras virgenes, o bien machos. Se
prepararon 12 tubos por linea de seleccion y 12 tubos control (240 moscas

por linea).

2.1.2 La aclimatacion como tratamiento para inducir hormesis

Los individuos experimentales de la F, de cada linea recibieron un
tratamiento de aclimatacion por calor o bien no fueron sometidos a
tratamiento alguno. El tratamiento de aclimatacién consisti6 en tres
exposiciones a niveles moderados de estrés por calor. Los individuos fueron
sometidos al tratamiento a los 5, 9 y 16 dias de edad. Cada una de las
exposiciones se efectué a 36°C durante 40 minutos.

Tratamientos de aclimatacion de caracteristicas similares efectuados durante
edades tempranas pueden percibirse como un estrés moderado capaz de
inducir hormesis en D. melanogaster (Hercus et al. 2003).
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2.1.3 Determinacion de la longevidad

La longevidad fue medida a 25°C en aproximadamente 120 machos y 120
hembras de cada tipo de linea (K, K, CCR’, CCR" y C). Las mediciones se
realizaron tanto en individuos sometidos al tratamiento de aclimatacién como
en individuos no aclimatados. Cada dos dias los tubos fueron revisados para
registrar las muertes y los individuos vivos fueron recolectados y pasados a
tubos nuevos con medio de cultivo fresco. Con la progresion del experimento,
el numero de tubos disminuy6 gradualmente y los adultos sobrevivientes se
trataron de mantener a una densidad lo mas cercana posible a 20 moscas
por tubo, para lo cual a medida que ocurrian las muertes se fueron juntando
los individuos de distintos tubos para mantener constante el nimero.

2.1.4 Andlisis de la mortalidad

La mortalidad media fue puesta a prueba mediante ANOVA. Debido a
interacciones significativas, fue necesario recurrir a comparaciones multiples
empleando la prueba de Tukey. Generalmente, se define a la senescencia
como el aumento progresivo de la mortalidad con la edad. La tasa de
mortalidad dependiente de la edad p(x) fue estimada como la forma continua
de la mortalidad edad-especifica, donde:

u (x) = -In(1=qy)

siendo qx = dy/Ny, donde dx es el niumero de moscas que murieron en el
intervalo temporal que va de x a x+1. Ny es el niumero de moscas con vida al
dia x (Elandt—Johnson & Johnson 1980, Tatar et al. 1997).

En la mayoria de los casos, un modelo logistico ofrecié un mejor ajuste
que otros modelos para describir la mortalidad en el conjunto de datos

analizados. El modelo logistico es de la forma:

U (x) = ae®/[1+(as/b) (”-1)]
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En este modelo, el pardmetro a corresponde a la tasa de mortalidad
inicial, mientras que el parametro b representa la tasa de incremento
exponencial de la mortalidad, también llamada tasa demografica de
envejecimiento. El parametro s es un indicador de la posible desaceleracion
en la mortalidad que ocurre a edades avanzadas (Pletcher 1999).

Este modelo difiere del modelo de Gompertz en la incorporacion del
parametro s para describir los posibles plateaus en la mortalidad a edades
tardias. Se implementaron pruebas de maxima verosimilitud con el software
WinModest (Pletcher 1999), comparando moscas aclimatadas con moscas no
aclimatadas. Todas las pruebas de mortalidad se realizaron a partir del primer
dia en que los individuos recibieron el tratamiento de aclimatacion (5 dias de
edad).
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2.2 Mapeo de QTL

En el andlisis de los caracteres que se detallan de aqui en adelante, utilicé el
mapeo de intervalo compuesto (CIM) para buscar QTL. Este procedimiento
permite poner a prueba la hipétesis de que una regién gendémica flanqueada
por dos marcadores adyacentes contiene un QTL. La prueba se llevd a cabo
bajo el modelo 6 del software QTL Cartographer Windows Version 2.5 (Wang
et al. 2007), y el disefio empleado fue Ri2 en todos los analisis (este disefo
corresponde a RIL generadas por apareamiento entre hermanos).
Inicialmente se us6 un tamano de ventana de 10 cM y 5 marcadores control.
Las regiones de QTL halladas con esta combinacion inicial de parametros
fueron consistentes al explorar los efectos de modificar dicha combinacién.
Los valores LR de los umbrales de significacion fueron determinados en
todos los casos por 1000 permutaciones al azar, o bien se trabajé con un
umbral por defecto de 11.5, cuando el determinado por las permutaciones fue
inferior a este valor.

En algunos casos se evaluaron las interacciones epistaticas entre pares

de marcadores utilizando un modelo lineal:

donde my y my son los genotipos de los marcadores x e y (Morgan & Mackay
2006).
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2.3 Resistencia a la inanicion

2.3.1 Lineas recombinantes endocriadas (RIL)

Las lineas utilizadas en este estudio se encuentran descritas en detalle en
Norry et al. (2008). En resumen, dos lineas cuasi-homocigotas denominadas
SH2 y D48 se seleccionaron como progenitoras para la construccion de las
RIL. Los stocks parentales provienen de Melbourne (Australia) y Jutland
oriental (Dinamarca), respectivamente, y fueron seleccionados para
recuperacién al coma inducido por calor y luego endocriados. Las lineas SH2
y D48 divergen dramaticamente en su resistencia al estrés inducido por calor
en adultos (Tabla 7.1, pero ver Norry et al. 2004). Las hembras F4, progenie
de la cruza SH2 x D48, fueron utilizadas para obtener las lineas RIL.
Hembras F; fueron retrocruzadas a machos D48 y la progenie de esta
retrocruza apareada al azar por dos generaciones. Luego de la segunda
generacion de apareamiento aleatorio, se conformaron pares individuales y
su progenie fue endocriada por apareamiento entre hermanos por 15
generaciones para obtener el conjunto de lineas RIL-D48. Se siguié el mismo
procedimiento para obtener el conjunto de lineas RIL-SH, con la diferencia de
que en este caso las hembras F1 fueron inicialmente retrocruzadas a machos
SH2 (Norry et al. 2008). La construccion de las dos retrocruzas reciprocas en
vez de la utilizacion de introgresion unidireccional, responde a un intento de
aumentar el poder estadistico para detectar QTL. Se utilizaron loci de
microsatélites como marcadores. El mapa genético para las RIL en este
estudio esté constituido por un total de 36 marcadores distribuidos a lo largo
de todos los cromosomas mayores de D. melanogaster.

En este estudio y en los de los caracteres que se describen mas
adelante, utilicé el mapa genético estimado en Norry et al. (2008). La
distancia promedio entre marcadores en el mapa estandar de Drosophila
melanogaster fue de 8 cM, pero la generacion de RIL tuvo como resultado un
mapa expandido (ver Tabla 1). Las distancias del mapa fueron promediadas
sobre RIL-SH2 y RIL-D48. El mapa genético para RIL es un mapa expandido
en relacion a un mapa de retrocruza (Norry et al. 2004) porque la cantidad de
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eventos de recombinacién que ocurren durante la construccion de las lineas

es mayor. Las distancias del mapa genético obtenidas en este estudio fueron

menores que las distancias para otras RIL (Nuzhdin et al. 1997). Este

resultado es consistente con el hecho de que se llevaron adelante menos

rondas de recombinacion para generar las RIL utilizadas aqui.

Tabla 1. Loci de microsatélites utilizados como marcadores para las lineas

recombinantes endocriadas (RIL-D48 y RIL-SH2) de D. melanogaster.

Las

posiciones genéticas son las del mapa expandido para estas RIL (reproducido desde
Norry et al. 2008).

Marcador Posicién Posicibn  Nro. de acceso
citolégica genética GenBank
AFO47180 1B8 1-0 AFO47180 111t
X2297267gt 3A 1-2 - rE
DS06577 3C1-C6 1-5 -- T
DMU56661 4F1-F2 1-15 use661  tttt
DMU96440 7B3 1-21.7 uo6440 Tt
DROSEV 10A1-A2 1-40 J03158 T
X11347407ca 10C3 1-45 - ek
AC010705 12D-E 1-54 C01705  ftt1t
DMTRORPINI 16F3-F6 1-71 X58188 1t
AF017777 19F3-F6 1-85 AFO17777 tttt
DROEXPAND 21C3 2-1 L14768 1t
DROYANETSB 22C 2-6.44 M97694  tt
AC009392 23A-E 2-10.98  AC009392 **
DROGPDHA 25F5-26A 2-25 J04567 T
DRONINAC 28A1-A3 2-37 J03131 T
AC005889 30A3-A6 2-49 AC005889 *
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Tabla 1. Continuacién

AC006302
AC004759
DROTG121
SU(2)2
DMMASTER
DS00361
AC004307
DS08011
DMRHOb
AC004658
3L5235154gt
AC008198
3L9222187ca
DM22F11T
DROPROSA
DMEHAB
DRONANOS
DMTF125
3R23156893gt
DMU43090

34C4-D2
38E1-E9
42A

49C

50C
54B1-B2
56D11-E6
59A1-A2
62A
63D2-F1
64D
66D10-E2
67A
73A1-B7
86E3
90B1-B2
90E-F
95C6-C8
97F
99D6-D9

2-70
2-76
2-80
2-97
2-100
2-115
2-129
2-142
3-0.1
3-9
3-17
3-34
3-45
3-59
3-71
3-84
3-95
3-112
3-128
3-140

AC006302 Tt
AC004759 Tttt

Jo1139  tt
X56798 1t
X54251  tt

: t
AC004307 t1t1t, **
DS08011 t+
X52454  tttt
AC004658 11t
AC008198 1ttt
783456 1ttt
D10609  **
X72303 1t
M72421
X98235  **
U43090 1ttt

T Schlétterer et al. (1997); T Schug et al. (1998); t1f Harr et al. (1998); tt1tt
Colson et al. (1999); 11ttt Isabelle Colson (unpubl); * Gockel et al. (2001); **
Gockel et al. (2002); *** Kauer et al. (2002); **** Kauer et al. (2003); ***** Kauer &
Schibtterer (2004).
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2.3.2 Fenotipo de inanicion

Todos los stocks de RIL fueron mantenidos en tubos estandar de 95 x 20 mm
con medio de cultivo instantdneo a 25°C. Las RIL fueron expandidas por una
generacion a partir de los stocks, para ello se utilizaron entre 3 y 4 botellas
estandar por linea RIL a baja densidad (10 machos y 10 hembras por
botella). Las botellas estandar son botellas de vidrio de 125 mL conteniendo
medio de cultivo instantdneo a base de papa desecada (este medio de cultivo
no contiene azucar ni levadura). Este medio es rico en carbohidratos, pero
pobre en proteinas y contenido energético cuando se lo compara con otro
tipo de medios de cultivo que contienen azucares y levadura. Los individuos
experimentales fueron moscas de 1 dia de edad emergidas de las botellas
estandar a 25°C bajo un ciclo de 12 horas luz/12 horas oscuridad.

Para medir la resistencia a la inanicién (RI), utilizamos un tratamiento de
hambreado ciclico en vez de uno continuo y agudo. Esto se debe a que la
tasa de mortalidad fue extremadamente elevada para las RIL sometidas a
periodos continuos y agudos de hambre en ensayos piloto. Los individuos
experimentales se recolectaron de las botellas estandar en un periodo de 24
horas y ambos sexos fueron separados bajo leve anestesia con CO.. Las
moscas asi obtenidas se colocaron en tubos estandar con individuos de un
Unico sexo y conteniendo el medio de cultivo mencionado anteriormente. Se
prepararon entre 1y 2 tubos por linea RIL y sexo, con 20 moscas por tubo.

Luego de tres dias, los individuos experimentales fueron transferidos a
nuevos tubos con 10 mL de agar 1,5% y 5mL de agua. En estos tubos el
medio no contiene valor nutricional alguno. Luego de dos dias en este medio,
todas las moscas fueron transferidas a tubos estandar con medio a base de
papa desecada.

El procedimiento de hambreado ciclico, consistente en dos dias de
exposicién a medio de hambreado a base de agar seguido por dos dias en
medio a base de papa desecada, fue repetido hasta registrar la muerte del
altimo individuo experimental. Los tubos fueron revisados diariamente para
registrar el nUmero de muertes, y la resistencia a la inanicién se registré
como la longevidad media (en dias) bajo las condiciones de hambre periédica
descritas anteriormente. El experimento completo fue llevado adelante en dos
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réplicas, y el promedio entre las mediciones de ambas réplicas fue utilizado
como el valor fenotipico de Rl para cada RIL. Al momento de ser analizados,
los valores de RI de cada RIL fueron sometidos a la transformacion raiz
cuadrada para mejorar la normalidad de los datos.

Para determinar si nuestro tratamiento de hambre ciclico fue suficiente
para reducir la longevidad por inanicibn en cada RIL, se realizd una
comparacién de la longevidad maxima con y sin el tratamiento de
hambreado. La longevidad méaxima bajo condiciones de hambre se estimo
realizando el promedio sobre las réplicas de la edad a la que el individuo mas
longevo muri6é en cada RIL. Simultaneamente, se realizaron mediciones de la
longevidad maxima en otro grupo de individuos experimentales que, con la
diferencia de que no estuvieron sometidos a tratamiento de inanicion, fueron
mantenidos en condiciones similares a las moscas hambreadas (con 2 tubos
por RIL y por sexo, y conteniendo cada tubo entre 15 y 20 moscas). En este
caso, los tubos fueron revisados para anotar las muertes cada 2-3 dias y
luego los individuos vivos transferidos a nuevos tubos con medio de cultivo
fresco hasta que muriera la ultima mosca para cada RIL. Se registré la
longevidad maxima sin hambre como la edad a la que murieron los ultimos
individuos de cada RIL. El analisis estadistico de los datos de RI consisti6 en
un ANOVA de dos factores, con linea y sexo como factores fijos.
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2.4 Tamanho corporal: largo y ancho del ala

2.4.1 Mediciones morfomeétricas de la longitud del ala

Todos los stocks (RIL) fueron mantenidos a 25+1°C en tubos de cultivo
estandar replicados de 95 x 20 mm conteniendo 6 mL de medio de cultivo
preparado con papa deshidratada y agua. Los individuos experimentales de
30 RIL-D48 y 20 RIL-SH2 fueron desarrollados en alguna de dos
temperaturas constantes de incubacion, 25 6 30°C, con 30 larvas de 1-2 h de
edad por tubo de cultivo estandar, bajo un ciclo de 12 h luz /12 h oscuridad.
Algunas RIL presentaron muy baja viabilidad (< 35%) de huevo a adulto en
ambas temperaturas y en ellas no se realizaron mediciones morfométricas
del ala. Fueron medidos diez individuos experimentales por sexo,
temperatura de desarrollo y RIL. El andlisis estadistico de los datos consistié
en un ANOVA con linea, sexo y temperatura de desarrollo como factores
fijos.

Las alas fueron removidas, ubicadas en una gota de acido lactico sobre
un portaobjetos y cubiertas con cubreobjeto. Los caracteres morfométricos de
las alas fueron medidos utilizando una camara ubicada en un microscopio de
diseccion y una computadora con el software de andlisis de imagenes Imaged
(Rasband 2001). Los datos obtenidos consistieron en las coordenadas x e y
de puntos especificos del ala (landmarks) utilizados para obtener medidas de
distancia posteriormente convertidas a mm. Estimamos el largo del ala (LA)
como la distancia entre la vena humeral y la punta distal de la vena lll,
mientras que el ancho del ala (AA) se determiné como la distancia entre las
puntas distales de las venas Il y V.
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Fig. 1.1 Descripcion de las medidas utilizadas para determinar el largo del ala (LA) y
el ancho del ala (AA).

Para cada caracter se estimaron las diferencias entre los grupos de
lineas utilizando el indice DZ = X; — X, donde X; y X; son, respectivamente, los
valores de las medias (en mm) para los grupos RIL-D48 y RIL-SH2 a cada
temperatura de incubacion. En promedio, se espera que las RIL-D48 posean
75% de genes D48, mientras que se espera que las RIL-SH2 posean 75% de
genes SH2 (Norry et al. 2008), y DZ representa la diferencia en el valor medio
del caracter entre los paneles de RIL. Los valores DZ de los paneles de RIL
fueron levemente inferiores pero consistentes con los valores DZ entre
moscas de las lineas parentales D48 y SH2. La significancia de los valores
DZ se puso a prueba por medio de ANOVA de dos factores con sexo y RIL
como factores fijos, de forma separada para cada temperatura de desarrollo.
De manera adicional, también se estimd un DZ tgyp entre temperaturas para
cada panel de RIL (DZ temp = X711 — X12). En este caso, llamamos X; y X a los
valores medios (en mm), en RIL-D48 &6 RIL-SH2, a 25°C y 30°C,

respectivamente.
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2.4.2 Genes candidatos

Los genes candidatos fueron identificados de acuerdo a su posicion
escaneando cada region de QTL en busca de loci con efectos conocidos o
inferidos sobre fenotipos del ala, como se encuentran representados en la
base de datos de ontologia de genes de FlyBase (FlyBase Consortium,
2003). También se consideraron como loci candidatos a aquellos genes cuya
abundancia de transcripto fue asociada al tamano corporal en estudios
previos (Coffman et al. 2005).
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2.5 Asimetria fluctuante

Para el andlisis de asimetria fluctuante (AF) se trabajo con los valores medios
de las estimaciones del largo del ala (LA) y el ancho del ala (AA) calculados
para el analisis de tamafo corporal. En este caso, los datos utilizados para el
calculo del indice de asimetria (AF) consistieron en las coordenadas x e y de
los landmarks del ala derecha y del ala izquierda. En forma adicional, se
calculé el indice de asimetria fluctuante (AF) para el caracter de superficie del
ala (SA).

Para cada caracter se estimaron las diferencias entre el caracter para el
ala derecha y el ala izquierda utilizando el indice de asimetria fluctuante, AF =
ID — 1], donde para cada linea analizada D corresponde al valor del caracter
para el ala derecha e | corresponde al valor del caracter para el ala izquierda.
El analisis estadistico de los datos consistié en diferentes ANOVAs con sexo
y temperatura de desarrollo como factores fijos. Para el analisis de QTL de
asimetria fluctuante trabajé con los paneles RIL-D48 y RIL-SH2 en forma
agrupada, para cada temperatura experimentada durante el desarrollo
embrionario; 25°C 6 30°C. El indice AF representa el valor absoluto de la
desviacion en el valor medio del caracter respecto de la simetria bilateral

perfecta.

Fig. 1.2 Descripcion de los landmarks utilizados en la determinacion de la superficie
del ala (SA).
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2.6 Termotolerancia — fenotipo de termo-resistencia

Todos los individuos experimentales fueron obtenidos bajo condiciones
estandarizadas a 25°C. Para cada RIL, ochenta larvas de 1-2 h de edad
fueron introducidas en botellas estandar preparadas con 40 mL de medio de
cultivo Carolina (Biological Supply, Burlington, NC, USA).

RCAT fue medida como el tiempo de knock-down utilizando dos
columnas de knock-down construidas idénticamente y conectadas a un bafno
termostatico por una serie de tubos plasticos y a una bomba encargada de
hacer circular el agua.

Las columnas fueron utilizadas simultdneamente por diferentes
operadores para aumentar el niumero de lineas en las que se medi6 RCAT
por dia. Para evitar posibles variaciones debidas a ciclos circadianos, todas
las mediciones de RCAT se llevaron adelante entre las 11:30 y las 16:00
horas, ya que se ha reportado que RCAT aumenta luego del ocaso incluso en
moscas desarrolladas en el laboratorio (Serensen & Loeschcke 2002).

Todos los individuos experimentales liberados dentro de la columna de
knock-down fueron de 3 dias de edad. Se liberaron dentro de la columna de
knock-down a 37 + 0.5°C aproximadamente 100 moscas para las pruebas en
las lineas parentales SH2 y D48, 6 entre 60 y 70 moscas para las pruebas en
cada RIL (con una proporcion de sexos de 50:50). RCAT se determiné
empleando una serie de tubos de recoleccion reemplazados cada 30 seg,
hasta que la ultima mosca en la columna cayd debido al estado de coma
inducido por efecto del calor. No se utiliz6 anestesia en la manipulacién de
los individuos experimentales.

Las mediciones de RCAT fueron replicadas dos veces en diferentes
dias, y los valores medios de cada réplica fueron promediados para obtener
la estimacién final de RCAT para cada RIL. RCAT fue medida en moscas que
recibieron previamente un tratamiento de aclimatacion y en moscas no
aclimatadas. El tratamiento de aclimatacion consistiéo en una exposicion leve
al calor, 35 minutos a 36°C, 22 horas antes de la liberacién de los individuos
experimentales dentro de la columna de knock-down para medir RCAT. El
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andlisis estadistico de los datos consisti6 en un ANOVA con linea, sexo y
temperatura de desarrollo como factores fijos.

Pruebas piloto con tratamientos de aclimatacion mas severos resultaron
ser letales para varias RIL. Para evitar posibles variaciones circadianas, el
tratamiento de aclimatacion siempre se realizd entre las 11:00 y las 13:00

horas.
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2.7 Radiacion UV-C - fenotipo de resistencia a la irradiacion

Los individuos experimentales fueron obtenidos bajo condiciones
estandarizadas a 25°C. Para cada linea RIL, aproximadamente 40 individuos
en proporcion de sexos 1:1 fueron introducidos en tubos estandar preparados
con medio de cultivo a base de papa desecada y agua. Los tubos fueron
cubiertos con una tela delgada que permitié la llegada de la luz a su interior.
La exposicion a la fuente de radiacion se llevé a cabo introduciendo a los
individuos experimentales en una pequefia camara con una lampara UV-C en
su interior. El experimento fue replicado una vez y la longevidad de los
individuos sometidos a los tratamientos de irradiacién fue utilizada como
indice de resistencia a la radiacion UV.

Se trabajé con dos regimenes de exposicion a la radiacion. Por una
parte se efectud un tratamiento continuo donde los tubos fueron retirados de
la camara de exposicion solamente para registrar las muertes. Por otra parte
se implementé un tratamiento menos severo, donde las moscas fueron
expuestas dia de por medio durante una hora a la fuente de radiacién. Para
evitar posibles variaciones debidas a ritmos circadianos, todas las mediciones
de este Ultimo tratamiento se llevaron adelante entre las 13:00 y las 14:00
horas.

Todos los individuos experimentales fueron de 1 dia de edad al
comenzar este estudio. No se utiliz6 anestesia en la manipulacién de los
individuos experimentales. Para cada régimen de exposicion, los valores de
longevidad media de cada réplica cada fueron promediados para obtener la
estimacidn final de resistencia a la radiacion UV-C para cada RIL. El analisis
estadistico de los datos de resistencia a la radiacion UV se realiz6é para cada
tratamiento por separado y consistié en un ANOVA de dos factores, con linea
y sexo como factores fijos. Inicialmente se habia llevado a cabo un ANOVA
de tres factores, con linea, tratamiento y sexo como factores fijos. En este
analisis, la interaccién entre linea y tratamiento fue significativa. Aun asi, la
tendencia fue la misma en ambos tratamientos, presentando las lineas SH2
mayor resistencia que las D48.
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3. Resultados
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3.1 Hormesis en la longevidad

3.1.1 Seleccion para knock-down por alta temperatura

Las lineas K mostraron una divergencia significativa por seleccion artificial
sobre resistencia al knock-down por alta temperatura. Los valores medios (+

ES en seg.) se muestran en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1 Tiempos medios de permanencia en columna de knock-down y
respectivos errores estandar (en seg. + ES) de lineas seleccionadas para alta y baja

resistencia al shock por alta temperatura.

Machos Hembras
K* 1012.97 + 122.52 840.45 + 112.23
C 523.71 + 147.59 662.40 + 277.73
K 457.63 + 87.53 631.91 +173.12

Un ANOVA con linea y sexo como factores fijos mostr6 diferencias
significativas entre lineas K™ y K para la resistencia al knock-down por alta
temperatura. ANOVA con los factores fijos (1) K" vs C vs K’ y (2) sexo: Fa, 290
= 17.88"* para (1), F1, 290 = 0.41 para (2), F2, 290 = 0.58 para (1) x (2);
***n<0.005). Comparaciones de a pares utilizando el estadistico de Tukey
confirmaron diferencias significativas para este caracter entre las lineas K* y
K™ (***p<0.005).
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3.1.2 Seleccion para recuperacion al coma inducido por frio

Las lineas CCR mostraron diferencias significativas por seleccién artificial
sobre recuperacién al coma por frio. Los valores medios (+ ES en seg.) se

muestran en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2 Tiempos medios de recuperacién de lineas seleccionadas para lenta y

rapida recuperacion al coma por enfriamiento.

Machos Hembras

CCR* 816.15+1009.62  661.46 £ 551.17
C 1750.81 £885.54  1665.00 + 673.28
CCR 2682.00 £ 1651.63 1927.84 £ 1104.79

Un ANOVA con linea y sexo como factores fijos mostré diferencias
significativas en los tiempos de recuperacién entre las lineas CCR* y CCR’
tanto para machos como para hembras. ANOVA con los factores fijos (1)
linea y (2) sexo: Fa, 403 = 94.56™** para (1), F1,423 = 9.34* para (2), F2, 423 =
417 para (1) x (2); **p<0.005, **p<0.01, *p<0.05). Valores F para los
efectos simples: Fa, 403 = 67.1™** para machos; Fy, 403 = 31.7*** para hembras.
La prueba de Tukey confirmé diferencias significativas entre lineas CCR™ y
CCR'’ para ambos sexos (***p<0.005).
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3.1.3 Analisis de parametros de mortalidad

Las curvas de supervivencia y la longevidad media se muestran para cada
linea en la Figura 2.1 y Tabla 2.3, respectivamente. Esta informacion se
detalla tanto para individuos aclimatados como no aclimatados. En la Tabla
2.3 también se informan los valores de los parametros del modelo logistico,

estimados por el software WinModest.
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Tabla 2.3 Longevidad media (dias + ES) a 25°C en las lineas de D. buzzatii estudiadas. Se muestran los tres parametros estimados para el

modelo logistico de la curva de mortalidad (a, by s). Abreviaciones: K* alta resistencia al shock por calor, K baja resistencia al shock por

calor, CCR" rapida recuperacion al coma por frio, CCR’ lenta recuperacion al coma por frio, C linea control. (T) indica a las lineas que fueron

aclimatadas con el objetivo de inducir hormesis en la longevidad. ES corresponde al error estandar de la media de la longevidad.

Machos
Linea

Longevidad

28.7+£0.9
32.0+0.9
23.1£0.9
25.0+0.7
27.2+1.0
241 +1.0
23.4+0.9
26.5+0.9
246+1.0
27.7+0.9

Parametros de mortalidad

0.00348
0.00216
0.00001
0.00157
0.00482
0.00088
0.00061
0.00280
0.00567
0.00324

0.105
0.107
0.680
0.191
0.091
0.271
0.314
0.144
0.098
0.112

0.0907
0.0002
7.3901
0.8863
0.0381
2.0802
2.9625
0.6532
0.0004
0.0004

Hembras
Linea

Longevidad

31.9+0.9
33.6 £0.9
24.0+0.9
30.1 £0.8
26.2+0.8
28.9+0.9
21.4+0.8
29.1£1.0
31.6+0.8
30.1 £ 1.1

Parametros de mortalidad

0.0009
0.0008
0.0014
0.0008
0.0012
0.0001
0.0006
0.0047
0.0010
0.0031

0.165
0.163
0.239
0.175
0.161
0.287
0.300
0.087
0.139
0.120

1.0502
1.5623
1.8935
0.7912
0.0002
2.0014
1.8952
0.0002
0.0007
0.8891

57



Tabla 2.4 Comparaciones relevantes de los parametros de mortalidad entre moscas

aclimatadas y no aclimatadas de cada linea de D buzzatii presente en la Tabla 3.

Comparaciones Valor X¢ para cada comparacion de parametro de mortalidad
a b S
Machos
CvsC (T) 1.06 0.01 0.16
CCR vs CCR (T) 8.83* 14.3** 16.71**
CCR" vs CCR* (T) 4.59 11.8** 9.51*
K vs K (T) 1.71 3.62 3.54
K* vs K* (T) 1.42 0.41 0.01
Hembras
CvsC (T) 0.02 0.01 0.38
CCR vs CCR (T) 0.374 1.58 3.05
CCR* vs CCR* (T) 4.45 5.06* 11.6**
K vs K (T) 8.17* 22.6** 12.6**
K* vs K* (T) 5.32 0.70 14.1*

Los valores p se encuentran corregidos teniendo en cuenta las comparaciones

multliples (10 comparaciones relevantes) utilizando el método secuencial de

Bonferroni (Rice 1989). *p < 0.05; **p < 0.01. Abreviaciones: K* alta resistencia al

shock por calor, K™ baja resistencia al shock por calor, CCR" rapida recuperacion al

coma por frio, CCR’ lenta recuperacion al coma por frio, C linea control. (T) indica a

las lineas que fueron aclimatadas con el objetivo de inducir hormesis en la

longevidad. ES corresponde al error estandar de la media de la longevidad.
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La seleccién por estrés térmico no incrementé la longevidad y las lineas
de seleccion exhibieron un valor de longevidad media similar o inferior a la
linea control (Tabla 2.3). Un ANOVA de tres factores fijos (linea, tratamiento
de aclimatacion y sexo) mostro6 interacciones significativas para la longevidad

media entre los tres factores. (ANOVA de tres factores con (1) linea, (2)

aclimatacién vs no aclimatacién y (3) sexo como factores fijos: Fi 2513
35.9"** para (1); F12513 = 38.8"** para (2); F12513 = 37.1*** para (3); Fazs13
6.21*** para (1) x (2); Fa2513 = 3.19% para (1) x (3); Fi2513 = 4.33" para (2)
(3); Fa2513 =6.33""" para (1) x (2) x (3); *p < 0.05, ***p < 0.005).

La variacion en la longevidad de moscas no aclimatadas fue sustancial

x

y se detecté interaccion entre tipo de linea y sexo. En las hembras en
particular, las moscas no aclimatadas de las lineas K"y C vivieron mas en
promedio que las moscas no aclimatadas de las lineas K, CCR" y CCR".
(ANOVA de dos factores con (1) linea y (2) sexo como factores fijos: F4 1281 =
27.2*** para (1); Fi,1281 = 8.43*** para (2); Fa 1281 = 8.38"** para (1) x (2); ***p
< 0.005. Prueba de Tukey para los casos mencionados: p< 0.005).

En contraste con las lineas no aclimatadas, la longevidad media luego
de la aclimatacion no fue significativamente diferente entre las lineas
seleccionadas por estrés térmico (Tabla 2.3). Un ANOVA con linea y sexo
como factores fijos mostré que la linea control exhibié mayor longevidad
media que todas las otras lineas. (ANOVA de dos factores con (1) linea y (2)
sexo como factores fijos: Fa 1232 = 14.9"** para (1); Fi,1232 = 31.9*** para (2);
Fa1232 = 1.54 para (1) x (2); ***p < 0.005. La prueba de Tukey fue significativa
solamente al comparar la linea C con cada una de las lineas restantes: p<
0.005).

Los individuos aclimatados mostraron tendencia a vivir mas que los no
aclimatados, con excepcién de los machos de la linea CCR™y las hembras de
la linea K* (Tabla 2.3). En particular, los individuos aclimatados de la linea
control fueron mas longevos que los no aclimatados de la misma linea, y el
tratamiento de aclimatacibn de la misma manera incrementd
significativamente la longevidad de las moscas K™ (Tabla 2.1), como muestran
los ANOVA con sexo y tratamiento de aclimatacién como factores fijos para
esas lineas. Por ultimo, el valor del estadistico para el efecto simple también
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indica un efecto significativo de hormesis en la longevidad media en hembras
de lalinea CCR'.

La tasa demografica de senescencia (parametro b) es significativamente
menor en las hembras K aclimatadas respecto de las hembras no
aclimatadas (Tablas 2.3 y 2.4; Figs. 2.1B y 2.2B). En machos aclimatados
CCR’ también se observa una disminucion en el valor del parametro b, en
este caso también acomparnado por incrementos en los otros parametros de
la curva de mortalidad, ay s (Figs. 2.1D y 2.2A; Tablas 2.3 y 2.4). En las
moscas CCR" aclimatadas se observé una aparente desaceleracion en la
mortalidad (Fig. 2.1E). Esta tendencia fue confirmada por una variacion
significativa en el parametro s de la curva (Tablas 2.1 y 2.2). Sin embargo, en
marcado contraste con el resto de las lineas, la tasa de senescencia b fue
mayor en los individuos aclimatados que en los no aclimatados (Tablas 2.1 y
2.2, Figs. 2.1E, 2.2C y 2.2D). Esta respuesta de la linea CCR" es opuesta a
la hormesis, y contrasta agudamente con la disminucion del parametro b
observada en las moscas de las lineas K"y CCR™ (Tablas 2.3 y 2.4).

Mientras la longevidad media fue significativamente mayor en machos
K* aclimatados, esta tendencia no se presenté en las hembras (Tabla 2.1;
Fig. 2.1C). Aunque no hay un efecto de incremento de la longevidad media
en hembras de esta linea, las curvas de supervivencia muestran una
aparente desaceleracién en la mortalidad en individuos aclimatados de este
sexo (Fig. 2.1C). Esta tendencia fue confirmada contrastando el pardmetro s
de las hembras K" aclimatadas con el de las no aclimatadas (Tablas 2.3 y
2.4).

En general, los efectos de hormesis sobre la longevidad son
consistentemente mayores en las lineas de vida mas corta que en las lineas
mas longevas, siendo las hembras las que muestran una relacién negativa
entre la longevidad y el efecto del tratamiento de aclimatacion en el tiempo de
vida (Fig. 2.3; pendientes de las curvas de regresion: b = 0.73* para las
hembras, y b = 0.33 para los machos; *p < 0.05).
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Fig. 2.1 Curvas de supervivencia
para machos y hembras de D.
buzzatii seleccionadas
artificialmente.

A: curva de supervivencia de la
linea control, B: curva de
supervivencia de la linea K, C:
curva de supervivencia de la linea
K*, D: curva de supervivencia de la
linea CCR, E: ~curva de
supervivencia de la linea CCR';
(T): lineas aclimatadas (36°C, 40
min) a los 5, 9 y 16 dias de edad.
Las abreviaciones pueden
consultarse en la Tabla 2.3.
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Fig. 2.2 Logaritmos de las tasas de mortalidad para aquellas lineas que mostraron
diferencias significativas entre los individuos aclimatados (lineas punteadas) y los no
aclimatados (lineas soélidas). A: machos CCR’, B: hembras K’, C: machos CCR", D:
hembras CCR".
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Fig. 2.3 Efecto del tratamiento de aclimatacién como funcién de la longevidad media
en lineas de D. buzzatii seleccionadas artificialmente. Definimos el efecto de la
aclimatacion como la diferencia de la longevidad media entre las moscas tratadas y
las no tratadas. A: machos, B: hembras. Las abreviaciones para las lineas pueden

ser consultadas en la Tabla 2.3.
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3.2 Resistencia a la inanicion

El tratamiento de inanicibn produjo una disminucion marcada de la
longevidad maxima (Fig. 3.1, ANOVA de tres factores). Este resultado indica
con claridad que el tratamiento de inanicién fue lo suficientemente severo
como para inducir estrés nutricional en este grupo de RIL.

La resistencia a inanicion fue mayor en RIL-SH2 que en RIL-D48 (Fig. 3.2,
ANOVA de dos factores con (1) RIL-D48 vs RIL-SH2 y (2) sexo como
factores fijos: Fig2 = 7.17** para (1); Fy192 = 55.32*** para (2); F192 = 0.002
para (1) x (2). **p < 0.01; *p < 0.001). Las hembras mostraron mayor
resistencia a la inanicion que los machos (Fig. 3.2). En contraste, la
longevidad maxima en las lineas control no fue significativamente diferente
entre RIL-SH2 y RIL-D48, ni entre sexos (ANOVA de dos factores con (1)
RIL-D48 vs RIL-SH2 y (2) sexo como factores fijos: Fig2= 1.23 para (1); Fi 02
= 0.58 para (2); F192=1.34 para (1) x (2)).

El mapeo de intervalo compuesto revelé un QTL en el cromosoma 3 en
machos y ninguno en hembras (Fig. 3.3). El mapeo se realizé utilizando todas
las lineas fenotipadas (resultados resumidos en la Tabla 3.1 y Fig. 3.3) como
asi también quitando del analisis los pocos casos en los que el tratamiento de
inanicién no produjo la tendencia esperada de disminucion en la longevidad
(hembras de las lineas 47 y 78 en RIL-D48 y de las lineas 32, 38 y 145 en
RIL-SH2, Fig. 3.1). En ambos casos el andlisis arroj6 idénticas conclusiones;
un unico QTL significativo para resistencia a la inanicion.

Se puso a prueba la existencia de posibles interacciones epistaticas
entre combinaciones de pares de marcadores, pero ninguna interaccion fue
significativa luego de hacer la correccion para multiples pruebas. Resultados
similares se obtienen al juntar ambos grupos de RIL en un Unico analisis de

mapeo de intervalo compuesto (Fig. 3.3).
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Fig. 3.1 Longevidad méxima con y sin tratamiento de hambre para cada una de las
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Fig. 3.2 Resistencia a la inanicién registrada como la transformacion raiz cuadrada

de los datos de longevidad media (en dias) para cada RIL fenotipada, como asi

también de los promedios calculados en la totalidad de RIL-D48 y RIL-SH2 para

cada sexo. Las barras de error corresponden al error estandar de la media de los

valores promediados en cada grupo de RIL.
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Fig. 3.3 Gréfico de los valores de likelihood ratio en funcion de la posicion genética
(cM) para el mapeo de intervalo compuesto de resistencia a la inanicién en D.
melanogaster de las poblaciones RIL-D48 y RIL-SH2. Se muestran los resultados
para cada grupo de RIL por separado y para ambas poblaciones agrupadas. Los
umbrales de significacion se determinaron por 1000 permutaciones al azar, y sélo se
muestran para los casos en los que un QTL significativo fue hallado: RIL-SH2 (linea
horizontal llena); RIL agrupadas (linea horizontal punteada). Los tridngulos sobre el
eje de abscisas representan la ubicacién de los marcadores moleculares utilizados

en el mapeo de intervalo compuesto.
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Tabla 3.1 QTL identificados por mapeo de intervalo compuesto para resistencia a la

inanicion en RIL-SH2.

Rango del QTL a % Var

64D-66D10-E2 0.53 32.87

Genes candidatos dentro del rango del QTL:

CG32423a (64D1): CG10591b (64D5), CG10592b (64D5), CG5160b (64D5), Txlc
(64E6-E7), CG13299b (65A10), yip7b (65A3), Jon65Aiiib (65A3), Jon65Aivb (65A3),
Jon65Aiib (65A3-A4), JonB5Aib (65A4), CG10472b (65A5), Prat2b (65D2-D3),
CG10077¢c (65D3-D4), CG10078b (65D3-D5), CG14823c (65E3), Dbib (65E4),
CG8628b (65E4), CG8560b (65F11), CG8562b (65F11), CG14834b (65F5),
CG8543b (66A2); CG32372¢ (66A3-Ad); CG13678b (66C1), CG8012b (66C1),
CG18179b (66C3), CG7083c (66C7-C8), CG7112b (66C8); CG32352a (66D7-D8)

Las posiciones citolégicas se muestran entre paréntesis; El rango del QTL esta
basado en los marcadores mas cercanos. El efecto aditivo (a) esta dado en V (edad
en dias), con valores positivos indicando que el alelo SH2 incrementa la resistencia
a la inanicion, ya que los genotipos de los marcadores fueron el nimero de alelos
SH2 (0 6 2) tanto para RIL-D48 como para RIL-SH2 (Norry et al. 2008). Los genes
candidatos corresponden a loci sobre-regulados o sub-regulados en estudios de
estrés por inanicion en microarrays en D. melanogaster. (a) Sgrensen et al. 2007b
(b) Harbison et al. 2005 (c) Zinke et al. 2002. Los loci subrayados son genes que
cambiaron su expresion entre lineas seleccionadas por hambre y control en
Serensen et al. (2007). % Var es el porcentaje de la varianza fenotipica total

explicada por el QTL.
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3.3 Resistencia a la radiacion UV

El tratamiento de exposicion continua a la radiacion UV-C produjo una
disminucidon muy marcada de la longevidad media con respecto al tratamiento
de una hora de exposicion cada dos dias (Figs. 4.1 y 4.2). Estos resultados
indican con claridad que los tratamientos de exposicion a la radiacion UV-C
son severos en estos paneles de RIL, y el continuo mas aun, como es
esperable. Un ANOVA con efectos fijos de tipo de RIL (RIL-D48 vs SH2),
sexo y exposicion (continua vs ciclica) mostré una interaccién significativa
entre exposicién y linea; ANOVA de tres factores con (1) RIL-D48 vs RIL-
SH2, (2) sexo y (3) exposicidn continua vs exposicion ciclica como factores
fijos: Fi 202 = 213.19"* para (1); F1202 = 26.07*** para (2); F1202 = 1413.21***
para (3); F1202 = 0.009 para (1) x (2); F1202 = 122.30*** para (1) x (3); F1.202 =
0.575 para (2) x (3); F1202 =0.277 para (1) x (2) x (3); ***p < 0.001.

Aunque la interaccion entre tipo de exposicion y tipo de linea resultd
significativa, la tendencia fue la misma para ambos tratamientos. ANOVAs de
dos factores fijos para cada tratamiento por separado confirman que la
resistencia a la radiacién fue mayor en RIL-SH2 que en RIL-D48, tanto en
machos como en hembras (Fig. 4.2). También es notable que las hembras
mostraran mayor resistencia a la radiacibn que los machos bajo ambos
regimenes de exposiciéon. (Fig. 4.2). (ANOVA de dos factores para el
tratamiento de exposicién continua con (1) RIL-D48 vs RIL-SH2 y (2) sexo
como factores fijos: Fi 100 = 23.22*** para (1); F1,100 = 35.01*** para (2); F1.100
= 0.346 para (1) x (2); *™*p < 0.001. ANOVA de dos factores para el
tratamiento de exposicién ciclica con (1) RIL-D48 vs RIL-SH2 y (2) sexo
como factores fijos: Fi 102 = 192.93*** para (1); F1,102 = 10.08** para (2); F1 102
=0.113 para (1) x (2); **p < 0.005, ***p < 0.001).
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Fig. 4.2 Promedios de la longevidad media (dias) calculados sobre la totalidad de
RIL-D48 y RIL-SH2, para cada sexo. Las barras de error corresponden al error
estandar del promedio de los valores de longevidad media en cada RIL. 1h: indica
los individuos expuestos al tratamiento mas leve de una hora de radiacion UV cada
dos dias. Letras minusculas: tratamiento continuo, letras mayudsculas: tratamiento
ciclico. Para cada tratamiento, se detectaron diferencias significativas entre tipo de
linea y sexo.
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El mapeo de intervalo compuesto reveld en individuos expuestos a la
radiacion UV-C en forma continua un QTL en la zona central del cromosoma
2 en machos RIL-D48 y ninguno en hembras (Fig. 4.3). En individuos
expuestos a la radiacion UV-C durante una hora cada dos dias, el mapeo
revel6 dos QTL, uno en el cromosoma X y otro en el cromosoma 2 (Fig. 4.4).
El mapeo se realizé utilizando todas las lineas fenotipadas (indicadas en la
Fig. 4.1).
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Fig. 4.3 Likelihood ratio en funcién de la posicion genética (cM) para el mapeo de intervalo compuesto de resistencia a la radiacion UV
en las poblaciones RIL-D48 y RIL-SH2 expuestas a radiacién continua. El umbral de significacion se determiné por 1000 permutaciones

al azar. Solo se detecté un QTL significativo en machos RIL-D48. Los tridngulos sobre el eje de abscisas representan la ubicacion de
los marcadores moleculares.
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Tabla 4.1 QTL para caracteres de resistencia a la radiacion UV-C identificados por
mapeo de intervalo compuesto en RIL-D48 y RIL-SH2. El rango citolégico se
muestra para cada QTL. % Var es el porcentaje de la varianza fenotipica total
explicable por el QTL.

Irradiacion RIL QTL (rango) a % Var QTL
Continua RIL-D48 machos 42A — 49C 0.09 8 Q1
Ciclica RIL-SH2 hembras  3A — 4F2 -0.13 23 Q2
Ciclica RIL-SH2 hembras 21C3 — 26A 0.12 21 Q3

Los rangos de QTL estan basados en los marcadores mas cercanos. Los efectos de
aditividad (a) para los caracteres se muestran en v (dias), y son el efecto aditivo de
sustituir un alelo SH2 por un alelo D48 (ya que los genotipos marcadores son el
numero de alelos SH2, 0 6 2, tanto para RIL-D48 como para RIL-SH2).

QTL Genes candidatos incluidos dentro del QTL

Q1 Egm (48E3)", Mih1 (44B8)t, phr (43E18)t, mus205 (43E17)t, Rad51C (45B1)
T, so (43B3-C1)*, CG42382 (45B1)t, whd (47A9-A11)", EcR (42A9-A12),
Prx2540 (47A7)"

Q2 period (3B1-B2)*", sgg (3A8-B1)*, norpA (4B6-C1)*, mei-9 (4B6)t, period (3B1-
B2)**, sgg (3A8-B1)*, norpA (4B6-C1)*, mei-9 (4B6)T,

Q3 Rad1 (23A1)t, Rrp (23C3-C4)t, timeless (23F6)*, jetlag (25B4)*, CG31953
(23D4)1, NLaz (22A1)", Thor (23F6)", Prx6005 (23C1)*

*Genes implicados en el proceso biolégico: ritmo circadiano. tGenes
implicados en el proceso biolégico: reparacion de ADN. *Genes implicados en

el proceso bioldgico: respuesta al estrés oxidativo.
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3.4 Tamaho corporal: largo y ancho del ala

En la Tabla 5.1 se muestran los valores medios de los caracteres medidos

del ala para cada temperatura de desarrollo. La temperatura tuvo un gran

efecto en todos los caracteres del ala, disminuyendo el tamarfio del ala al

aumentar la temperatura de desarrollo (ver Tablas 5.1 y 5.2).

Tabla 5.1 Valores medios (en mm + ES) para longitud del ala (LA) y ancho del ala
(AA) en dos paneles RIL (RIL-D48, RIL-SH2). Se muestran los valores medios de
cada caracter en moscas desarrolladas a 25°C y 30°C.

Desarrollo a 25°C

Desarrollo a 30°C

Caracter, sexo RIL-D48 RIL-SH2 RIL-D48 RIL-SH2

LA, hembras 1.855+0.039 1.860+0.047 1.710+0.047 1.709+0.041
LA, machos 1.610+0.032 1.613+0.036 1.491+0.029 1.489+0.036
AA, hembras 1.047+0.030 1.057+0.028 0.960+0.027 0.965+0.021
AA, machos 0.934+0.021 0.937+0.023 0.826+0.021 0.864+0.021
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Tabla 5.2 ANOVAs con efectos fijos de tipo de RIL (RIL-D48 vs SH2), sexo y
temperatura de desarrollo (25°C vs 30°C); *** p < 0.001.

Rasgo Fuente de variacion g.l C.M. F

LA (1) Linea 1 0.000068 0.045
(2) Sexo 1 2.279258 1513.530***
(3) Temperatura 1 0.760573 505.054***
(1) x(2) 1 0.000037 0.025
(1) x (3) 1 0.000332 0.220
(2) x (3) 1 0.007388 4.906
(1) x (2) x (3) 1 0.000001 0.001
Error 175 0.001506

AA (1) Linea 1 0.000959 1.5699
(2) Sexo 1 0.491588 804.9381***
(3) Temperatura 1 0.272677 446.4869***
(1) x (2) 1 0.000318 0.5211
(1) x (3) 1 0.000130 0.2121
(2) x (3) 1 0.003233 5.2934*
(1) x (2) x (3) 1 0.000043 0.0710
Error 175 0.000611

Estimé las diferencias para largo y ancho del ala entre los grupos de
lineas mediante el indice DZ. DZ representa la diferencia en el valor medio
del caracter entre ambos paneles de RIL (Fig. 5.1). La significancia de los
valores DZ se puso a prueba, de forma separada para cada temperatura de
desarrollo, por medio de ANOVA de dos factores con sexo y RIL como
factores fijos. De manera adicional, también estimé un DZemp (Fig. 5.2, ver
Materiales y Métodos) entre temperaturas de desarrollo para cada panel de
RIL.
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Fig 5.1 Valores de DZ entre RIL-D48 y RIL-SH.

RIL-D48 hembras, 25°C - 30°C RIL-SH2 hembras, 25°C - 30°C
mAA HAA
AA LA AA OLA
LA LA
-0.2 -0.15 -0.1 -0.05 0 0.05 0.1 0.15 0.2 -0.2 -0.15 -0.1 -0.05 0 0.05 0.1 0.15 0.2
Dz Dz
RIL-D48 machos, 25°C - 30°C RIL-SH2 machos, 25°C - 30°C
mAA HAA
AA OLA " oLA
LA LA
-0.2 -0.1 0 0.1 0.2 -0.2 -0.15 -0.1 -0.05 0 0.05 0.1 0.15 0.2
Dz Dz

Fig 5.2 Valores de DZ tgvmp entre temperaturas de desarrollo.

Los indices DZtemp fueron significativos para AA y LA en ambos paneles
de RIL y en ambos sexos (p < 0.05, Fig. 5.2). Por otro lado, al comparar los
paneles D48 y SH2 no se detectaron diferencias importantes en el valor
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medio de estos caracteres en ninguna de las dos temperaturas de desarrollo
implementadas. Los indices DZ fueron no significativos en estos casos (Fig.
5.1).

Se detectaron diversos QTL para el tamafo del ala en los tres
cromosomas mayores de la especie (Figura 5.3, Tablas 5.3 y 5.4), que fueron
especificos de la temperatura del desarrollo y del sexo. Los alelos de la linea
parental SH2 tuvieron efectos aditivos de signo opuesto entre algunos QTL
(ver valores a, Tabla 5.3), lo que sugiere que las lineas parentales utilizadas
en la construccion de las RIL pudieron haber sido relativamente similares en
el tamano del ala (Tabla 5.2) a pesar de portar alelos diferentes para los QTL

detectados en el presente estudio.
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Fig 5.3 Valores de likelihood ratio para la longitud (LA) y ancho (AA) del ala. Se muestran sélo los casos en los que se detectaron QTL
significativos. Las lineas horizontales indican los umbrales de significacién obtenidos por 1000 permutaciones al azar. Los tridngulos en cada
eje horizontal indican las posiciones de los marcadores moleculares segun el mapa disponible en Norry et al. (2008).
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Tabla 5.3 QTL para caracteres de tamano de ala identificados por mapeo de

intervalo compuesto en RIL-D48 y RIL-SH2, en moscas desarrolladas a dos

temperaturas, 25°C y 30°C. El rango citolégico se muestra para cada QTL. Se

asigna un unico nombre a QTL que comparten el mismo rango. % Var es el

porcentaje de la varianza fenotipica total explicable por el QTL. Las abreviaciones

para los caracteres son las mismas que en la Tabla 5.1.

Rasgo Sexo, Temp. RIL QTL (rango) a % \Var QTL
LA Hembras, 25°C RIL-SH2 10C3 - 16F3 -0.083 12 Q1
LA Machos, 30°C RIL-SH2 10C3 - 16F3 -0.02 8 Q1
LA Machos, 30°C RIL-SH2 54B1 — 56E6 -0.02 9 Q2
AA Hembras, 25°C RIL-SH2 97F — 99D6 0.02 50 Q3
AA Machos, 25°C RIL-SH2  34C4 — 42A -0.01 33 Q4
AA Machos, 25°C RIL-SH2 95C6 — 97F 0.01 14 Q5

Los rangos de QTL estan basados en los marcadores mas cercanos. Los efectos de

aditividad (a) para los caracteres se muestran en mm, y son el efecto aditivo de

sustituir un alelo SH2 por un alelo D48 (ya que los genotipos marcadores son el

numero de alelos SH2, 0 6 2, tanto para RIL-D48 como para RIL-SH2).
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Tabla 5.4 Genes candidatos dentro de cada QTL. Los genes candidatos subrayados
son loci para los que el tamarno corporal fue asociado a la abundancia de transcripto
en estudios previos (Coffman et al. 2005). Genes cercanamente ligados (aunque por
fuera del rango de QTL) con funciones conocidas se indican entre paréntesis como
“ligados.”

QTL Genes candidatos incluidos dentro de los QTL

Q1 Kapg, hop, dig1, Smr, nod, bif, dy, hep, 1(1)G0007, Lsd-2, drd, eag, CycD, baz,
Vps4, B-Spec, CG1730

Q2 Idgf5, Jheht, Jheh2

Q3  1(3)mbt, fkh. wdn, Dr, kay

Q4 Fs(2)Ket, ap, Lim3, Nipped-B

Q5 AGOf1, shot, ttv, khc, Cdk4, ttv, Cdk4
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3.5 Asimetria fluctuante

Se estimaron las diferencias entre lado derecho y lado izquierdo para largo
(LA), ancho (AA) y superficie (SA) del ala mediante el indice de asimetria
fluctuante, AF = |D - I], donde para cada linea analizada D corresponde al
valor medio del caracter para el ala derecha e | corresponde al valor medio
del caracter para el ala izquierda. El indice AF representa el valor absoluto de
la desviacion en el valor medio del caracter respecto de la simetria bilateral
perfecta.

La temperatura durante el desarrollo no tuvo un efecto significativo
sobre la asimetria fluctuante, aunque en todos los caracteres del ala pueden
notarse tendencias opuestas en cada sexo. Para todos los caracteres
estudiados, AF es mayor al aumentar la temperatura de desarrollo en
machos, pero disminuye al aumentar la temperatura de desarrollo en

hembras (ver Tabla 6.1).

Tabla 6.1 Valores medios en mm (+ES) para AF de longitud del ala (LA), ancho del
ala (AA) y superficie del ala (SA) en los paneles RIL agrupados. Se muestran los
valores medios de cada caracter en moscas desarrolladas a 25°C y 30°C.

Caréacter, sexo Desarrollo a 25°C Desarrollo a 30°C

LA, hembras 0.02458 + 0.00376 0.01549 + 0.00194
LA, machos 0.01840 + 0.00222 0.02612 + 0.00574
AA, hembras 0.01404 + 0.00191 0.00895 + 0.00111
AA, machos 0.00851 + 0.00126 0.01234 + 0.00318
SA, hembras 0.01955 + 0.00299 0.00957 + 0.00098
SA, machos 0.01134 + 0.00137 0.01243 + 0.00466
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Se realizaron diferentes ANOVAs con sexo (1) y temperatura de

desarrollo (2) como factores fijos (Tabla 6.2). Al estudiar los efectos simples

en los casos donde hubo interacciones significativas, no se encontraron

diferencias para AF en ninguno de los caracteres morfolégicos analizados.

Tabla 6.2 ANOVAs con efectos fijos de sexo y temperatura de desarrollo (25°C
vs 30°C); * p < 0.05.

Rasgo Fuente de variacion g.l. C.M. F

LA (1) Sexo 1 0.0002250 0.3585
(2) Temperatura 1 2.125E-05 0.03385
(1) x (2) 1 0.0031938 0.02530*
Error 178 0.0006277

AA (1) Sexo 1 5.215E-05 0.2818
(2) Temperatura 1 1.766E-05 0.09545
(1) x (2) 1 0.0008978 4.851*
Error 178 0.0001850

SA (1) Sexo 1 0.0003225 0.8539
(2) Temperatura 1 0.0008934 2.365
(1) x (2) 1 0.001385 3.666
Error 178 0.0003777
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Se puso a prueba mediante un test de normalidad la posible existencia
de simetria direccional o anti-simetria en las poblaciones analizadas.
Mediante la prueba no paramétrica de Kolmogorov-Smirnov se determiné que
AF’= D - |, calculado para cada linea y cada caracter, tiene una distribucion
normal en la mayoria de los casos estudiados (Tabla 6.3).

Tabla 6.3 Significancia de la prueba no paramétrica de Kolmogorov-Smirnov para el
indice AF’ = D - |, en ambas temperaturas de desarrollo y para cada caracter de
morfologia del ala.

Carécter, sexo Desarrollo a 25°C Desarrollo a 30°C
LA, hembras n.s. n.s.

LA, machos n.s. n.s.

AA, hembras n.s. n.s.

AA, machos n.s. p <0.05
SA, hembras n.s. n.s.

SA, machos n.s. p < 0.01

Para el analisis de QTL de asimetria fluctuante trabajé con los paneles
RIL-D48 y RIL-SH2 en forma agrupada para lograr mayor potencia
estadistica. El mapeo fue realizado para ambas temperaturas de incubacién
(25°C y 30°C). Opté por realizar el mapeo agrupando los dos paneles de RIL
para lograr mayor poder estadistico, particularmente para este caracter que
requiere grandes tamarnos de muestra para poder reducir considerablemente
la varianza ambiental.

Se detectaron diversos QTL para asimetria fluctuante del ala, que
fueron especificos de la temperatura del desarrollo y del sexo (Figs. 6.1, 6.2y
6.3). Todos los QTL fueron detectados en individuos que se desarrollaron a
30°C.
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Fig. 6.1 Likelihood ratio en funcién de la posicién genética (cM) para el mapeo de intervalo compuesto de asimetria fluctuante
para largo del ala. Se detectdé un QTL significativo en el cromosoma X de machos desarrollados a 30°C. Los triangulos sobre el
eje de abscisas representan la ubicacién de los marcadores moleculares.
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Fig. 6.2 Likelihood ratio en funcion de la posicidn genética (cM) para el mapeo de intervalo compuesto de asimetria fluctuante

para ancho del ala. Se detect6 un QTL significativo en el cromosoma 2 de hembras desarrolladas a 30°C. Los triangulos sobre
el eje de abscisas representan la ubicacién de los marcadores moleculares.
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Fig. 6.3 Likelihood ratio en funcion de la posicién genética (cM) para el mapeo de intervalo compuesto de asimetria fluctuante para
superficie del ala. Se detecté un QTL significativo en el cromosoma X de machos desarrollados a 30°C. Los triangulos sobre el eje
de abscisas representan la ubicacién de los marcadores moleculares.
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Los potenciales genes candidatos para asimetria fluctuante de
caracteres morfologicos del ala son los pertenecientes a las familias de
factores de crecimiento, receptores de factores de crecimiento, hormonas y
sus receptores y genes de vias del desarrollo. Este es el primer estudio en el
que se realiza un mapeo de QTL para asimetria fluctuante y su base genética
es poco conocida.

En este mapeo no se detectd ningun QTL en la regidbn donde mapea
Hsp90, lo que sugiere que en estas lineas experimentales no segregan alelos
funcionalmente variables para este importante gen implicado en el proceso
de canalizacion durante el desarrollo.

Tabla 5.3 QTL para caracteres de asimetria fluctuante del ala identificados por
mapeo de intervalo compuesto en RIL-D48 y RIL-SH2 agrupadas. El rango citoldgico
se muestra para cada QTL. % Var es el porcentaje de la varianza fenotipica total
explicable por el QTL.

Rasgo Sexo, Temp. QTL (rango) a % Var QTL
LA Machos, 30°C 4F1-7B3 -0.02 4 Q1
AA Hembras, 30°C 56D11-59A -0.003 20 Q2
SA Machos, 30°C 4F1-7B3 -0.02 3 Q1

Los rangos de QTL estan basados en los marcadores mas cercanos. Los efectos de
aditividad (a) para los caracteres se muestran en mm para LA y AA, y en mm? para
SA, y son el efecto aditivo de sustituir un alelo SH2 por un alelo D48 (ya que los
genotipos marcadores son el nimero de alelos SH2, 0 6 2, tanto para RIL-D48 como
para RIL-SH2).
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El QTL para superficie del ala co-localiza con el QTL detectado para
largo del ala en machos y tiene efecto aditivo similar, por los que se les
asigné el mismo nombre (Tabla 5.3).
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3.6 Termotolerancia

El tratamiento de aclimatacion produjo un incremento de RCAT en ambos
paneles de RIL, RIL-D48 y RIL-SH2. (Fig. 7.1, Tabla 7.1: ANOVA de tres
factores para RCAT con (1) “RIL-D48 vs RIL-SH2”, (2) sexo, y (3) tratamiento
de aclimatacion: (1) F 1, o5 = 24.40***, (2) F 1, 256 = 11.73***, (3) F 1, 256 =
5.70%; (1) x (2) F 1, 256 = 0.51, (1) x (3) F 1,256 = 0.53, (2) x (3) F 1, 256 = 0.013,
(1) x (2) x (3) F 1,256 = 0.07. *P < 0.05; ***P < 0.005). Los machos fueron, en
promedio, mas resistentes que las hembras al coma inducido por alta
temperatura (Tabla 2). Para RCAT, la interaccion entre sexo y tratamiento de

aclimatacién fue no significativa (factor “(2) x (3)” en el ANOVA).

Tabla 7.1 Valores medios en seg. (+ ES) para resistencia al coma por alta
temperatura en los parentales SH2, D48 y RIL. RCAT en moscas NA corresponde a
tiempos de knock-down en individuos que no recibieron tratamiento de aclimatacion
al realizarse las mediciones de RCAT. RCAT en moscas A corresponde a tiempos
de knock-down luego de someter a los individuos a un tratamiento de aclimatacion.
Los estadisticos para las RIL fueron calculados sobre los valores medios de cada
RIL.

RCAT en moscas NA RCAT en moscas A
Linea Machos  Hembras Machos  Hembras
D48 105.01 159.91 342.92 214.45
(24.33) (17.24) (39.44) (28.71)
SH2 1600.21 1299.32 1700.14  1990.09
(88.09) (81.04) (89.09) (84.19)
RIL-D48 447.52 319.17 559.90 389.29
(48.71) (34.85) (60.19) (44.76)
RIL-SH2 898.76 601.63 1008.70  772.43
(136.09) (103.13) (171.09)  (138.87)
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Fig. 7.1 RCAT (en seg) se representa para cada RIL, tanto en individuos
aclimatados (A) como no aclimatados (NA), previo al test de knock-down por alta
temperatura. Los numeros sobre el eje de abscisas corresponden a etiquetas
arbitrarias asignadas a cada RIL.

El mapeo de intervalo compuesto revel6 un QTL de efecto aditivo
positivo en la regidn pericentromérica del cromosoma 2 de D. melanogaster
(dentro del intervalo citolégico 34C-42F Fig. 7.2; Tabla 7.2). El efecto aditivo
positivo indica que el alelo SH2 produce un incremento en la resistencia al
coma por alta temperatura.
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Exploramos el efecto de agrupar ambos paneles de RIL (RIL-pool) al
realizar el mapeo de intervalo compuesto. En promedio, se espera que las
moscas RIL-D48 tengan 75% de genes D48, mientras que se espera que las
moscas RIL-SH2 tengan 75% de genes SH2. Debido a que la potencia
estadistica para detectar QTL puede presentar diferencias entre RIL-D48 y
RIL-SH2, y como agrupar ambos paneles de RIL resulté en una distribucion
bimodal del caracter, el analisis de los datos agrupados puede no funcionar
del todo bien para detectar QTL de efectos moderados o leves (Lynch &
Walsh 1998). Aun asi, la regién de QTL definida por el intervalo citolégico
34C-42F fue significativa para RCAT tanto en moscas aclimatadas y como en
moscas no aclimatadas (Fig. 7.2).

El QTL en el panel agrupado explicé el 20, 21, 30 y 35% de la varianza
fenotipica total en hembras y machos aclimatados y no aclimatados,
respectivamente.

Se buscaron interacciones epistaticas entre todos los pares de
marcadores. Antes de corregir para comparaciones multiples, solamente
resultd significativo el efecto epistatico entre los marcadores DROTG121 y
SU(Z)2 en hembras RIL-D48 aclimatadas (p = 0.03). Esta posible interaccién
involucra a la regién de QTL (34C-42F) detectada por mapeo de intervalo
compuesto, donde se localizan varios genes candidatos (Tabla 7.2). Luego
de corregir para multiples comparaciones, el numero de asociaciones
epistaticas significativas no excedié al esperado por azar y esta interaccidn
hipotética no puede considerarse significativa. No se detectaron interacciones
entre marcadores en el panel de RIL agrupado (p > 0.3, antes de corregir

para multiples comparaciones).
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Fig. 7.2 Valores de likelihood ratio en funcién de la posicion genética (en cM)
obtenidos por mapeo de intervalo compuesto para resistencia al coma por alta
temperatura (RCAT) en el cromosoma 2 de D. melanogaster para las poblaciones
RIL-D48 y RIL-SH2. RCAT fue mapeada en machos (M) y hembras (H) aclimatados
(A) y no aclimatados (NA). Para evitar el solapamiento de las lineas
correspondientes a los umbrales de significacién, s6lo se muestran los casos
significativos en las RIL no agrupadas. Los casos donde ambas poblaciones de RIL
se encuentran agrupadas en un unico set de datos fueron significativos. Los
umbrales de significacion (lineas horizontales) se determinaron por 1000
permutaciones al azar y fueron generalmente similares en ambos sexos. Linea
punteada: RIL-SH2, linea sélida: RIL-D48 y RIL agrupadas. Los marcadores
moleculares utilizados para el mapeo de intervalo compuesto se representan

mediante triangulos a lo largo del eje x.
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Tabla 7.2 QTL para RCAT identificado por mapeo de intervalo compuesto en RIL-
D48 y RIL-SH2, en moscas no aclimatadas (NA) y en moscas aclimatadas (A). Los

efectos aditivos (a) se muestran en segundos.

Carécter Sexo RIL Rango del QTL a % Var
RCAT Hembras (NA) RILSH2 34C - 42F 438 33
RCAT Machos (NA) RIL SH2 34C - 42F 442 27
RCAT Machos (NA) RIL D48 34C - 42F 189 29

Genes candidatos dentro del rango del QTL:

Adh(35B3), CG6012(36B2)t, CG10383(37A1)t, irk3(37A1)f, CG10383(37A1)t,
Catsup(37B), Ddc(37C), CG13086(37D2)t, CG10026(37E1)t, CG10189(37E4)t,
CG10680(38A8)t, CG9259(39A1)t, CG7882(42A1)t, trap1(42C), CG3270(42C5)t

La posicidn citologica de los genes candidatos se muestra entre paréntesis. El rango
del QTL esta basado en los marcadores moleculares mas cercanos. Los genes
subrayados fueron sobre-regulados por calor (*, 1) en estudios de microarrays en D.
melanogaster (‘Leemans et al. 2000; tSerensen et al. 2005b). Los genes
doblemente subrayados fueron sub-regulados por shock de calor en estudios
previos: tSgrensen et al. (2005b). % Var es el porcentaje de la varianza fenotipica

total explicada por el QTL.
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4. Discusion
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4.1 Hormesis en la longevidad

Lineas de seleccion artificial fueron utilizadas en este estudio para poner a
prueba correlaciones entre hormesis inducida por calor, longevidad media y
dos caracteres de termotolerancia de gran importancia ecolégica en
Drosophila buzzatii.

Un resultado interesante es que la extension de la longevidad como
resultado de la exposicion al calor muestra una fuerte dependencia con
respecto al régimen de seleccion térmica. Mas aun, la seleccion para baja
resistencia, tanto al calor como al frio, reduce en gran medida la longevidad.
Esto es evidenciado en que las lineas K"y CCR’ fueron las que mostraron
menor longevidad (Tablas 1y 2).

Se asume que todas las correlaciones tienen base genética, ya que:

i) Todos las moscas fueron crecidas en un ambiente comun.
ii) La respuesta directa a la seleccion fue significativa para ambos caracteres
seleccionados por temperatura.

La seleccion para rapida recuperacion al coma por frio no produjo un
incremento de la longevidad en D. buzzatii. Este resultado es consistente con
otros estudios en D. melanogaster (Anderson et al. 2005; ver también Norry y
Loeschcke, 2002b).

La seleccién artificial para baja tolerancia al estrés tanto por frio como
por calor reduce la longevidad, a la vez que aumenta el nivel de hormesis en
la longevidad inducible por el tratamiento de calor. Encontramos un sustancial
efecto de hormesis sobre la longevidad en las hembras de las lineas K" y
CCR’, mientras que no hubo efecto hormético significativo para la longevidad
en las hembras de las lineas C, K* y CCR*. Mas aln, las diferencias
significativas de longevidad media entre lineas en hembras no sometidas al
tratamiento de calor desaparecen en hembras aclimatadas, precisamente
debido a que las hembras Ky CCR™ muestran altos niveles de hormesis
(Tabla 1, Fig. 3). Esto no ocurre en las otras lineas.

El efecto de hormesis inducido por la aclimatacion no fue significativo en
machos, y el tratamiento de aclimatacibn generalmente no produjo
incrementos de la longevidad media en los machos de las lineas de
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seleccién. En forma adicional, se encontré una disminucion notoria de la
longevidad media en los machos de la linea CCR* sometidos al tratamiento
de aclimatacién. Esta disminucién de la longevidad media esta acompanada
por un incremento significativo de la tasa demogréafica de senescencia
(Tablas 1y 2).

Estos resultados indican que el nivel de hormesis inducible por calor
puede cambiar por efecto de la seleccidn artificial sobre resistencia al coma
por alta temperatura y recuperacion al coma por frio. El impacto de la
aclimataciéon sobre la longevidad depende del nivel de termo-tolerancia
especifico de cada poblacion (Fig. 3). Las correlaciones entre hormesis
inducida por calor y la longevidad, como asi también entre hormesis inducida
por calor y termo-resistencia son de signo negativo (Fig. 3). Los patrones de
termo-tolerancia, longevidad y hormesis encontrados en este estudio a nivel
intra-especifico, pueden ser comparados con patrones de correlacion
observados en comparaciones inter-especificas (Sambucetti et al. 2005).
Scannapieco et al. (2007) mostraron que el tratamiento de shock de calor
extiende la longevidad media en D. buzzatii pero no en su especie hermana
D. koepferae. Estos autores encontraron que D. buzzatii vive mas pero es
menos resistente al knock-down por alta temperatura que D. koepferae. El
resultado de nuestro estudio, en combinacién con las comparaciones
interespecificas de Scannapieco et al. (2007), indica que las correlaciones
entre el nivel de hormesis inducido por calor y la longevidad pueden variar en
signo entre especies. Pero las correlaciones entre hormesis inducida por
calor y la resistencia al estrés térmico parecen ser negativas tanto dentro
como entre especies. Al mismo tiempo, encontramos que dosis repetidas de
un tratamiento de aclimatacion por calor fuertemente indujo hormesis en la
longevidad tanto en moscas seleccionadas para baja resistencia al knock-
down por alta temperatura como en moscas seleccionadas para baja
resistencia al coma por enfriamiento (lineas de lenta recuperacion al coma
por frio).

Estudios previos en D. buzzatii muestran que la longevidad a 25°C
disminuye a medida que aumenta la altitud de origen de la poblacion en el
Noroeste Argentino. Esta clina es especifica de sexo (Norry et al. 2006). Los
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patrones de hormesis también son sexo-especificos en éste (tablas 1y 2) y
otros estudios (Sarensen et al. 2007; Le Bourg & Rattan 2008). La base
genética detras de la especificidad de sexo aun no ha sido identificada. Las
poblaciones de elevadas altitudes son también menos resistentes al coma
por shock de calor que las poblaciones de zonas de baja altitud
pertenecientes al mismo gradiente altitudinal (Serensen et al. 2005b).

Este estudio sugiere que tanto la longevidad como el nivel de hormesis
que puede inducirse por calor pueden estar fuertemente influenciados por la
seleccién térmica. Sin embargo, no esta claro si la evolucion del
envejecimiento se encuentra influenciada por hormesis en animales salvajes,
debido a que la mortalidad en la naturaleza se debe principalmente a causas
extrinsecas como frio, calor, falta de alimento, predacion y/o desecacion. En
consecuencia, la intensidad de la seleccidon natural disminuye con la edad
(Kirkwood & Austad, 2000).

Nuestros resultados con lineas de seleccion son consistentes con los
patrones observados en los extremos de la clina altitudinal: la resistencia al
coma inducido por calor esta correlacionada positivamente con la longevidad
a temperaturas moderadas (25°C). Estos resultados sugieren que la
seleccidn positiva para resistencia al coma inducido por calor, como se
espera en poblaciones de zonas bajas de D. buzzatii segun lo observado por
Serensen et al., no reduce la longevidad a temperaturas benignas pero si
disminuye el nivel de hormesis inducible por calor (Tablas 1 y 2). Hormesis es
una respuesta adaptativa a factores de estrés que de otro modo son sélo
dafninos (Parsons 2002, Calabrese 2008), y su magnitud puede cambiar
evolutivamente en poblaciones dependiendo de las presiones selectivas del
ambiente térmico en la naturaleza. En condiciones naturales, la aclimataciéon
por calor puede tener efectos tanto positivos como negativos sobre el fitness
(Loeschcke & Hoffmann 2007). Los efectos de aclimatacion por calor, como
la termotolerancia inducida por calor en moscas adultas, estan influenciados
por un numero relativamente pequeno de QTL de efecto chico (Norry et al.
2007b, 2008). Sin embargo, aun no se han identificado QTL para la hormesis
inducida por calor en Drosophila.
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4.2 Resistencia a la inanicion

En el presente estudio se utilizé un tratamiento ciclico no agudo de inanicion
en lugar de uno continuo y agudo (ver Wang et al. 2004). El fenotipo de
resistencia a la inanicibn fue genéticamente variable, con un QTL
aparentemente sexo-especifico detectado en machos. En forma consistente
con muchas observaciones previas en rasgos de resistencia al hambre en
Drosophila (Matzkin et al. 2008, Scannapieco et al. 2009), las hembras
mostraron mayor resistencia que los machos en condiciones de inanicion
(Fig. 2 A-C).

En condiciones de estrés por hambre, los genes involucrados en los
procesos de crecimiento y mantenimiento, biosintesis de proteinas y actividad
hidrolitica tienden a estar sobre-regulados. Esto sugiere que dichas funciones
son importantes para la supervivencia bajo estrés nutricional (Harbison et al.
2005). Muchos de estos genes sobre-regulados estan incluidos en la region
delimitada por el QTL de resistencia a la inanicion encontrado en este
estudio. Mas aun, algunos de estos genes responden a seleccién artificial
para resistencia a la inanicién (Sgrensen et al. 2007b), y dos de los genes
candidatos asociados al QTL detectado difieren significativamente en sus
niveles de expresidén entre lineas control y seleccionadas por hambre de D.
melanogaster (Tabla 3.1). Especificamente, en un grupo de lineas
seleccionadas artificialmente para resistencia a la inanicién, Sgrensen et al.
(2007b) realizaron un andlisis de expresidon génica de genoma completo con
el objetivo de identificar genes cuyo nivel de expresion cambiara por
seleccidn artificial sobre resistencia al hambre en D. melanogaster. En ese
estudio, una de las lineas parentales (SH2) utilizadas en la construccién de
nuestras RIL fue cruzada con diferentes lineas/poblaciones para establecer
una poblacion base sobre la que se aplicod seleccion artificial para resistencia
al hambre. Sin embargo, de los 310 genes que mostraron cambios en los
niveles de transcripcion por seleccidbn sobre resistencia al hambre en
Serensen et al. 2007b, so6lo dos (CG32423 y CG32352) estan dentro de

nuestra region QTL. Los caracteres cuantitativos estan determinados por
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redes de genes pleiotropicos (Ayroles et al. 2009, Mackay 2001). Patrones
de expresion de genes candidatos combinados, en lugar de los niveles de
transcripcion de genes candidatos individuales, son mejores predictores de
los efectos fenotipicos de regiones de QTL para termotolerancia en nuestras
RIL. Dado el gran numero de genes candidatos dentro del intervalo de QTL
(Tabla 3.1), los efectos de redes de genes son posibles (Norry et al. 2009).

Variaciones regionales en clinas altitudinales y latitudinales para
resistencia al hambre sugieren una relacion compleja entre la adaptacién
climética y la resistencia a la inanicion, ya que la relacion entre resistencia a
la inanicidon y temperatura ambiental puede variar en signo a través de los
continentes (Hoffmann & Harshman 1999, Karan et al. 1998, Robinson et al.
2000, Sgrensen et al. 2005, Schmidt et al. 2005, Yadav & Singh 2007). La
variacion presente para la resistencia a la inanicién en diferentes zonas
climéticas puede ser el resultado de una respuesta correlacionada a la
seleccidn para diversos componentes de la tolerancia al frio (Rion & Kawecki
2007, Hallas et al. 2002). Estos resultados indican que la resistencia al
hambre es mayor en las moscas SH que en las moscas D48, cuya poblacion
de origen es de una regién mas fria (Fig. 2). El alelo de QTL que incrementa
la resistencia a la inanicion es el “alelo SH” proveniente de la poblacion de
origen australiana, mientras que el alelo que disminuye la resistencia a la
inanicion es el “alelo D48” proveniente de la poblacion danesa (ver efectos
aditivos en la Tabla 1).

La resistencia al hambre puede estar relacionada con mudltiples
caracteres en forma pleiotrdpica, incluyendo diferentes componentes de la
tolerancia al frio, supervivencia en bajas temperaturas y desecacion
(Hoffmann et al. 2005, Ayroles et al. 2009, Hallas et al. 2002, Parkash et al.
2008, Parkash et al. 2009). La resistencia al hambre puede también estar
parcialmente correlacionada con algunos sub-componentes de la adaptacién
al frio (Rion & Kawecki 2007, Robinson et al. 2000, Sgrensen et al. 2005,
Hoffmann et al. 2005). Se sugiere que la tolerancia al frio estd conformada
por diferentes componentes que en forma parcial parecen ser
fisioldgicamente independientes (Rako & Hoffmann 2006, Telonis-Scott et al.
2009). El QTL significativo detectado en este estudio no co-localiza con QTL

detectados previamente para recuperacion al coma inducido por frio (Norry et
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al. 2008), y sélo co-localiza con un QTL de efecto mayor para longevidad a
bajas temperaturas identificado previamente (Vieira et al. 2000). En forma
adicional, la regién de QTL identificada en este estudio no incluye muchos de
los genes candidatos para recuperacion al coma por frio. Telonis-Scott et al.
(2009) utilizaron un escaneo de genoma completo para comparar los
patrones de expresion entre lineas seleccionadas para recuperacion al coma
por frio y lineas control. Solamente dos de los 50 genes sobre-regulados y
dos de los 45 loci sub-regulados en las lineas de seleccion por frio de
Telonis-Scott et al. (2009) estan incluidos dentro de la region de QTL para
resistencia a la inanicién identificada en este estudio (CG32364 y CG9641
entre los genes sobre-regulados; cyp6d2 y CG18180 entre los genes sub-
regulados).

En este estudio se identifico una regiéon de QTL que puede ser relevante
para la diferenciacibn de fenotipos de resistencia al hambre en D.
melanogaster originarias de diferentes regiones geogréficas (Stephan & Li
2006). Hallazgos previos sugieren que no hay una relacién genética o
funcional entre resistencia al hambre y resistencia al estrés por alta
temperatura (Wang et al. 2004, Bubliy & Loeschcke 2005). El presente
resultado, al no haber encontrado similitudes en la localizacién del QTL
detectado y la ubicacion de QTL para termotolerancia identificados
previamente en el mismo panel de RIL, sustenta la ausencia de una relacion
pleiotropica entre la resistencia al estrés por calor y la resistencia al hambre.
El alelo del QTL detectado que disminuye la resistencia al hambre es
especifico de sexo, ya que se detectd en machos solamente, y corresponde a
la poblaciéon proveniente de la zona geografica mas fria. La resistencia al

hambre es un caracter complejo con variacidén especifica de sexo.
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4.3 QTL para termotolerancia, resistencia a la radiacion UV

y tamano del ala

En general existe una relacion positiva entre el nivel de radiacion UV-B y la
temperatura en ambientes terrestres contemporaneos, siendo ambos factores
mayores en verano que en invierno, con una mayor asociacion entre ellos en
el hemisferio sur. En este contexto, es interesante notar que los QTL
detectados para termotolerancia y resistencia a la radiacion UV-C
parcialmente co-localizaron en la region central y pericentromérica del
cromosoma 2 de D. melanogaster en el presente estudio. En esta region de
QTL mapean varios genes implicados en la termotolerancia, como asi
también el gen phr, implicado en la via de respuesta al dafo producido por la
radiacion ultravioleta sobre el ADN. Este gen codifica para una fotoliasa del
tipo CPD, enzima que interviene en la degradacién de los dimeros de
pirimidina formados en el ADN y que impiden su correcta replicacion. En esta
region del cromosoma 2 también se detect6 un QTL para el tamario del ala,
que fue especifico de la temperatura experimentada durante el desarrollo
embrionario. También se detectdé un QTL para la resistencia a la radiacion
UV-C en el cromosoma X, en una regidén en la que mapean genes claves del
ritmo circadiano tales como period. Este ultimo QTL para la resistencia a la
radiacion UV-C fue detectado en los individuos expuestos durante una hora
cada dos dias, pero no en los individuos que experimentaron una exposicion
continua a la radiacién, y también co-localiza con un QTL de termotolerancia
recientemente descubierto por Rand et al. (2010).

Los genes con funciones importantes para el ritmo circadiano pueden
estar implicados en la determinacion de fenotipos de resistencia al estrés
cuando los niveles de estrés varian de acuerdo a un patron ciclico, como es
el caso de la temperatura y la radiacion UV. Varios genes que mapean dentro
de regiones de QTL en hembras RIL-SH2 en este estudio estan implicados
en el ritmo circadiano y en la sincronizacién del reloj circadiano (alineamiento
de la fase y periodo de un sistema fisiolégico o de comportamiento endégeno
a la fase y periodo de un ritmo o sefial ambiental exdgena).
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1)



Los productos de los genes mei-9 y mus205 estan implicados en
diferentes pasos del mecanismo NER, y mutantes para el gen mus205 son
deficientes en la reparacién de ADN danado en D. melanogaster (Todo &
Ryo, 1992).

En general, el tratamiento de aclimatacion por calor disminuyé el efecto
del QTL para la termotolerancia detectado en el medio del cromosoma 2 en el
estudio presente. Este QTL fue recientemente examinado con respecto a
niveles de expresién de algunos genes candidatos (Norry et al. 2009). Los
genes Trap1, Ddc y Catsup parecen estar involucrados en este importante
QTL (Norry et al. 2009). La co-localizacién con el QTL de resistencia a UV-C
detectada en este estudio es de gran interés por cuanto puede representar
efectos pleiotropicos de los mismos genes sobre caracteres de resistencia a
la radiacion UV-C y a la tolerancia a temperaturas extremas. La etapa
siguiente de este trabajo sera realizar un mapeo a escala fina para la
resistencia a la radiacién UV-C con el fin de detectar si los mismos genes
estan implicados en la variacion de ambos caracteres (resistencia a la
radiacion UV y termotolerancia). El gen Catsup codifica para un regulador
negativo de la tirosina hydroxylasa, enzima de la etapa limitante en la tasa de
sintesis del neurotransmisor “dopamina”, y es un gen pleiotropico de
caracteres cuantitativos (Carbone et al., 2006). Los niveles de expresion
génica de Catsup, Ddcy Trap1 estan combinados en el QTL detectado (Norry
et al. 2009). Ademas, Catsup y Ddc estan involucrados en la via de
catecolamina (Wright 1987), que estd implicada en la respuesta a
temperaturas extremas y otras formas de estrés ambiental (Baden et al.
1996; Sabban & Kvetnansky 2001). Trap1 esta estrechamente relacionado al
nivel de termotolerancia (Norry et al. 2009), y es un gen con funciones
relacionadas a las de proteinas de heat-shock y también fue implicado en
termotolerancia en el estudio por Morgan & Mackay (2006).

Respecto del tamafo del ala (un indice del tamafio corporal), un
resultado consistente fue que la temperatura durante el desarrollo
embrionario tuvo un gran impacto sobre el tamafno de las alas en la mosca
adulta. En ambas temperaturas experimentales (25°C y 30°C), las hembras
fueron consistentemente mas grandes que los machos, tanto en el largo

como en el ancho de las alas.
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Las lineas parentales utilizadas para la construccién de las RIL no
portaban la inversibn 3R-Payne, que es una inversibn cromosoémica que
afecta en gran medida el tamafno corporal (Caboli et al. 2003; Rako et al.
2006). A pesar de la ausencia de segregacion de esta inversion, en el
presente estudio se detectaron varios QTL para uno u otro caracter del ala en
todos los cromosomas mayores de la especie, incluyendo el cromosoma X.
La identificacibn de QTL en el cromosoma X en el estudio presente es
consistente con estudios previos que estimaron contribuciones significativas
del cromosoma X a la varianza fenotipica del tamafno del ala (Cowley &
Atchely 1990). Este estudio identific varios genes candidatos para el tamafo
del ala que seran de interés para andlisis futuros, incluyendo andlisis en F1s
(o pruebas de complementacién cuantitativa) con lineas de delecién o de
insercion de elemento P en tales genes (disponibles desde Bloomington
Drosophila Stock Center; www.flybase.org).

Uno de los QTL del tamafo del ala también co-localizé con el QTL en
comun de termotolerancia y resistencia a la radiacién UV-C en el medio del
cromosoma 2. Esta region del cromosoma 2 parece ser clave para diversos
caracteres de resistencia al estrés y del tamaro corporal (Fig. 8), en particular
existe fuerte evidencia indicando que se trataria de una region clave para el
trade-off entre la resistencia al calor y la resistencia al frio. Futuros estudios
en nuestras lineas RIL intentaran mapear a escala fina esta interesante
region del cromosoma 2 para los diversos caracteres afectados, con el fin de
identificar si los efectos sobre dichos caracteres se deben a pleiotropia o
ligamiento entre genes especificos para cada caracter.

Ninguno de los QTL detectados para termotolerancia, resistencia a UV-
C y tamano del ala co-localiz6 con el QTL detectado para la resistencia a la
inanicion en el presente estudio. Este resultado indica que la resistencia a la
inanicion tiene una base genética muy diferente a la del tamafo del ala y los
otros caracteres de resistencia al estrés considerados en el presente trabajo.

El tamafo del ala es un indice del tamafo corporal y responde a la
temperatura experimentada durante el desarrollo en muchos insectos
incluyendo Drosophila, incluso aunque la seleccion para termotolerancia
durante el estadio adulto del ciclo de vida no afecta al tamafo corporal
(Sambucetti et al. 2010). Los resultados presentes también enfatizan el
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importante aspecto de considerar diferentes ambientes térmicos en el andlisis

de la base genética del tamafio corporal.
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) Supervivencia al shock
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Fig. 8 Cromosoma 2 de Drosophila melanogaster mostrando la region de un QTL general para termotolerancia que fue descubierto en
diferentes poblaciones de mapeo por Norry et al. (2004, 2007a, 2008) y Morgan & Mackay (2006). Este QTL presenta efectos
antagonistasentre la resistencia al calor (knockdown resistace to heat stress) y la resistencia al frio (chill-coma recovery) en todas las
poblaciones de mapeo estudiadas a la fecha por lo que es probable que se trate de un gen o una red génica con efectos pleiotrdpicos
antagonistas.



4.4 Asimetria fluctuante

La “inestabilidad del desarrollo” refleja la incapacidad del genoma y las vias
del desarrollo para suprimir o reducir el “ruido” al azar durante este proceso
(Palmer & Strobeck 1986; Zakharov 1992). Por eso, la asimetria fluctuante
(AF) es un fuerte candidato de la inestabilidad del desarrollo dado que los dos
lados de un organismo con simetria bilateral son producidos por un mismo
genoma. Esto debe ser especialmente importante cuando se considera la
capacidad de genotipos para resistir determinados niveles de estrés
ambiental sin aumentar la inestabilidad del desarrollo (Swaddle & Witter
1998). Aunque los resultados de diversos estudios no siempre revelan
respuestas genéticas relacionadas al estrés (Perfectti & Camacho 1999;
Andalo et al. 2000), a la fecha no se han realizado estudios de QTL para AF
en presencia y en ausencia de estrés en Drosophila. Lo esperado es que el
nuamero y la magnitud de los posibles QTL para AF sea mayor en condiciones
de estrés ambiental (que pueden inducir “ruido” durante el desarrollo) que en
condiciones éptimas. Eso es precisamente l0 que se obsevd en el presente
estudio en donde el factor de estrés fue la temperatura ambiental. Los
presentes resultados indican que la asimetria fluctuante es heredable para
caracteres morfolégicos en condiciones de estrés por alta temperatura pero
no en temperatura benigna en nuestra poblacion de mapeo de Drosophila
melanogaster. Una revision reciente sobre los estudios que reportan estimas
de heradabilidad para AF (Fuller & Houle 2002) concluyé que la heredabilidad
promedio para AF es de 0.026 + 0.015; y que la pregunta de si existe 0 no
una base genética heredable para AF permanece sin respuesta.

En el modelo raton, Leamy et al. (1997) identificaron varios QTL para
la asimetria fluctuante (AF) de caracteres del esqueleto, muchos de los
cuales estuvieron ligados a genes de factores de crecimiento, receptores de
hormonas y hormonas. En el presente estudio el gen candidato Hsp90 no fue
incluido en ningun QTL para AF y los QTL para este caracter incluyeron
genes candidatos para genes homeéticos que controlan el crecimiento de
discos imaginales. Ninguno de los QTL para AF solapé con QTL para el

tamarno del ala.
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El resultado mas interesante es que ningin QTL para AF fue
significativo en la ausencia de estrés térmico. Este resultado sugiere que en
condiciones de estrés durante el desarrollo existen QTL que controlan las
imperfecciones del desarrollo manteniendo niveles moderados de AF
similares a los niveles de AF que existen en la ausencia de estrés. El factor
de estrés ambiental elegido para este estudio puede haber sido crucial para
el andlisis de QTL para AF, dado que la temperatura ambiental
experimentada durante el desarrollo es uno de los principales factores
ambientales, sino el mas importante, que regula el crecimiento vy
diferenciacion de los discos imaginales. Todas las estructuras corporales de
la mosca adulta son producidas por los discos imaginales que se encuentra
de a pares. Por ejemplo, el par de discos llamados “ala” son los que van a
formar las alas y gran parte del torax de la mosca adulta. Los niveles de
expresion de los genes que regulan la proliferacién celular dentro de los
discos imaginales son muy sensibles a la temperatura. Por ejemplo, la via de
sefalizacion de la insulina es un posible mecanismo para la coordinacion del
crecimiento de los discos imaginales en insectos holometabolos como
Drosophila (de Jong & Bochdanovits 2003; Emlen & Allen 2003). Existe
evidencia de que los niveles de expresion de genes tales como wg, dpp 'y hh
son sensibles a diversos elementos de la via de sefalizacion de la insulina
(Chen et al. 1996). Sin embargo, algunos de los genes claves de esta via
como ser InR (receptor de la insulina), wg. dpp y hh no fueron incluidos en los
QTL para AF. Sin embargo, algunos otros genes clave de la via de la insulina
si fueron incluidos dentro de las regiones de QTL para AF, como ser el factor
de crecimiento de disco imaginal 5 (/dgf5) localizado en el cromosoma 2.

Un gran numero de estudios previos han comparado los niveles de AF
en presencia y ausencia de estrés ambiental y el resultado general de tales
estudios fue que el estrés no parece aumentar significativamente los niveles
de AF (Andalo et al 2000). Los resultados presentes sugieren otro enfoque
para el analisis de AF, que se basa en mapeo de QTL. Con el presente
mapeo de QTL en D. melanogaster se identificaron varios QTL que fueron
significativos sélo en la presencia de estrés. Tales QTL pueden contribuir a
que no existan diferencias sustanciales en los niveles de AF en presencia

versus ausencia de estrés.



En Drosophila, diversos estudios sobre AF de caracteres del ala
coinciden en indicar que la seleccion sexual actua en contra de AF
favoreciendo a los machos mas simétricos (Norry et al. 1998; Santos 2002).
Norry et al. (1998) utiliz6 moscas salvajes que desarrollaron en temperaturas
no controladas en el ambiente natural y detectaron que los machos con alas
mas simetricas de D. buzzatii se aparean mas frecuentemente que los
machos asimétricos. Klingenberg et al. (1998) sugieren que la seleccién
persistente contra la asimetria actuard en contra de alelos mutantes que
aumentan el tamario del caracter como ser el tamafo del ala. El primordio del
ala de Drosophila esta dividido en el desarrollo temprano en dos porciones
distintas originando las células primordiales en el disco imaginal “ala”, cuyos
descendientes (policlones) nunca cruzan una cierta linea de demarcacion
aproximadamente ubicada junto a la cuarta vena longitudinal (Garcia-Bellido
& de Celis 1992, Stark et al. 1999). Esta linea representa el limite entre los
dos compartimentos del ala, anterior y posterior. Ambos compartimentos del
ala contribuyen diferencialmente a la evolucién por seleccion térmica en el
tamano total del ala (Cavicchi et al. 1985, 1991). Por eso, incluso aunque
deben existir distintas unidades de seleccidn sobre los componentes anterior
y posterior del ala de Drosophila, la respuesta final a la seleccién sobre los
diversos componentes del ala y sobre su AF debe estar fuertemente

constrefida dentro del programa de desarrollo.
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