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Esto nos esta costando una fortuna. Es
mds barato emborracharse en el trépico...

A mis viejos, por mis viejos.
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Exploraciéon de la arquitectura genética para la reguesta al frio y al etanol en el

modeloDrosophila Lineas de seleccion y mapeo de QTL

RESUMEN

Las respuestas de los organismos a los distitctores de estrés han sido
objeto de estudio desde hace varias décadas. &ksngue despertdé esta area de
conocimiento ha llevado a tomar diferentes enfogpaga abordar un tema sumamente
complejo como es la respuesta de un organismo faator de estrés. Tanto aspectos
fisioloégicos, como moleculares y genéticos entresoaspectos, han sido considerados
en estudios recientes para develar como es quedasismos responden a la presencia
de un estresor. En esta tesis colaboramos, deg@mddica cuantitativa, en la busqueda
de la base genética que permita entender mas acabatk que factores intervienen en
la recuperacion de un individuo cuando se lo expaneio, asi como cuales son los
factores que permiten la recuperacion y la tolesawoando son expuestos a altas
concentraciones de etanol. También se buscan pesibtrelaciones genéticas entre la
recuperacion al frio y otros caracteres de histddavida asi como de resistencia a
distintas formas de estrés. Hemos hecho uso de ganiemo experimental
ampliamente utilizado en el area de la genéfiwasophila melanogasterAsimismo,
algunos experimentos también fueron desarrolladost® especie del mismo género
Drosophila Drosophila buzzatjique es una especie cactéfila.

En primer lugar, desarrollamos, mediante selecartficial, lineas para alta y
baja velocidad de recuperacion al coma por enfeatoi ambas eDrosophila buzzatii
Una vez constatada la heredabilidad del caractardyferenciacion significativa entre
los fenotipos de ambas lineas evaluamos la posiioielacién de este régimen selectivo
con distintos caracteres adaptativos, como selerlpb de desarrollo, resistencia al
golpe de calor, tamafio corporal, resistencia adaicion, resistencia a los vapores de
etanol. También desarrollamos un programa que permigjorar la eficiencia y
precision de la medicion. En segundo lugar, realz® mediante la utilizacion de
lineas RIL (lineas recombinantes endocriadas) [Mdesophila melanogaster
pertenecientes al laboratorio GERES, un mapeotigenpara localizar la posible
existencia de QTL (loci de caracter cuantitativohculados con las diferencias
fenotipicas para la recuperacion al frio preseetetas lineas RIL antes mencionadas.
En tercer lugar, utilizando estas mismas lineasDdesophila melanogasterse



mapearon tres caracteres vinculados a la respuesta exposicion al etanol
(recuperacion y tolerancia en adultos y supervileren larvas). Por ultimo, se
comparan los resultados obtenidos en los mapeasl@aecuperacion al frio con los
obtenidos en la respuesta al etanol.

Si bien se pudo constatar que [@rosophila buzzatiila heredabilidad de la
recuperacion al coma por enfriamiento es signifreaen un régimen selectivo de
multiples generaciones, no se pudo establecerlacioaes genéticas entre este régimen
y otros caracteres medidos (tamafio corporal, tiethepdesarrollo, resistencia al calor o
resistencia a la inanicion). El Unico caracter mestro una correlacion con el régimen
selectivo fue la tolerancia a la exposicién al etano

El mapeo de QTL para la recuperacion al frio pgomidentificar 3 QTL para
los cuales fue posible detectar algunos genesdatodi Algunos de estos QTL solapan
con QTL identificados por otros autores para ehmoicaracter de resistencia al frio asi
como también para otros caracteres de resistehcala. Para el caso del mapeo de
QTL para la exposicidon al etanol se encontraroQIR®, muchos de estos especificos
segun el caracter analizado. La superposicion deQok correspondientes a la
respuesta al etanol con los QTL encontrados pareclgeracion al frio fue casi nula,
asi como la superposicion entre los mismos caexcteinculados a la respuesta al
etanol.

En conjunto, los resultados indican que la argtuta genética es diferente entre
la resistencia al frio y los caracteres mapeadotléeancia al etanol en el modelo
Drosophila Debido a esto es que podemos decir que la coidaladetectada en
Drosophila buzzatiparece ser dependiente de la poblacién, lo qudlenasa plantear
que los vinculos entre la respuesta al frio y Ilspuesta al etanol son débiles y

dependientes de la poblacion en estudio.

Palabras Claves:Drosophila melanogaster, Drosophila buzzatii, QTihehs de

seleccion, “chill-coma”, etanol.



Genetic architecture for the responses to cold andtenol in Drosophila selection

lines and QTL mapping

ABSTRACT

The responses of organisms to diferent stres®riadtave been studied for
several decades. The interest in this topic has blestrated from different approaches
to address a very complex issue, which is the respoof an organism to a
stressor. Both physiological and molecular mechmasjsas well as the genetic variation
among other issues, have been considered in retgfiés to reveal how the organisms
respond to the presence of a stressor. In thigstlreguantitative genetic approach is
followed to search for the genetic basis of stressstance to test for factors that are
potentially involved in the recovery of an individwahen it is exposed to cold stress,
and what is the genetic basis for recovery andsttelerance when exposed to high
concentrations of ethanol. This work also testgossible correlations between chill-
coma recovery and other adaptive characters, ingusome life history traits as well
as other traits of stress resistance. We made fuaa experimental organism widely
used in the area of geneti@rosophila melanogastetikewise, another species of the
same genuBrosophilais used in other experiments, the cactophilic igsderosophila
buzzatii

Firstly, artificial selection was applied to seléor both increased and reduced
times of chill-coma recovery iBrosophila buzzatiiAfter constructing divergent lines
for chill-coma recovery by artificial selection iD. buzzatij the possible genetic
correlations were tested between this trait andradidaptive traits such as development
time, resistance to heat stroke, body size, starvaesistance, resistance to ethanol
vapors. | also developed a program that improves dfficiency and precision of
measurement. Second, recombinant inbred lines (RfLProsophila melanogaster
were used to identify QTL (quantitative trait loéor chill-coma recovery. Third, the

same RIL were used to also map traits of toleratweethanol in adults and

After applying artificial selection for chill-comaecovery in Drosophila buzzatji

replicated lines obtained were divergent for thagt indicating the the trait is heritable.
These divergent lines were used to test for anyiples genetic correlations

between chill-coma recovery and other adaptivdstrstich as body size, development



time, heat-stress resistance and starvation resestdn these experiments wit.
buzzatij the only character that showed a correlation welective regime for chill-
coma recovery was tolerance to ethanol.

QTL mapping for the chill-coma recovery allowedraveal the presence of 3
QTL where some candidate genes are allocated. Spie for chill-coma recover
overlapped with QTL with QTL regions detected ineypous studies with other
mapping populations for both chill-coma recoverd &eat-stress resistance. In the case
of the QTL mapping for ethanol resistance traits,todal of 13 QTL were
identified. There was no consistent overlappingveen QTL for chill-coma recovery
and QTL for ethanol tolerace.

Overall, the results indicate that the genetitidéecture of the mapped traits is
different between chill-coma recovery and ethaesistance in thBrosophilamodel.
Because of this we can say is that the correlat&iacted irDrosophila buzzatiseems
to be dependent on the population, which lead® ysdpose that the ties between the
response to cold and response to ethanol are wedkdapendent on the study

population.

Key words: Drosophila melanogaster, Drosophila buzzatii, QTélestion lines, chill-

coma, ethanol.
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Cientifica y Tecnologica (AGENCIA)* como asi tambiépor subsidios de la
Universidad de Buenos Aires, mediante proyectagidos por el Dr. Fabian Norry.

*La AGENCIA es un organismo creado en 1990 comodgmdn necesaria para el
desarrollo cientifico y tecnologico segun los eggistas del Banco Interamericano de
Desarrollo (BID). Este mismo banco le presta dir@rpais en forma ininterrumpida
desde la década del 60, el BID presto a naciorie®dmericanas en el periodo 1962-
1995 unos 1400 mill U$; en el periodo 1998-2000suts0 mill U$ y solo entre 2006-9
en un unico proyecto desembolso 280 mill U$ soldaefrgentina. Cabe destacar que
para este programa el Estado Argentino debe caitébn una contraparte que implica
casi la mitad del monto del crédito con la consetaigravedad de dejar a disposicion
de los condicionamientos del Banco capital gendldEstado (Crédito = 280 mill U$;
Capital genuino del Estado = 230 mill U$; Total Bebgrama = 510 mill U$).

En Noviembre del 2010 se dio comienzo con la sigai¢éanda de préstamos llamados
Programa de Innovacion Tecnoldgica (llevan ya 100 W$ en el 2009 y ahora otros
200 mill U$ mas a desembolsar en los préximos 5)afd<BID nos sigue prestando,
pero no sin imponer algunas condiciones.

El BID tiene bien claro que es lo que pretendeatedobiernos a la hora de prestar
dinero. Existe un documento sobre las politicakoras del Banco en lo que respecta a
Ciencia y Técnica (CyT) elaborado en el 2000 poruMoCastro (La ciencia y la
tecnologia para el desarrollo: una estrategia die).Bzn él podemos leer cosas como
las siguientes:

“En su didlogo con los paises, el Banco acpsmponga un numero limitado de
reformas de politicas, ya sea como condicionesodepréstamo® como parte del
proceso de ejecucién de proyectos, de modo queusdapcontar con todos los
elementos necesarios para la innovacion tecnoldgiégdgunas de esas reformas
politicas parece que se vienen aplicando, por dgEnfpunque el financiamiento
publico se justifica claramente, la prestacion wabte los servicios correspondientes
es mas dificil de justificar, porque en muchos cdaesinstituciones privadas, con

diversos subsidios publicos, pueden prestar eliGgerde manera mas eficiente que el



sector publicd. Por ultimo nos dejan un consejo que tiene rescemcias a los que
daba otra institucion de préstamos internacionaf@gl- que no es tan generosa como
el BID: “Por lo tanto,el Banco dara apoyo a las politicas encaminadasimentar el
libre comercig con particular referencia a la liberalizacion aelmercio y a la
eliminacion de las barreras a la importacion dendegia. EI Banco, ademas,
identificara y recomendara otras politicas y re@ataciones que puedan tener una
incidencia positiva sobre la tecnologia, incluidas relacionadas con las politicas
tributarias (por ejemplo, los incentivos tributarfwera la inversion y para lyD), el tipo
de cambio, las politicas sobre la competencianat¢el réegimen antimonopalico) y el

desarrollo y la supervision de los mercados deaapicluido el capital de riesgo.”

“El buen gobierno y los incentivos correctos secandiciones permanentes de los
préstamos.” Y recientemente nos volvieron a presena que para el BID este es un
“buen gobierno”.
Somos muchos los que queremos una ciencia libaeipmal pensada para satisfacer las
necesidades mas urgentes de nuestros compatrioeenta de las condiciones
impuestas por los organismos de crédito internat@enga sea el FMI, el Banco
Mundial o el BID.

Lic. Carlos Bertoli
Fuentes:
http://www.iadb.org/document.cfm?id=364068
http://www.iadb.org/document.cfm?id=35424970



INTRODUCCION

Pensemos en una noche de invierno, mal abrigadimscalefaccién en un lugar
donde no queremos estar, pensemos en el vientsegwscapa por debajo de cada
pequefia grieta que uno intenta desesperadameate japsemos en esos pies frios que
no nos dejan pegar un ojo, por ultimo y para hacerds dramatico, pensemos que
afuera el ruido de la lluvia helada nos prohib& sk esta carcel improvisada. Ahora
bien, revolviendo alacenas ajenas nos encontraossgaliosos objetos, una botella con
agua y otra igual con ginebra, ambas igual de ffisnosotros. La botella de agua la
dejamos en su lugar para épocas mas calurosas|gpéaellita de ginebra va con
nosotros hasta esa silla desvencijada donde passil@nmoche al abrigo del alcohol.

Ahora ya mas tranquilos y con menos frio nos padepneguntar: ¢ Por qué esta
relacion ancestral entre el frio y el alcohol? R tanto vodka en Rusia? ¢ Por qué los
nordicos no suelen emborracharse tan facilmenteocgof? ¢Por qué no habré
encontrado limon y hielo para ponerle a la ginebra?

La noche se nos va entre divagues y suefios. Asgdeellos, tanto los divagues
como los suefios, fueron la motivacion para lasnaégijue siguen. Sirvase una ginebra,
pongale hielo y limon usted que puede, y dispongdser un rato.

(Nota a parte, el consumo de alcohol no es bemsticpara combatir el frio, pese a que

se lo suele relacionar)

La respuesta de un organismo ante la exposici@taalol, al frio, al calor, al
hambre entre otras suele tener relacién con uruotinjde factores que requieren de
estudios complejos. Las respuestas de resisterciesteés suelen ser caracteres
cuantitativos, o sea, caracteres que estan “calimsl por gran cantidad de genes que
implican una base genética compleja. Estos caesctestan caracterizados por
complejas redes de efectos pleiotroptapse precisan del uso de anélisis estadisticos
para describir los fenotipos complejos. Los caraste de resistencia, son
extremadamente sensibles a las variaciones amlgignésto produce un amplio rango
de fenotipos distintos para individuos genéticameiguales expuestos a distintos
ambientes. Para entender la arquitectura genéticandearacter de resistencia es

necesaria la identificacion de todos los genes apmribuyen con el caracter y las

! Pleiotropia: Es el fenémeno en el cual un solotigere influencia directa sobre distintos fenotipos
caracteres (Falconer & Mackay 1996)
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funciones e interacciones de los mismos, tambiénigamos determinar cual de estos
genes contribuye con la variacion fenotipica quarrecen la naturaleza, asi como los
polimorfismos responsables de estas variacionesrgsgtan de sustrato para los
cambios evolutivos (Mackay 2001).

Hasta hace pocos afos, las posibilidades de aeabgtudios que pudieran
desentramar los complejos vinculos y redes de estasteres eran suefios imposibles
de realizar por la falta de los recursos técnicaeserios, sobre todo en los campos
estadistico y molecular. Sin embargo los recieat@sces en la genética cuantitativa y
la gendémica funcional han acercado la posibilidanicreta de efectuar estos estudios,
pero alun es necesario prestar particular atencidas aefectos que producen las
variaciones ambientales asi como el dimorfismo depara los fenotipos relacionados
con la resistencia, y mas importante aun es elalahl entorno genético que es ambito
en el que se dan las interacciones genéticas (A&Hdhackay 2004).

Hace ya muchas décadas qDeosophila es un organismo modelo por
excelencia en el mundo de la genética en genedal ka genética de poblaciones en
particular. La especi®rosophila melanogastepresenta un excelente modelo para el
estudio de la arquitectura genética de caracter@splejos, incluyendo los
comportamentales, asi como los de resistenciaerga deD. melanogasteha sido
secuenciado y anotado en su totalidad, es un @manextremadamente maleable para
la manipulacion genética y extensas bases de datasceso publico estan disponibles
(ej. flybase.org). A esto se suma el hecho quecsganismos relativamente sencillos
para criar en forma econdmica, reproducir selegtarste, producen generaciones
sucesivas con extrema rapidez y se pueden obtesedas poblaciones rgpidamente a
partir de pocos individuos. En particular, de granportancia para los estudios de
resistencia, provee también, la posibilidad de gengran numero de individuos
genéticamente idénticos y la cria de estos bajoiciongs ambientales controladas.

Si bien podemos encontrar trabajos donde se Hesda importancia de
determinados genes en caracteres de resistencigereral estos mismos fueron
producto de técnicas vinculadas con la mutagémesistos genes (Dudei al. 1976;
Quinn et al. 1974; Konopka & Benzer 1971). Sin embargo, los partamientos y la
resistencia estan organizados por la interacciampt&a entre genes, que contribuyen a
la manifestacion fenotipica en distintas formass estudios sobre genes de gran efecto
sobre comportamientos determinados y resisten@gecédicas han permitido una

aproximacion que precisa, para ir completando miperabezas, del estudio genémico

11



funcional y de la genética molecular. Las ultimasnicas han permitido disefiar
complejos modelos de estudio que permiten diseacigra la vez sintetizar distintos
trabajos de manera tal que podamos ir construyamtk idea completa de la
arquitectura que subyace en los distintos caractere

El punto de largada para cualquier analisis gemésobre la resistencia es
comenzar por buscar ensayos que permitan mediteega de genética cuantitativa. Si
bien estos ensayos suelen ser complejos, es necésemcar alternativas que nos
permitan acceder a una idea general de la arquitegjenética del caracter de
resistencia que buscamos mediante un ensayo Isim@ge posible. Algunos ensayos
sencillos se han logrado llevar adelante para an géimero de individuos y se los ha
podido conectar con elementos constitutivos “fiehess” de las poblaciones en el
habitat natural (Huegt al. 1992; Hoffmannet al. 2003; Cheret al. 2002; Osbornet
al. 1997; Greenspan & Ferveur 2000; Moehring & Macka94; Anholtet al. 1996;
Mooreet al. 1998; Rothenfluh & Heberlein 2002).

Los caracteres de comportamiento, asi como logesistencia, suelen poder
interpretarse de forma modular, por ejemplo, cuardblamos de cortejo vy
apareamiento eBrosophila, estamos precisando de varios procesos simultameame
como ser el reconocimiento, la orientacion, la fidad, la vibracion de alas y en
dltima instancia la cépula (Osboreeal. 1997; Hall 1994). La variacion fenotipica en
cualquiera de estos componentes puede afectar tejocor el apareamiento en su
totalidad. Cada uno de los ensayos que se puedatuaf sobre el caracter pueden
darnos la idea de que esta sucediendo a niveligemm&n uno o algunos, en el mejor de
los casos, de los componentes de un caracter cjonypéss por esto que son necesario
diferentes tipos de ensayos cuando se quiere diluda arquitectura de un caracter
cuantitativo.

Las diferencias en el fondo genéticgenetic backgroundj pueden afectar
profundamente a los fenotipos de resistencia aéesPor ejemplo, si introducimos un
elemento Pen un definido entorno genético puede causaraltares transcripcionales
en cantidad de genes que poca relacion parecerianéntre ellos (Anhoét al. 2003),
indicando que un solo polimorfismo puede afectaofysmdamente el perfil de
trascripcion, son estos ejemplos los que marcampartancia de controlar el entorno
genético lo mas posible a la hora de avanzar cudies de genética cuantitativa. Es

2 Elemento P: Una familia de elementos transponitplesse usan frecuentemente como herramienta
molecular para generar mutaciones y manipularmbig@ deD. melanogaster
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por esto que una de las herramientas mas poderstadlanomento para los analisis
genéticos de la resistencia bajo entorno genétotralado erD. melanogasteson la
construccion de lineas genéticamente idénticasegamediante lineas isogénicas para
realizar andlisis de mutaciones mediante elemeRosomo lineas endogamicas
recombinantesRIL — “recombinant inbreed lineg”para mapeo de loci de caracteres
cuantitativos QTL - “Quantitative traits loci), también existen otros tantos
procedimientos utilizando lineas mutantes (mutaotessistema GAL4-UAS, SNPs y
otros).

Los caracteres de resistencia son muy sensiblas zariaciones ambientales,
inclusive individuos genéticamente idénticos criad@go condiciones ambientales
controladas pueden presentar variaciones en sastedss. Este factor nos obliga a
contar con muchos individuos a medir para cadaaliagi conseguimos la mayor
precision estadistica posible para estimar las asefdinotipicas de manera tal que se
minimice la varianza ambiental, pensemos que l#&@ei@n fenotipica presente esta
compuesta por dos elementos principales uno e®mpanente genético y otro el
ambiental, en el caso de lineas genéticamenteigdénten una misma linea las
diferencias fenotipicas encontradas solo puedeflicarge por el ambiente, de ahi la
importancia de controlar el ambiente de cria y wiédiasi como asegurar un niamero
de individuos réplicas suficientes para minimizavariacion ambiental en la estima de
la media fenotipica del genotipo.

Los estudios de genética de caracteres cuantisaémDrosophilatipicamente
involucran desde cientos a miles de individuos. ddefio de estos laboriosos
experimentos requiere de particular atencidon emrflestos que pueda tener el ambiente
sobre la expresion del fenotipo complejo a medircdhcepto de “ambiente comun”
utilizado en la genética cuantitativa refiere algquigr condicion ambiental que cause
fenotipos similares entre los individuos que congraesta condicién respecto de otros
individuos que no la compartan (Anholt & Mackay 2R0Por ejemplo, individuos de
Drosophila melanogastasriados en el mismo tubo comparten un ambientecesn
comun, mientras que aquellos que comparten una anexperiencia en un mismo
momento comparten un ambiente temporal comun; tamdbiferentes observadores o
manipuladores son otra fuente de variacion ambietdagamos en cuenta que este
inconveniente representa uno de los mas dificdesponentes de varianza a minimizar
en las mediciones, para dar un ejemplo de ellogreas que en el caso de poder contar

con individuos criados en el mismo tubo, bajo id&st condiciones ambientales
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estandar, medidos en el mismo momento por el migpeyador precisariamos que
ambos individuos emerjan en el mismo momento, y& dg no ser asi estariamos
contando con dos individuos de distinta edad alimgdcon esto ambos individuos
dejarian de tener en comun el tiempo de vida resteomento de la medicion que es
un factor ambiental mas, si quisieramos medir a ambon la misma edad,
probablemente no podamos hacerlo en el mismo monh@iue implicaria que dejaran
de tener un ambiente temporal comun. Puede veesd¢aggituacion es compleja y una
forma adecuada de minimizar la varianza del améieatmediante el uso de muestras
de gran tamairio.

Como si la situacion no fuera lo suficientemenbengleja ya, tenemos que
agregar un elemento mas a la hora de pensar endazefenotipica, no solo tenemos
que tener en cuenta la varianza aportada por létigary la varianza aportada desde lo
ambiental sino que es sumamente importante entgueezxiste un factor mas que es la
interaccion entre estos dos elementos, o seati@ation genotipo-ambiente. Con esto
gueremos marcar gue un mismo genotipo puede pagséistintas respuestas a una
misma medicion segun el ambiente, por ejemplo mbego A puede ser muy resistente
al calor en ambientes de alta humedad pero al lajanmedad este mismo genotipo
puede presentar menor resistencia, asi como puéste an genotipo B que le ocurra
lo contrario (caso c¢ de la Figura 1). Solo en sbaan que la magnitud y el sentido de la
desviacion de un valor fenotipico sea igual paraa@ngenotipos podemos decir que no
hay interaccion genotipo ambiente para esos geywtip para esos ambientes en

particular (caso a de la Figura 1)

a b c
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Figura 1. Interaccion genotipo ambiente. Si diferentes gpostdifieren en el fenotipo con

respecto de los distintos ambientes, eso es coadmteraccion entre genotipo y ambiente.
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Si bien tenemos que aclarar que varios caracteresigen cuantitativo pueden
presentar robustos resultados que sean reprodu@hbldiferentes laboratorios, cuando
los resultados obtenidos en distintos laboratonosson consistentes entre si, esta
discrepancia no necesariamente debe hacernos deidtavalidez de alguno de los dos,
sino que debe pensarse en la posibilidad de no estuando correctamente la
interaccion genotipo ambiente.

Una importantisima fuente de variacion fenotipicadener en cuenta en los
caracteres de resistencia es el efecto de lostdistsexos. Machos y hembras no suelen
separarse en los experimentos de genética cuasatitaxcepto cuando se trata de
experimentos relacionados al cortejo o a la copida. diferencias entre los valores
medios fenotipicos de machos y hembras (dimorfissegual) para caracteres
cuantitativos, incluidos los comportamentales, casho los de resistencia, suelen ser
comunes (Anholet al. 1996; Mackayet al. 1996; Devaud 2003; Belgacem & Matrtin
2002; Helfrich-Forster 2000).

Las variaciones fenotipicas producto del dimorfiseexual pueden ser
evaluadas de forma equivalente a la interacciérotg@misexo como si cada sexo
representase un ambiente diferente, y puede estaiendo si una mutacion o un QTL
afecta a un unico sexo (sexo-especifico), asi caimfecta a ambos sexos en diferente
grado o en sentido opuesto (Rice 1992). El ultimsoces particularmente interesante
porque si los distintos sexos afectan de forma stauen base al fenotipo producto de
una mutacion o de un QTL determinado, esta sitnaeyudaria a mantener la
variabilidad genética para eseci en poblaciones naturales. Claramente, una
apreciacion completa de la arquitectura genétiaandearacter cuantitativo requiere que
los sexos sean medidos de forma separada.

Una aproximacion al estudio de estos caracteragedsante el analisis de lineas
de seleccion para algunos de los componentes ol emtacteres o para los caracteres
en si mismo. La seleccion artificial es una técrdeaevolucion experimental que se
utiliza en organismos modelos desde hace tiemp® sjgue siendo utilizada
exitosamente para generar fenotipos extremos y&vabrrelaciones genéticas entre
caracteres (resumen de trabajos de lineas de iselquara la tolerancia térmica en
Hoffmann et al. 2003). Es mediante estas lineas de seleccion ugdep establecerse
primeramente el tipo de caracter que estamos en@dlanos permite saber si un
caracter es heredable, si es de herencia fuerternaantitativa y a la vez nos permite

establecer correlaciones fenotipicas que nos pammalvanzar sobre estudios mas
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complejos para dilucidar las bases genéticas y qulalees de lo observado en estos
experimentos.

Una de las técnicas de uso relativamente exteraida genética cuantitativa es
el mapeo de QTL en organismos modelos. Este eshadigpermite tener una mirada
sistémica sobre las regiones de un genoma queipgthoadas en la conservacion de la
variacion genética natural en los caracteres daéimts, 0 sea, nos permite evaluar la
arquitectura genética sin tener que interrumpircifumes o anular genes, podemos
analizar parte de la complejidad de la base genédgcestos caracteres con un minimo
de manipulacion genética. Las regiones genomicéigidies como QTL por estos
estudios pueden verse de forma cada vez mas demlimediante mapeos de alta
resolucién o por pruebas de complementacién. Uafidiscompleto podria implicar
hasta la identificacion y validacion de genes adaiis encontrados en un mapeo de
QTL mediante pruebas de complementacion cuanttéitackay 2004).

El emergente de la situacion actual de la genéécearacteres cuantitativos es
de una dindmica superposicion de redes de genexr@tecos (Anholt & Mackay
2004). La actualidad plantea varios desafios arsaltauales son los alcances de los
efectos pleiotropicos en los genes? ¢Hasta donelgepuextenderse los efectos de un
gen y sus interacciones? ¢Como las arquitecturaétiges pueden modificarse en
funcién del ambiente? ¢Qué efecto posee el dimmofisexual en estos caracteres? Y
por ultimo ¢(Como es que las arquitecturas genétiges explican los caracteres
cuantitativos evolucionan? Estos desafios defineturds y presentes areas de
investigacion en la genética cuantitativa, y podesaponderse siendo cuidadosos en la
cuantificacion de los fenotipos, estando atente@ntrno genético de las lineas con las
que trabajamos, los efectos producto del dimorfiserual y prestando particular
atencion a los efectos pleiotrépicos de los genes igtervienen en caracteres

cuantitativos.
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CAPITULO |

“Respuestas directas y correlacionadas a la sel@ecipara la

recuperacion del coma por enfriamiento en Drosohbuzzatii.”

Resumen

La recuperaciéon al coma por enfriamien@hi{l-Coma recovery —CCR€s un
importante caracter para la adaptacion térmicangectos. Multiples fenotipos pueden
ser afectados por la seleccion al CCR si este tesirasta correlacionado genéticamente
con otros caracteres adaptativos. Para evaluagridabilidad de la (co-)variacion en
CCR, examinamos las respuestas directas y cowaktas a la seleccion bi-direccional
para CCR. Una poblacién autéctona Deosophila buzzatiiPatterson & Wheeler
(Diptera: Drosophilidag¢ fue artificialmente seleccionada para el aumentda
disminucién de los tiempos de recuperacion luegtaasxposicion a 0°C. Luego de 18
generaciones de seleccion, la respuesta a la neisr@&LR fue significativa y asimétrica
entre ambos extremos, donde las lineas réplicascé@hadas para lenta recuperacion
CCR mostraron la mas importante repuesta. Otroactaes fueron medidos, la
resistencia al"Knockdown” en altas temperaturas no mostré tener una respuest
correlacionada a la seleccién para CCR. La resistert hambre en moscas adultas no
mostré un patrén de respuesta correlacionada eléacson para CCR, tampoco tuvo
impacto en el tiempo de desarrollo y el tamafio gatp&n principio, CCR no mostré
ningin compromiso“{rade-offs”) genético con ninguno de los mdultiples caracteres
medidos en esta etapa. Este resultado es consistamtestudios recientes de clinas en
D.buzzatij en los cuales CCR no mostrd correlaciones cdierapo de desarrollo y el
tamanfo corporal a través de poblaciones a lo ldegona clina térmica. La adaptacion
al frio puede ser que se vea afectada por fuexzdstigas aumentando la resistencia a
las bajas temperaturas independientemente deisderesa a las altas temperaturas y a
otros caracteres adaptativos.
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Introduccion

La resistencia al estrés por frio es un caraeeéticamente variable en muchas
especies de insectos y en otros organismos (Atigilg009b; Hoffmann & Parsons
1991). En el génerbBrosophila cada especie muestra un rango estrecho espewéfico
temperaturas 6ptimas y un rango mucho mas amplierdperaturas sub-6ptimas en las
cuales estas especies pueden sobrevivir (revisaddia#fmann et al. 2003). La
sensibilidad al frio puede ser un factor importaete el moldeado de los limites
climaticos tanto para la distribucion como parabandancia de las especies de insectos
(Chown 2001; Gibert & Huey 2001; Hoffmanet al. 2004; Kimura 2004). Las
respuestas a la seleccion para los extremos destatapa han sido mas ampliamente
estudiadas erDrosophila melanogasteMeigen (Diptera: Drosophilidae) que en
cualquier otro organismo ectotérmico (Angilletta 2B@0ANngilletta 2009b; Daviet al.
2003; Hoffmann & Parsons 1991; Hollingsworth & Bewl1966; MacMillanet al.
2009; Maynard Smith 1956; Sinclat al.2007). En adultos derosophilay en varios
otros insectos, la resistencia a las bajas tempamtpuede ser medida como la
recuperacion del coma por el enfriamiento (CCR)RGe estima como el tiempo que
el individuo experimental demora en recuperar laihtad una vez que sale del coma
producido por el enfriamiento, este registro terapse efectda a partir del momento en
qgue se lo expone a una temperatura benigna —emaf)@3eC- (Andersoret al. 2005a;
David et al. 1998; Gibertet al.2001). La recuperacion al coma por enfriamientares
de los muchos caracteres fenotipicos que puedanestidos para estimar la tolerancia
a las bajas temperaturas (ver Angilletta 2009b dras organismos ectotérmicos;
Hoffmann et al. 2003). En Drosophila CCR esta intimamente relacionado con
relevantes diferencias ecologicas en la ocupacionides térmicos por varias de las
distintas especies del género, asi como en laaciames geograficas dentro y entre
especies d®rosophila (Andersonet al. 2005a; Davidet al. 2003; Gibertet al. 2001,
Hoffmannet al.2002; Hoffmanret al.2003; Kimura 2004; Kristenseat al.2008).

De los estudios experimentales evolutivos preaslemos concluir que CCR
como méetodo de medicion respecto de la superviaegcirio presentd la ventaja de
permitir la seleccion para ambas direcciones (lgnta@pida recuperacién) con un
procedimiento mucho mas simple que el necesaridaesupervivencia al frio. Sin
embargo, el hecho de que CCR fuese o0 no heredatdeambas direcciones es aun algo

muy poco estudiado (Ej. Mori & Kimura 2008). Esiosp resaltar que en los ultimos
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afnos, un loci de caracteres cuantitativd@u@ntitave trait loci” —QTL} de gran efecto
fue detectado afectando de manera antagonica a CGR coma por calor en
D.melanogastefMorgan & Mackay 2006; Norrgt al. 2008). Sin embargo, otros QTL
encontrados para CCR parecen ser especificos pararacter, sugiriendo que la
resistencia al frio y la resistencia al calor pnése arquitecturas genéticas
mayoritariamente independientes (Noetl al. 2008). Aun asi, respuestas directas y
correlacionadas a la seleccion bi-direccional @2€& deben ser puestas a prueba para
evaluar los posibles costos y beneficios ttade-off” entre los autores angloparlantes)
entre la tolerancia al frio y la resistencia abcéMori & Kimura 2008).

En los experimentos de seleccion artificial, laferéntes poblaciones réplica
exhiben habitualmente importantes diferencias p@gacaracteres de termotolerancia
seleccionados (Chen & Walker 1994; Chen & Walke®3tHoffmannet al. 2003;
Huey et al. 1992; Mori & Kimura 2008). Una de las ventajaslole experimentos de
seleccion artificial es la posibilidad de evaluar solo las respuestas directas, sino
también las respuestas correlacionadas a la s@tebcidireccional. En este estudio,
pusimos a prueba si la respuesta a la selecci@ @a@R es significativa cuando se
selecciona en ambos sentidos posibles. Para evahsarprobables respuestas
correlacionadas a la seleccion bi-direccional sdb@R consideramos los siguientes
caracteres: la resistencia al coma por calor Kmotkdown resistance to high
temperatura”, —-KRHT), el tiempo de desarrollo (adévelopmental time” —D); el
tamafo corporal (o Body size” —-BS; la resistencia al hambre (ostarvation
resistance” —SR-y la resistencia al etanol (s€Sistance to ethanol vapor’” —REV-

Las relaciones entre los caracteres suelen searsanie complejas y los
resultados de los estudios dificilmente puederc@@parados, menos aun cuando estos
son realizados sobre distintas especies o distpubkaciones (Hoffmanet al. 2003).
Por ejemplo, segun algunos trabajos previos |atastia al calor (KRHT) puede ser
afectada por la seleccién artificial para CCR sstexun fuerte compromiso genético
(“trade-offs”) entre la resistencia al frio y al calor (Hoffmaeinal. 2002; Morgan &
Mackay 2006; Norryet al. 2008; Overgaard & Sorensen 2008). Sin embargosotr
estudios no encontraron una correlacion negatiaaistente entre la tolerancia al frio y
al calor (Andersoret al. 2005b; Bubliy & Loeschcke 2005; Sorensenal. 2005).

Anderson et al. (2005) pudieron observar que |kecs®n para rapida
recuperacion al coma por enfriamiento no tuvo inpaa la recuperacion del coma por

calor en una poblacién experimental DlemelanogasterMori & Kimura (2008) solo
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encontraron una relacion deébil unidireccional y eolgleterminadas condiciones
experimentales.

El tiempo de desarrollo puede también estar vaumla interacciones con la
adaptacion térmica (Mori & Kimura 2008). Por ejemplke descubrieron clinas
altitudinales para el tiempo de desarrollo, quedpuestar relacionadas con la seleccion
por caracteres de termotolerancia Brosophila buzzatii(Sambucettiet al. 2006).
También, la resistencia al hambre puede estarindiada indirectamente por el tamafio
corporal, donde tamafios corporales mayores pefemitaimacenar mayores cantidades
de lipidos, generando asi clinas térmicas altituelinpara la resistencia al hambreDen
buzzatii(Sorenseret al.2005). Por ultimo, la tolerancia al etanol puesta @inculada a
la resistencia al frio segun algunos trabajos peeiiry 2003; Hoffmanmet al. 2003).

En este estudio nosotros probamos las posibleslaciones de los multiples caracteres
mencionados previamente con la respuesta a lacg®idu-direccional sobre CCR.
Objetivos:
» Evaluar si CCR es utaracter heredable
 Si es heredable, evaluar si lo es parmabos extremosy si se obtienen
respuestas simeétricas la presion de seleccion
e Si es heredable, evalugosibles correlacionescon otros caracteres que
presentan relacion con la respuesta al frio erbleografia.

Materiales y Métodos

Para este estudio, nosotros seleccionamos afifiente en la especie
cactofilica D. buzzatiitanto para rapida como para lenta recuperaciocomla por
enfriamiento.

Las moscas fueron seleccionadas desde de unadeepsboratorio que fue
generada a partir de un muestreo en una poblaeithimah a mediados de abril de 2003
en la localidad de Chumbicha, Provincia de CatamdRepublica Argentina (28°52’ S,
66°15" O). El tratamiento selectivo para la recapgm al coma por enfriamiento se
comenzo a aplicar una vez pasadas 35 generacioneklaboratorio, dado que este
periodo transcurrido entre la recoleccion de lascawy el comienzo del tratamiento
selectivo permitio trabajar con individuos ya adalps a condiciones de laboratorio, de
lo contrario, de haber comenzado con el tratamisatectivo inmediatamente después

de la recoleccion de las moscas no se podria ddierela seleccion del caracter de
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interés de la seleccion producto de las condicialeetaboratorio, condicién que para
las moscas recolectadas representa un tratamigetdigo (Sgro & Partridge 2000). La
seleccidn se llevo a cabo de la siguiente manersegaré a la poblacién base en nueve
subpoblaciones independientes, tres de ellas fueseleccionadas para lenta
recuperacion al coma por enfriamientsl¢tv chill-coma recovery” — SCQRotras tres
para rapida recuperacion al coma por enfriamiefitap{d chill-coma recovery” —
RCCR vy las ultimas tres no se seleccionaron en ninggmtido y fueron utilizadas
como controles. Ambos tratamientos selectivos fuesplicados durante siete
generaciones de forma consecutiva, luego se agllisdsmo tratamiento generacion de
por medio durante otras 21 generaciones (la Ultymaeracion obtenida luego del
tratamiento fue la generacién 28 (G28) contandoae$ comienzo de la seleccion, en
este punto el total de generaciones acumuladasel@ecen fue 18). Para evitar
cualquier posible variacion circadiana, tanto loscpsos de seleccion como todas las
mediciones de respuesta a distintos estrés (CCRITKRREV) se realizaron entre las
11:30 h y 15:30 horas, ya que se conocen carademesarian su respuesta luego del
atardecer, incluso en moscas criadas en labord@®oi@nsen & Loeschcke 2002).

Los tratamientos selectivos se hicieron de laisiga manera. Moscas de 4 dias
de edad adulta (o sea, 4 dias luego de la ecloBién)n ubicadas en tubos vacios y
colocadas durante 20 horas dentro de un reciptént@ico que contenia hielo molido
(0°C), este recipiente fue colocado a su vez erhabd#acion refrigerada (4°C). Luego
de las 20 horas, las moscas fueron puestas nueieam2hs°C.

Para cada linea réplica de SCCR, en cada generad@& seleccion,
aproximadamente el 30% de los individuos que mastréos valores mas lentos de
recuperacion al coma por enfriamiento fueron sedeacilos como progenitores para la
siguiente generacion, luego de la seleccion quedarg@romedio 350 moscas por linea
réplica para fundar la siguiente generacion. P&&IR, se utilizaron como progenitores
de la siguiente generacion el 30% de las moscaspgesentaron los valores mas
veloces de recuperacion al coma por enfriamiemaiopien se utilizaron en promedio
350 individuos para fundar la generacion siguienke seleccion. Por ultimo, las lineas
Control fueron mantenidas simultaneamente juntoetqgmoceso selectivo de las lineas
SCCR y RCCR en condiciones estandar de laboraadi?C.

Todas las lineas fueron mantenidas en 5 botedi@naar, con un promedio de
70 individuos adultos por botella. Las botellasaedar en este estudio fueron botellas

de 125 ml que contenian aproximadamente 30 ml dbBonae cultivo (de aqui en mas
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nos referiremos a este medio como botellas estaledeultivo). Como medio de cultivo
paraDrosophila utilizamos durante el experimento puré instantashegapas, agua y
levadura viva disecada.

La respuesta a la seleccion para CCR fue meditisegeneraciones G8, G15 y
G28 respecto del inicio del tratamiento selectigengraciones 7, 11 y 18 de seleccion
respectivamente) en moscas de 4-5 dias de edadnfealir CCR, las moscas fueron
sexadas usando un tratamiento de frio a 0°C duamténutos (las moscas quedan
inmoviles a esta temperatura). Las moscas una esadas fueron transferidas
inmediatamente a tubos vacios y colocados durdhteoas en un recipiente térmico
con hielo granizado (0°C) que a su vez fue deplsitn una habitacion refrigerada
(4°C). Luego de las 20 horas a 0°C, volvimos a pamdas moscas a 25°C.
Consideramos al tiempo de recuperacion desde ek gmmenfriamiento (CCR) como
el tiempo que le llevd a cada individuo incorpogaobre sus patas medido en
segundos (Norret al.2008)

Una vez que se completd esta etapa de selecci8),(@rios caracteres fueron
medidos en todas las lineas réplicas para poner uabar posibles repuestas
correlacionadas a la seleccion para CCR. En primgar, medimos KRHT para
alrededor de 30 moscas de 4-5 dias de edad paryliper sexo. Las moscas de ambos
sexos fueron liberadas simultdneamente en una ocalyrara knockdown estabilizada a
37,5+ 0,5°C (ver figura 1)
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Ingreso de |a5 Mmoscas

f'r l Agua hacia

el bafio térmico

\ K'&_ 1

_f Agua desde
Salida de el bafio térmico
las moscas

Figura 1. Columna de&knockdowrutilizada para medir KHRT. Mediante un bafio térmjama
bomba de circulacion se logra una temperaturaiimtestable en la columna de 37,5 £+ 0,5 °C.

La columna tiene una dimensién de 5 cm de didnpetr®2,5 cm de alto.

La resistencia al coma por alta temperatura seénudiectando mediante un
tubo puesto en la salida inferior de la columnamascas que fueron cayendo producto
del estrés térmico que les obliga a perder el obptstural. Se colectaron las moscas
gue iban cayendo en los tubos que fueron reemplagéncada 30 seg comenzando a
partir del momento de introducir las moscas erplarona hasta que la dltima de ellas
abandond la misma por su parte inferior. Se tont@gbktro de los tiempos para cada
individuo y se realizo el andlisis para cada sexosgparado.

La resistencia al hambres(arvation resistance” — SR fue medida utilizando
entre 5 0 6 tubos réplica para cada linea, en gadale ellos se colocaron 10 machos
junto con 10 hembras de 2 o 3 dias de edad. Egtos {2 x 11 cm) contenian 5 ml de
solucion de agar-agua. Los tubos fueron conservaui@ste toda la medicion a 25°C y
la mortalidad fue registrada tres veces por dia (8 — 20 horas) hasta que la ultima
mosca murio.

El tiempo de desarrollo y el tamafio corporalef/felopmental time” — DT —y
“thorax length” — TL - este ultimo como indice del tamafio corpoifadidy size” — BS

-) fueron medidos en individuos criados a una dadsidrvaria estandarizada (100
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huevos para cada botella de 250 ml con 30 ml dearssl cultivo) en dos botellas
réplicas por linea. Para medir el tiempo de dedarsel registro durante tres veces al dia
(8 — 14 — 20 horas) la cantidad de individuos ect@slos. La temperatura durante todo
el experimento fue de 25°C. Por ultimo, en estpagtae midio el tamafio del térax
como indice del tamafio corporal en las moscas ienldas en el experimento de
tiempo de desarrollo. Para esto se tomo la distamtre el margen anterior del térax y
la protuberancia posterior dstutellumusando un ocular con micrometro con un
aumento de 40x.

Luego de 27 generaciones de descanso consecwivdsnde no se seleccion6
ni se midié ningun caracter se volvieron a retomstas lineas para efectuar unos
ultimos experimentos con las mismas. Para ello@&dnun tratamiento selectivo como
el ya descripto anteriormente durante 6 generasi¢@ale seleccion y 3 de descanso
intercaladas) con el objetivo de minimizar los &fecde la deriva génica y la
acumulacion de mutaciones producto de la faltaeteesion artificial durante un tiempo
prolongado.

Una vez terminado con este pequefio tratamienéetsal se procedidé a medir
tanto el caracter seleccionado nuevamente como ewvoncaracter que posiblemente
estuviese correlacionado con el tratamiento selecti

Todos los individuos experimentales de cada lifieeron criados bajo
condiciones estandarizadas a 25°C bajo un ciclb2eleoras de oscuridad/12-horas de
luz manteniendo las condiciones hasta aqui utilzguaa la cria de los individuos
experimentales en todos los experimentos.

Para cada una de las lineas réplicas y para exda s mediciones réplicas de
aproximadamente 20 moscas cada una, fueron retfistrara CCR como se describio
anteriormente. En esta oportunidad se conté copragrama desarrollado por el autor
de esta tesis especialmente diseflado para llevdarae este tipo de registro que
permiti6 medir una mayor cantidad de individuos reenor tiempo aumentando
considerablemente la precision y eficiencia delomé@t{ver ANEXO ). El analisis
estadistico efectuado en esta oportunidad fuentbstiel realizado en la G28 debido a
que en ese momento no contdbamos con una cantidaierse de individuos y
réplicas, en esta oportunidad utilizamos el tiento recuperacion media (MRT),
entendido como el momento en que el 50% de las asosg una muestra se habia
recuperado, este valor fue estimado para cada rauesh el programa SigmaPlot
(SPSS Inc., Chicago, IL) (para mas detalles sdomeéeodo estadistico ver Bergetral.
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2004). Los valores de MRT de las 5 repeticionepregnediaron para obtener una
estimacion de CCR para cada linea réplica y caxia Jambién se realizd el analisis
con las medias de cada muestra en lugar del MRTahds ver si los métodos
estadisticos utilizados en las distintas etapassgnificativamente distintos.

En esta misma generacion (G34 de seleccion, 2&les mas las 6 de esta
Gltima etapa) se midié la resistencia al vaportdea (‘resistance to ethanol vapor'—
REV ) para analizar la posible correlacién de estectaraon el tratamiento selectivo.
REV se midié como la proporcion de individuos geergantienen activos en tubos de
vidrio (11cm de largo y 2,5 cm de diametro). Pazpasar a ambos sexos se utilizo
tratamiento de anestesia con CO2 por lo menos 4& famtes del ensayo, se colocaron
en cada tubo 20 a 25 moscas de 5 dias de edaddde sexo de cada linea
réplica. Utilizamos 5 muestras réplicas para cada de las lineas y para cada
sexo. Todas las medidas se realizaron a 25 ° C.

Para el tratamiento de estrés, las moscas fueqmmestas 10 min en un tubo
invertido con tapdon de algodén embebido en una Ewlude etanol/agua (70:30)
cubierto por un tul (figura 2). Después de 10 narasoto la proporcidon de individuos
que fue capaz de sostenerse sobre sus piernagi@ruca de los tubos (para ver un
método similar ver Hoffmann & Parsons 1993). Ebvahedio de las proporciones para
los 5 viales, multiplicado por 1000, se utiliz6 pabtener la estimacion final de REV

para cada linea.

Tubo e M
Invertido -’e <+ oscas
E activas
e&‘l L Mosca
TUl —] 1 en coma
L S p——— ;

en etanolagua
(70:30)

Figura 2. Diagrama de tubo invertido utilizado para la megiae la resistencia a los vapores
de etanol (REV).
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Resultados

Las lineas respondieron de forma significativaaaséleccion para CCR. La
diferencia entre los tratamientos RCCR y SCCR faegmalmente significativa para la

G8 y altamente significativa tanto para la G15 cea@ la G28 (Figura 3; Tabla 1).

Tabla 1. Prueba de ANOVA realizado para evaluar las posilliéerencias en los valores
medios de CCR eDrosophila buzzatientre las lineas seleccionadas y las controleslpas8,

G15 y G28 desde el comienzo del experimento delézsion.

G8 G13 G28
Fuente de variacion df. M5 F d.f. MS P d.f. MS F
(1) Seleccion para CCR. 2 10121 417 464 2 511.847 27, 5,527 2 59 730 691 3
(2) Replicas dentra de (1) & 2331 734 326 a 93 507 355 f.50% & 28 537 658 4.55*
(3 Hexo 1 260 391 11& 1 23 250313 1.64 1 288 684 T
(1)*(3) 2 657 300 0.80 2 #BAA 723 fe2 2 355 482 0.57
(217 (3) 6 720 892 093 f 14 191 372 250" f 626 727 .64
Dentro 529 771 070 730 6 144 338 | 465 aan 734
P05 P,

M3, cuadrados medios; df, grados de libertad

De cualquier manera la respuesta a la selecciéadumétrica, con una mayor
respuesta para SCCR que para RCCR (la prueba deastera posteriori Tukey-
Kramer: P<0.05; Figura 3). La seleccién para CChmsenté dimorfismo sexual para
ninguna generacion experimental medida en el enSada 1).

A B
1.0 7 machos 1.0+ hembras
& e
o
o
-4
-
m
-
=
L]
=
-]
-
=
:F]
= -1.0 T T 1 -1.0 v T '
o 10 20 30 ] 10 20 30
Generacidn Generacion

Figura 3. CCR en las lineas réplicas para los machos (Arg fas hembras (B) d@rosophila

buzzatii seleccionadas para SCCR (triangulos) y para RGfoRd(ados). Las lineas control
(circulos vacios) no fueron seleccionadas paradnirgaracter. CCR fue medido luego de la
exposicion a 0°C en las generaciones G8, G15 y B@&sta figura los valores de CCR se
presentan como el valor medio para cada lineaidwvidl promedio de los controles de esa
generacion [Xi' = (Xi — Cm)/Cm], donde Xi es el salmedio de CCR en la linea “i"y Cm es el

valor medio de CCR para las tres lineas contr@sangeneracion.
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Los resultados para KRHT indicaron que este caraxi se vio afectado por la
seleccién para CCR en la poblacién en estudio (&igB; Tabla 2). El resultado para
SR presentd efectos significativos para el efetrteal asi como para el efecto sexo
[ANOVA con efectos fijos “Seleccion para CCR” (1)‘$exo” (2), y efecto aleatorio
“réplicas dentro de (1)” (3); (1), = 14.90, P<0.01; (2); = 31.15, P<0.001; (3)sk
=9.95, P<0.01 ; las interacciones entre los fast@weron no significativas: (1)x(2) &
= 2.60, P>0.05; (2)x(3) 1030 = 1.30, P>0.05]. Sin embargo, la prueba de caetras
posteriori de Tukey-Kramer indicO que la respuedth caracter SR respecto de la
seleccion para CCR no es sencilla, las lineas @iiumenos resistentes para SR que
SCCR y que RCCR (P<0.05 y 0.01, respectivamengeir&i4D).

Tabla 2. Prueba de ANOVA para las diferencias entre lasainde seleccién de CCR vy las
lineas control dddrosophila buzzatiipara los siguientes caracteres: KRHT, DT y TL &n |

generacién G28.

KRHT DT TL
Fuente de varacion dif, M5 F df ME F d.f M5 F
1) Beleceion para CCR. 2 B psa. 634 1.41 2 L1908 1.04 2 0.351 167 443
12) Réplicas dentro de (1) ] f 446 364 4,727 f 12001 155 6 0079277 Res™
(3)Sexo | 10 817 260 b 1 8979 I1.9* | 4, 480 HRY ARE***
(1)7(3) 2 2221 598 167 2 443 (.59 2 0002055 (.22
12)%(3) 6 1365 183 203 & 775 2,43 ] D009 167 039
Dentro | 434 B7E 208 799 319 162 002358
*P=l05; ** P01 27 P 0001

M3, cuadrados medios; df, grados de libertad

Los caracteres DT y TL no parecen ser afectadodapeeleccion para CCR
(Figura 4A,C; Tabla 2). Es interesante mencionar tpoos los caracteres antes
mencionados a excepcion de CCR presentaron difagesignificativas entre los sexos
mientras que no se encontrd interaccion entre gdaoseleccion para CCR que fuese

significativa.
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Figura 4. Valores medios de cada linea (x Error estandarx pada caracter medido en
Drosophila buzzatien la G28. SCCR corresponde a las lineas régalascionadas para lenta
CCR, RCCR corresponde a las seleccionadas pamdar@}fftR y C corresponde a las lineas

control (no seleccionadas). Simbolos rellenos yiogmcorresponden a machos y hembras

respectivamente.

Por udltimo, la medicion de CCR efectuada en la,38dgo de la seleccion
durante 3 generaciones mas, fue analizada tarddgsmmedias, de la misma forma que
para las generaciones anteriores, como para esianédtadistico propuesto por Berger
et al. (2004). Para ambos casos se puede obsefandias altamente significativas
para el efecto del tratamiento selectivo, mientyas el efecto sexo, consistentemente
con lo visto en las mediciones efectuadas en geoees previas, no mostrd
diferencias significativas, asi como tampoco seesfason valores significativos para
las interacciones entre los efectos. Cuando reatizael contraste a posteriori de
Tukey-Kramer vemos que para esta medicion la IRE&R difiere significativamente
de SCCR y C, no asi estas dos ultimas que no mastdiferencias entre ellas (Tabla
3). La medicion de REV reveld un interesante tasgol, el efecto tratamiento fue
significativo, al realizar los contrastes, RCCRw®la mostrar diferencias significativas
respecto a SCCR y C, no asi estas dos ultimas cusmndhs comparé entre ellas. El
efecto sexo no fue significativo para este cara@iabla 3). El resultado de REV fue
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similar al obtenido para CCR en esta Ultima gemn@nasugiriendo que existe una

posible correlacién genética entre ambos caracteres

Tabla 3. Prueba de ANOVA para las diferencias entre lasainde seleccién de CCR vy las
lineas control d®rosophila buzzatipara CCR, también para el mismo caracter analipado
el estadistico MRT -CCR(MRT)- segun Berger et &l02y por Ultimo para REV en la

generacién G34.

CCR CCR (MET) REWV
Fuente de variacion d.fi M5 F d.f M5 F df M5 F
(1) Seleccion para CCR. 2 164518667 £ 5 I 11294459 1773+ 2 5204 24 2k
2] Réplicas dentro de (1) 6 7405641 3.87 & 636864 5,90% il 214 0,18
13} Sexo 1 1854915 0:99 1 89590 0,83 1 188 0,25
(1)7E3) 2 1188090 0.63 2 104855 0,97 2 89 0,03
£2)%(3) a 1913646 3.47%* il 107408 0,74 g 1159 3,00%*
Dentro 1386 551205 2 140512 92 290
P05 > P01

M3, cuadrados medios; df, grados de libertad

Discusion

La recuperacion al coma por enfriamiento (CCRpoesdio significativamente a
la seleccion artificial, asi es como SCCR divergitstancialmente de RCCR. Las
diferencias en CCR fueron mayores entre SCCR y 1@ &28 que en la G15, mientras
que las diferencias entre RCCR y C fueron aproxamahte las mismas entre G28 y
G15 (Figura 3; Tabla 1). La relacion entre la ligeatrol y las lineas seleccionadas se
invirtid6 en la G34. Estos resultados, en princigimdican que CCR es un caracter
heredable erD. buzzatii como recientemente se evidencidé en otras espeges
Drosophila (Andersonet al. 2005a; Mori & Kimura 2008), pero, en principio la
respuesta a la seleccibn mostré ser mayor para Si€Rpara RCCR. Este patron
asimétrico de respuesta también fue encontradD.erelanogaste(Mori & Kimura
2008) y permite suponer que o bien la poblaciére ks encontraba parcialmente
adaptada al frio o bien CCR es un caracter bajwdaion de la seleccién natural sin
fuertes compromisos otrade-offs” (Andersonet al. 2005a; Mori & Kimura 2008).
Drosophila buzzaties una especie expuesta a bajas temperaturasedarameierno en
el sitio de origen de la poblacion base (Natyal. 2006; Sorenseat al. 2005). Por lo
tanto, alelos que confieran mayor rapidez para @U&den encontrarse en mayores
frecuencias en la poblacion base que aquellos afglesretardan la CCR, resultando

esto en un patron asimétrico de respuesta a lecgatebi-direccional como se observa
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en este estudio. Una vez relajada la presion ae@éh, y transcurrida una cantidad
importante de generaciones antes de la ultima mdedibe CCR es de esperar que
mutaciones se acumulen en las poblaciones y quefdotos de la deriva se hagan mas
evidentes en las mismas, es por eso que nos vibl@gados a retomar la seleccion
durante unas tres generaciones para disminuifézsos de las mutaciones y la deriva.
Durante este proceso las lineas C no fueron maddis. La inversion del patron
respecto de la respuesta a la seleccion para la d@8dle RCCR mostré las mayores
diferencias respecto a C se puede explicar debldcaaumulacion de mutaciones vy el
efecto de la deriva producto de la numerosa cahtigageneraciones que pasaron hasta
retomar el trabajo con estas lineas selectivas¢rat & Mackay 1996).

Respuestas correlacionadas para lineas seleccgoeadzaracteres relacionados
con el estrés térmico suelen ser frecuentes (dwviem Hoffmannet al. 2003). De
cualquier manera, las correlaciones entre caractavesiempre son consistentes entre
las distintas especies (Hoffmaen al. 2003; Mori & Kimura 2008). Sin embargo, la
seleccion para CCR en este estudio@dyuzzatiino tuvo ningan impacto en KRHT, lo
gue no solo es consistente con estudios de sateenld.melanogaste(Andersonet al.
2005a; Mori & Kimura 2008) sino también con la ausa de clinas altitudinales
opuestas para la resistencia a la baja y alta tetuypa estudiadas recientemente en
D.buzzatii (Sorenseret al. 2005). Este patron consistente entre distintasoésp de
Drosophila para la respuesta a la seleccion y la correlasdportan ain mas la
hipotesis que los limites para la resistencia laajas temperaturas pueden evolucionar
incrementando esta resistencia independientemenkesdamites para la resistencia a
las altas temperaturas (Andersairal. 2005a).

Nosotros no encontramos evidencias de compronfisade-offs” genéticos
entre CCR y los caracteres como DT, tamafio corpdilal y SR a 25°C (Figura 4). Sin
embargo, encontramos, en la G34, evidencias d@asihle correlacion genética entre
el régimen selectivo para CCR y REV. Esto se hau#icplarmente evidente para
RCCR que es la linea selectiva que presenta laedifias significativas incrementando
la velocidad para CCR y mejorando la resistencia p&V respecto de C y de SCCR.
Es en este contexto que podemos decir que pardraayssblacion deD.buzzatii
incrementar significativamente la respuesta al miediante la seleccion artificial de
CCR acarrea el incremento a la tolerancia a losnegpde etanol. Esta correlacion tiene
antecedentes anteriores@nmelanogastey suele presentarse en estudios con roedores

(Alkana et al. 1987; Phillips 2006). Esta correlacion puede estgslicada por la

33



importancia del metabolismo de lipidos tanto paraekistencia al frio como para la
resistencia al etanol (Griew al. 1979; Heberleiret al.2006; Ohtsiet al. 1998)

34



Bibliografia del Capitulo |

Alkana, R. L., Bejanian, M., Syapin, P. J. & Firih, A. (1987). Chronic Functional
Ethanol Tolerance in Mice Influenced by Body-Tengbere During AcquisitionLife
Sciences41, 413-420.

Anderson, A. R., Hoffmann, A. A. & McKechnie, S. WW2005a). Response to selection
for rapid chill-coma recovery in Drosophila melaaster: physiology and life-history
traits. Genetical Researci5, 15-22.

Anderson, A. R., Hoffmann, A. A., McKechnie, S. Wmina, P. A. & Weeks, A. R.
(2005b). The latitudinal cline in the In(3R)Payngarsion polymorphism has shifted in
the last 20 years in Australian Drosophila melastgya populations.Molecular
Ecology,14, 851-858.

Angilletta, M. J. (2009a). Looking for answers tmestions about heat stress:

researchers are getting warnfeunctional Ecology23, 231-232.

Angilletta, M. J. (2009b)Thermal Adaptation: A Theoretical and Empirical 8yesis

Oxford: Oxford University Press.

Berger, K. H., Heberlein, U. & Moore, M. S. (2008apid and chronic: Two distinct
forms of ethanol tolerance in Drosophilalcoholism-Clinical and Experimental
Research28, 1469-1480.

Bubliy, O. A. & Loeschcke, V. (2005). Variation tfe-history and morphometrical
traits in Drosophila buzzatii and Drosophila sirmdacollected along an altitudinal

gradient from a Canary islanBiological Journal of the Linnean Socie84, 119-136.

Chen, C. P. & Walker, V. K. (1994). Cold-Shock dldilling Tolerance in Drosophila.
Journal of Insect Physiolog¥0, 661-669.

Chen, C. P. & Walker, V. K. (1993). Increase ind=8hock Tolerance by Selection of
Cold Resistant Lines in Drosophila-Melanogadiological Entomologyl8, 184-190.

Chown, S. L. (2001). Physiological variation inséats: hierarchical levels and
implications.Journal of Insect Physiology,7, 649-660.

35



David, J. R., Gibert, P., Moreteau, B., Gilchrigt, W. & Huey, R. B. (2003). The fly
that came in from the cold: geographic variatiomeziovery time from low-temperature
exposure in Drosophila subobscuranctional Ecologyl7, 425-430.

David, R. J., Gibert, P., Pla, E., Petavy, G., Kafa. & Moreteau, B. (1998). Cold
stress tolerance in Drosophila: Analysis of chifin@a recovery in D-melanogaster.
Journal of Thermal Biology23, 291-299.

Falconer, D. S. & Mackay, T. F. C. (1996)troduction to quantitative geneticEssex,
U.K: Addison-Wesley Longman.

Fry, J. D. (2003). Detecting ecological trade-affsng selection experimentscology,
84, 1672-1678.

Gibert, P. & Huey, R. B. (2001). Chill-coma temgeire in Drosophila: Effects of
developmental temperature, latitude, and phylogé&tysiological and Biochemical
Zoology,74, 429-434.

Gibert, P., Moreteau, B., Petavy, G., Karan, D. avid, J. R. (2001). Chill-coma
tolerance, a major climatic adaptation among DrosapeciesEvolution, 55, 1063-
1068.

Grieve, S. J., Littleton, J. M., Jones, P. & JoBnR. (1979). Functional Tolerance to
Ethanol in Mice - Relationship to Lipid-Metabolisndournal of Pharmacy and
Pharmacology31, 737-742.

Heberlein, U., Scholz, H., Kong, E., Lee, S. & BargK. H. (2006). Mechanisms of
ethanol tolerance in Drosophilalcoholism-Clinical and Experimental Resear@,
269A.

Hoffmann, A. A., Anderson, A. & Hallas, R. (200®)pposing clines for high and low

temperature resistance in Drosophila melanogdsteiogy Lettersh, 614-618.

Hoffmann, A. A. & Parsons, A. (1991kvolutionary Genetics and Environmental

Stress Oxford: Oxford University Press.

36



Hoffmann, A. A. & Parsons, P. A. (1993). Selectfon Adult Desiccation Resistance
in Drosophila-Melanogaster - Fitness ComponentsivdlaResistance and Stress
CorrelationsBiological Journal of the Linnean Societ}g, 43-54.

Hoffmann, A. A., Sgro, C. M. & Weeks, A. R. (20043hromosomal inversion
polymorphisms and adaptatiofrends in Ecology & Evolutiori,9, 482-488.

Hoffmann, A. A., Sorensen, J. G. & Loeschcke, ¥0(Q3). Adaptation of Drosophila to
temperature extremes: bringing together quantitatneg molecular approachesurnal
of Thermal Biology28, 175-216.

Hollingsworth, M. J. & Bowler, K. (1966). The dew in ability to withstand high
temperature with increase in agelrosophila subobscur&Experimental Gerontology,
1, 251-257.

Huey, R. B., Crill, W. D., Kingsolver, J. G. & WeheK. E. (1992). A Method for
Rapid Measurement of Heat Or Cold Resistance ofllSnsects.Functional Ecology,
6, 489-494.

Kimura, M. T. (2004). Cold and heat tolerance odstphilid flies with reference to
their latitudinal distributiongOecologia,140, 442-449.

Kristensen, T. N., Hoffmann, A. A., Overgaard, 3grensen, J. G., Hallas, R. &
Loeschcke, V. (2008). Costs and benefits of cotdlismation in field-released
Drosophila.Proceedings of the National Academy of SciencabeotJnited States of
America,105, 216-221.

MacMillan, H., Walsh, J. & Sinclair, B. (2009). &heffects of selection for cold
tolerance on cross-tolerance to other environmergakssors in Drosophila
melanogasteinsect Sciencel,6, 263-276.

Maynard Smith, J. (1956). Temperature tolerana aeclimatization in Drosophila

subobscuralournal of Experimental Biology4, 85-96.

Morgan, T. J. & Mackay, T. F. C. (2006). Quantuattrait loci for thermotolerance
phenotypes in Drosophila melanogaskégredity,96, 232-242.

37



Mori, N. & Kimura, M. T. (2008). Selection for rapand slow recovery from chill-
and heat-coma in Drosophila melanogaggeological Journal of the Linnean Society,
95, 72-80.

Norry, F. M., Sambucetti, P., Scannapieco, A. CLdeschcke, V. (2006). Altitudinal
patterns for longevity, fecundity and senescencd@rimsophila buzzatiiGenetica,128,
81-93.

Norry, F. M., Scannapieco, A. C., Sambucetti, Pestédi, C. I. & Loeschcke, V.
(2008). QTL for the thermotolerance effect of hleatdening, knockdown resistance to
heat and chill-coma recovery in an intercontinesttl of recombinant inbred lines of

Drosophila melanogastévlolecular Ecology 17, 4570-4581.

Ohtsu, T., Kimura, M. T. & Katagiri, C. (1998). WaDrosophila species acquire cold
tolerance - Qualitative changes of phospholipiElstopean Journal of Biochemistry,
252, 608-611.

Overgaard, J. & Sorensen, J. G. (2008). Rapidntakradaptation during field

temperature variations in Drosophila melanoga&§igrobiology,56, 159-162.

Phillips, K. (2006). Ethanol tolerance in temperBrosophilaJournal of Experimental
Biology, 209, iii.

Sambucetti, P., Loeschcke, V. & Norry, F. M. (2p0OBevelopmental time and size-
related traits in Drosophila buzzatii along an tattinal gradient from Argentina.
Hereditas,143, 77-83.

Sgro, C. M. & Partridge, L. (2000). Evolutionagsponses of the life history of wild-
caught Drosophila melanogaster to two standard odsthof laboratory culture.
American Naturalist, 156, 341-353.

Sinclair, B. J., Nelson, S., Nilson, T. L., Robeis P. & Gibbs, A. G. (2007). The
effect of selection for desiccation resistance avld ctolerance of Drosophila

melanogasteiPhysiological Entomologyd2, 322-327.

38



Sorensen, J. G. & Loeschcke, V. (2002). Naturaptation to environmental stress via
physiological clock-regulation of stress resistaimcBrosophilaEcology Letters5, 16-
19.

Sorensen, J. G., Norry, F. M., Scannapieco, A. C.o&schcke, V. (2005). Altitudinal
variation for stress resistance traits and therabptation in adulDrosophila buzzatii

from the New WorldJournal of Evolutionary Biologyl8, 829-837.

39



CAPITULO Il

“Estudio de QTL para los efectos de la recuperaci@ coma por
enfriamiento en un panel intercontinental de lineasecombinantes

endocriadas (RIL) de Drosophila melanogaster.”

Resumen

La tolerancia térmica, en particular la recupena@l coma por enfriamiento es
un importante fenotipo para la adaptacion térmigainsectos y otros organismos.
Drosophila melanogasters una especie cosmopolital®sophila habita regiones del
globo con muy variadas temperaturas y con difeseateplitudes térmicas. Siendo que
la temperatura es uno de los mas importantes &sctpe moldea la distribucion y los
alcances de las diferentes poblaciones y espewtesmeamos relevante el estudio de la
arquitectura genética correspondiente a caractetasionados con la recuperacion al
frio. Es reconocida la pertinencia de utilizad@sophilacomo modelo de estudio, son
muchos los trabajos de investigacion realizado®sta género que versan sobre la
resistencia o la recuperacion al frio. Medianteusb de técnicas desarrolladas
recientemente se ha logrado avanzar en el conotioniie la arquitectura genética de la
respuesta a la exposicion al frio, pese a est@psons aun los trabajos que profundizan
en el conocimiento de las bases genéticas de a&steter. Para comenzar a entender e
identificar los genes que controlan la respuestdalse utilizé una poblacion de lineas
recombinantes endocriadas (RIL) disponibles eal@ratorio GERES para mapear loci
de caracteres cuantitativos (QTL) que afecten ta@ei@n en la recuperacion al frio en
adultos. La poblacibon mapeada deriva del cruzamieentre dos lineas de
D.melanogaster una de Australia y otra de Dinamarca, denominagid y D48
respectivamente, que fueron originalmente selecdemmagara fenotipos relacionados
con la tolerancia a las altas temperaturas. Alzaalin mapeo de intervalos compuestos
se identificaron 3 QTL en uno de los paneles y saltas hembras. Un QTL encontrado
en el cromosoma 2 explica el 18% de la varianzatipica. Algunos de los genes
potencialmente candidatos incluidos dentro de déagones de los QTL que hemos
encontrado fueron identificados y discutidos. Lo$LQde mayor efecto fueron
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consistentes entre el presente estudio y otros iestpdevios que fueron basados en

muy diferentes poblaciones de mapeo.

Introduccion

Los animales salvajes dependen para la adaptades condiciones de cambio
climatico y temperaturas extremas no solo de lowtipos para los caracteres de
herencia simple, sino también de los fenotiposallaateres cuantitativos que afectan la
tolerancia térmica (Hoffmann & Parsons 1991; Hoffimat al. 2003; Hoffmann &
Daborn 2007). En insectos, la recuperacion al cporaenfriamiento representa un
fenotipo ecol6gicamente relevante para la adaptaéidnica a la baja temperatura en la
etapa adulta del ciclo de vida (Gibettal. 2001; Hoffmanret al.2002; Hoffmanret al.
2003; Davidet al.2003; Morgan & Mackay 2006; Mori & Kimura 2008).

La especieDrosophila melanogasteres encontrada en amplias regiones
geogréaficas, desde areas tropicales hasta regimmapladas en casi todos los
continentes. Usualmente la tolerancia al frio, cara@cter ecoldgicamente relevante,
suele ser medido como el tiempo de recuperaciotorda por enfriamiento (CCR,
entendido como el tiempo que tarda el individuorecuperar la movilidad desde el
coma una vez que este es vuelto a colocar en orgetatura no estresante), en trabajos
anteriores no se encontraron efectos de aclimataidnio relacionados con CCR
(Rako & Hoffmann 2006). En las poblaciones salvaieB®rosophilg se encontré que
CCR es genéticamente variable, mostrando variagicrimales atribuibles a la
adaptacion térmica de las mismas (Hoffmahal.2002; Sorenseet al.2005).

El mapeo para loci de caracteres cuantitativod (QTQuantitative traits loci”)
permite identificar regiones del genoma en las esugbueden encontrarse genes
relevantes para los cambios en la tolerancia t@rrforry et al. 2004; Norryet al.
2007b; Norry et al. 2007a; Morgan & Mackay 2006). Las lineas recomities
endocriadas (RIL) son una herramienta important& gh analisis genético de los
fenotipos relacionados con la tolerancia térmitajagpeo de QTL en lineas RIL puede
ser efectuado para varios caracteres relacionaldestr@s térmico. Si bien existen
trabajos que apuntan a las proteinas del estrésglor (“heat-shock proteins” o
simplemente Hspsomo responsable de la variabilidad para la estpual estrés por
calor en particular y al estrés ambiental en gén@mder & Krebs 1998; Feder &

Hofmann 1999; Bettencouet al. 2002). De cualquier modo, no esta claro el origen
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la variabilidad existente en cuanto a las distimespuestas a los factores de estrés y
cuales de las HSP puedan estar influenciando labiégad fenotipica para CCR (Qin
et al. 2005).

Para los tres cromosomas mayores dadlanogasteexisten QTL con efectos
de aditividad estricta asi como variados efectosddeninancia para caracteres
relacionados con la tolerancia térmica (Noetyal. 2004; Norryet al. 2007a; Norryet
al. 2007b; Morgan & Mackay 2006). Es de suma importarmoder constatar la
arquitectura genética de CCR a través de distpubkciones mapeadas para abarcar la
dinamica evolutiva de este caracter mediante lapapation de las regiones que
presentan QTL (Mackay 2001; Mackay 2004), espe@atm para estudios sobre la
base genética de la adaptacion al calentamienbalgjoel cambio climatico (Hoffmann
& Daborn 2007).

En este trabajo se presenta un mapeo de QTL f&iRae un panel de RIL que
fueron construidas con anterioridad a este trahgjartir de lineas seleccionadas para
KRHT a partir de dos poblaciones de distintos cmmties. La poblacion de baja KRHT
deriva de una muestra de moscas salvajes cole@adamamarca y subsecuentemente
seleccionadas para baja KRHT; la poblacion deraksstencia derivdO de una muestra
de moscas salvajes colectadas en Melbourne (Aa3trgue fue posteriormente
seleccionada artificialmente por McColl et al (199@orry et al (2004) para aumentar
KRHT. Luego con estas lineas ampliamente divergemtspecto a KRHT se
construyeron las lineas RIL (Norey al.2008) Varios objetivos nos impulsaron a llevar
adelante este trabajo. En primer lugar, buscamespirgttar la complejidad fenotipica y
genotipica del caracter en estudio a través dédisemdel conjunto de datos fenotipicos
obtenidos de la medicion de CCR en las RIL. En s@guugar, buscamos comprender
un poco mas de la arquitectura genética de CCRamiedel mapeo de QTL utilizando
las lineas RIL. En tercer lugar, con &nimo de explda dinAmica evolutiva de las
regiones de QTL, examinamos y comparamos la disidbude los QTL para CCR
respecto de trabajos basados en diferentes patelB$L (Morgan & Mackay 2006).

Por dltimo, se identificaran posibles genes caridgdgue, segun la region del
genoma abarcada por cada QTL, podrian estar detmdo la variabilidad fenotipica
encontrada para CCR.

Objetivos:
» Interpretar lacomplejidad fenotipica y genotipica de CCRa través del analisis

del conjunto de datos fenotipicos obtenidos.
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 Comprender larquitectura genética de CCRmedianteel mapeo de QTL
utilizando las lineas RIL.
» Identificar posiblesgenes candidatosque podrian estar determinando la

variabilidad fenotipica encontragara CCR.

Materiales y métodos

Lineas recombinantes endocriadas (RIL)

Anteriormente al comienzo de esta tesis, otrogstigadores construyeron a
partir de dos lineas practicamente homocigotasaynainte divergentes para KRHT las
lineas RIL que se utilizaron en el presente trak@gr Norry et al 2008, para
informacion detallada). Las lineas parentales edt¢doriptas como SH2 y D48 para las
provenientes de Australia y Dinamarca respectivaeesti Norry et al. (2004). Estas
lineas fueron obtenidas originalmente por selecartificial para la resistencia al coma
por alta temperatura (KRHT) y posterior endocriabr® la base de un numero
importante de marcadores moleculares que brindaformacién asi como teniendo en
cuenta los valores fenotipicos de KRHT (para magéormacion ver Norryet al.
2004), la linea endocriada SH2 fue seleccionadand®tal de 23 lineas endocriadas
gue presentaron una mayor resistencia al calstgek SH2 fue creado a partir de la
endocria de lineas réplicas que fueron seleccienpdea mayor KRHT desde una
poblacion natural de Melbourne, Australia por MdGaidl al. 1996; Norryet al. 2004,
con y sin aclimataciéon para el calor como pretragato, respectivamente). La linea
D48 fue elegida de un total de 42 lineas endocsiamlatenidas por Norry et al. (2004),
todas las cuales fueron de baja resistencia al, cafjue fueron seleccionadas para baja
KRHT a partir de la generacion 10 de laboratoriovdela de una muestra de una
poblacién natural del Este de Jutlandia (Dinamarca

Para la construccién de las lineas RIL el procedito utilizado por los
trabajadores que realizaron la tarea fue el sigeiégbuatro hembras —F1- (progenie del
cruce de D48 x SH2) fueron cruzadas con 7 machdd4@ y a la progenie se les
permitié aparearse al azar durante dos generacibnego de estas dos generaciones,
se apartaron parejas para que se apareen y lanprade cada una de las parejas se
utilizo como parental de cada linea RIL producteddocria mediante el apareamiento
de hermanos completos durante 15 generacionegsasimo se obtuvo el panel de

lineas denominado “RIL-D48”. De forma similar, awahembras —F1- (progenie del
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cruce de D48 x SH2) fueron cruzadas con 7 machosSiH2 y siguiendo el
procedimiento anterior se obtuvo el stock de lindasominado “RIL-SH2". En el
presente trabajo se utilizaron 32 RIL-D48 y 21 BIH2 que fueron genotipadas para
una serie de marcadores moleculares.

Los marcadores moleculares que se utilizaron glaganotipado de las RIL son
los loci microsatélites que se indican en la TdblA partir de la extraccion de ADN de
4 machos y 4 hembras de cada linea se realizasogeootipados. La totalidad del
genotipado o tipificacion de ambos paneles RIL casnho también la obtencion del
mapa genético (Tabla 1) fue realizada por FabiahNdfry en colaboracion con Volver
Loeschcke deRarhus Centre for Environmental Stred3inamarca). Las condiciones
para las PCR fueron las mismas que las descriptddoery et al. (2004). Para mas

detalles técnicos ver Norst al.(2008).
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Tabla 1. Loci microsatélites utilizados por Norey al. (2008) como marcadores moleculares en
las lineas RIL (RIL-D48 y RIL-SH2) de Dmelanogaster Las posiciones genéticas

corresponden al mapa genético estimado por Nowly €2008).

Marker Cvytological location Genetic location
AFO47180 1B8 1-0
X2297267¢gt 3A 1-2
DS06577 3C1-Ceé 1-5
DMUS56661 4F1-F2 1-15
DMU96440 7B3 1-21.7
DROSEV 10A1-A2 1-40
ACO010705 12D-E 1-54
DMTROPINI 16F3-F6 1-71
AF017777 19F3-F6 1-83
DROEXPAND 21C3 2]
DROYANETSB 22C 2-6.44
AC009392 23A-E 2-10.98
DROGPDHA  25F5-26A 2-25
DRONINAC 28A1-A3 2-37
AC005889 30A3-A6 2-49
AC006302 34C4-D2 2-70
AC004759 IBE1-E9 2-76
DROTGI121 42 A 2-80
SU(Z)2 49C 2-97
DMMASTER  50C 2-100
DS00361 54B1-B2 2-115
AC004307 56D11-E6 2-129
DS08011 59A1-A2 2-142
DMRHOb 62A 3-0.1
AC004658 63D2-F1 3-9
315235154 ¢t 64D 3-17
AC008198 66D 10-E2 3-34
31.9222187ca 67A 3-45
DM22F11T 73A1-B7 3-59
DROPROSA 86E3 3-71
DMEHAB 90B1-B2 3-84
DRONANOS  90E-F 3-95
DMTF125 95C6-C8 3-112
3R23156893gt 97F 3-128
DMU43090 99D6-D9 3-140

Medicion de CCR en las RIL

Todos los individuos experimentales de cada liRéla fueron criados en
condiciones estandar a 25°C (80 larvas de printadiespor botella de 125ml, con
30ml de medio de cria estandar a base de purépde @an un régimen de 12h de luz y
12h de oscuridad). Para medir CCR (Dagtdal. 1998) en las lineas RIL, se usaron
moscas experimentales de 3 dias de edad que fasexanlas mediante un tratamiento
de frio a 0°C durante 10min (las moscas permanaoc&iviles a esta temperatura) en el
momento antes de comenzar con el estrés, de mtalegae una vez sexados los
individuos fueron transferidos inmediatamente a subacios, sin permitirles que se

recuperen y sin cambiar la temperatura que losar@@RC). Para cada uno de los sexos
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y para cada RIL se colocaron 30 individuos en uro tuhcio y se ubico el mismo
durante 20h dentro de una caja térmica con hieltdmnd0°C) que a su vez fue
depositada en una camara refrigerada a 4°C. Luedasd20h de estrés, los individuos
fueron vueltos a depositar a temperatura no estee25°C). El tiempo de CCR fue
registrado en segundos, midiendo el tiempo translcupara cada individuo entre el
momento en que se lo devolvia a 25°C y el momemtgue el mismo lograba pararse
sobre sus patas. La medicion de CCR fue realizad® oportunidades para cada linea
RIL y para cada sexo en diferentes dias y el praoméel ambas se utilizo para cada
RIL. Para evitar los posibles efectos de variagomeducto del ritmo circadiano las

mediciones fueron realizadas entre las 11h y las 15h

Analisis estadistico

Para determinar si existe variacion fenotipicaiggiva entre los paneles RIL
para el caracter CCR realizamos analisis de vai§aklOVA) dos vias, utilizamos el
efecto fijo panel, el efecto fijo sexo y su intenian.

Luego realizamos una serie de pruebas estadisppeaia explorar las
caracteristicas genéticas y fenotipicas de las Riltre ellas destacamos las siguientes.

Dentro de cada panel (RIL-D48 y RIL-SH2) evaluanpesa cada sexo por
separado, los componentes de la varianza a través ANOVA de una via para lo que
es necesario que el efecto (linea) sea considedadtorio. A partir de este resultado,
calculamos la heredabilidad en sentido estrict) thediante el cociente entre el
componente de varianza aportado por el efectocsiedtnea () y la suma de este
altimo con el componente de varianza dentro ddinass (\£). El siguiente grupo de
analisis consiste en ANOVA de dos vias para cadelp@IL-D48 y RIL-SH2) por
separado donde un factor evaluado es el factotoaledinea (L), el Sexo (S) es el
segundo factor (factor fijo) y se analiza la interdn entre ambos (LXS) que nos
permite identificar la interaccion genotipo-por-s€:Sl). Entre los diferentes paneles
(RIL-D48 y RIL-SH2) para evaluar la importancia demponente de varianza aportado
por el factor aleatorio linea (Y respecto de la media correspondiente calcularhos e
coeficiente de varianza (CYcomo el cociente entre la raiz cuadrada de/ Y& media
para cada sexo en cada panel (Para mas detalleslaie los analisis estadisticos ver
Morgan & Mackay 2006). Todos los analisis fueroeceiados usando el STATISTICA
(data analysis software system), version 6, Stat8af. (2001).
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Analisis de QTL

Los genotipos para los marcadores molecularestiuanmerados en funcion de
la cantidad de alelos de SH2 (0 o 2) tanto paralP®IB como para RIL-SH2. EI mapeo
de intervalo compuesto (Zeng 1994) fue utilizadeapavaluar la hipétesis de que un
intervalo flanqueado por dos marcadores adyaceom@enga un QTL. Para identificar
QTL hemos utilizado el modelo de mapeo de intereampuesto del software QTL
Cartographer (Wangt al. 2010), con el disefio Ri2 (para lineas RIL, de egraiento
de hermanos completos), inicialmente utilizamosaimarcadores control y un tamafo
de ventana de 10cM.

Exploramos los efectos de alterar la combinacionodeparametros usados
inicialmente. La posicion de los QTL encontradosna® 10cM como ventana y cinco
marcadores control, fue la mas consistente demtranaplio rango de combinaciones
puestas a prueba. El umbral de significacion fuéerdenado mediante 1000
permutaciones al azar (para mas detalles ver Hughesps 2006). Los efectos de la
aditividad fueron calculados mediante el softwameeé mapeo de QTL. Evaluamos
también las posibles interacciones epistatica® éoérpares de marcadores moleculares
utilizados usando el modelo lineal y =.m m, + mim, + e; siendo my m, los
genotipos de los marcadores moleculares x e y (Mo&Mackay 2006; Fedorowiczt
al. 1998) Donde mes un factor de dos niveles (cantidad de aleldSHiz 0 0 2) y m
es otro factor de otros dos niveles (cantidad deoalde SH2: 0 0 2) evaluamos con
prueba de ANOVA de dos factores prestando parti@incion a la significacion de la
interaccion entre los factorescmm,.

Para la seleccion de los genes candidatos eraligs\caracteres evaluados se
realizo la busqueda dentro de cada region de lds @@fectados entre los genes de
funcién conocida que estuvieran relacionados con dagmetros de busqueda:
resistencia al frio, recuperacién desde la expisial frio y sensibilidad al frio en la
base de datdslyBase Gene databagElyBaseet al.2004)

Resultados

Fenotipos de los paneles RIL para CCR
El resumen de medias con sus errores estandaloggraneles RIL-D48 y RIL-
SH2 puede verse en la Tabla 2. Cuando se compmsanddias de los paneles entre si,

se puede ver que difieren significativamente pam@amcter estudiado. Por otro lado,
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todas las pruebas de ANOVA para los paneles (T&ladieron diferencias

significativas en el factor aleatorio linea.
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Figura 1. Se muestra CCR para ambos sexos de las RIL-Dd8idades porcentuales respecto
del valor medio para cada sexo (para ver lo valoredios de cada sexo utilizados ver Tabla 2).
Los numeros en el eje x corresponden a la numerachitraria que recibieron cada una de las

lineas RIL.
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Figura 2. Se muestra CCR para ambos sexos de las RIL-SiHBigades porcentuales respecto
del valor medio para cada sexo (para ver lo valoredios de cada sexo utilizados ver Tabla 2).
Los numeros en el eje x corresponden a la numerachitraria que recibieron cada una de las

lineas RIL.

En las Figuras 1 y 2 pueden observarse las mddiaada una de las lineas de
cada panel (RIL-D48 y RIL-SH2) para cada sexo; nadias generales de cada
retrocruza pueden verse en la Tabla 2. El panelDRI& tiene una media general mayor

que el panel RIL-SH2 (Tabla 2). Es posible que reyatido segregacion transgresiva
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en CCR para ambas retrocruzas (Figuras 1 y 2, T2bhldo cual fue aparente en

comparaciones con las lineas parentales hechasrenét al (2008).

Tabla 2. Valores fenotipicos medios para los paneles RIB-D4RIL-SH2 en CCR. Entre
paréntesis estan los correspondientes valoresrdieestandar. Los estadisticos para las lineas

RIL fueron computados promediando los valores nsed®todas las RIL.

Linea Machos Hembras
RIL-D48 3682,12 365732
(135.39) (141.45)
RIL-SH2 3122,61 3096,77
(134.66) (162.05)

Andlisis estadisticos entre las lineas de cada lpaa@ sexos separados

Los ANOVA realizados dentro de cada panel y cas snostro resultados
altamente significativos (P < 0.0001) para el faeteatorio linea (L) (Tabla 3). Pese a
los altos valores de significacion del factor linea valores estimados de heredabilidad
en sentido estricto fhson relativamente bajos para CCR en ambos paf@elezs< h?
< 0.263). Es importante recordar que faibne sentido solo para estos paneles y para
los ambientes donde se han realizado los expemmentt pudiendo extrapolarse estos
resultados a otros ambientes u otras lineas.

El coeficiente de varianza (C)/expresa una relacion entre la varianza explicada
por diferencia entre las lineas y la media delatargpara cada panel dentro de cada
sexo. CCR presenta resultados homogéneos para&¥mbos paneles y ambos sexos
(16.12< CV, < 24.45).

Tabla 3. Resultados del ANOVA para CCR entre las lineasdlhtro de cada panel y de cada
sexo por separado; seguido se presentan los vaarasda heredabilidad en sentido estricf) (h

y el coeficiente de variacion (GY

Retrocruza Sexo  Media (ES) Varianza Vi Ve h? CV,

RIL-D48 M 3682,12(135,39) 2857123 6893 | gH*#* 2167805 0,241 22,76
F 365732 (141.45) 3004963 T9119]**+** 2213772 0,263 24,45

RIL-SH2 M 3122,61 (134,66) 1357501 24222(kFw* 1115281 0,178 16,12
F 3096.77 (162.05) 2023453 50394 | *¥*** 1519512 0.249 2335

NS, not significant, P > 0.05: ¥0.05 = P = 0.01; #%0.01 = P > 0.001; ***0.001 = P = 0.0001; ****0.0001 > P.
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Andlisis estadisticos para la interaccion Genotpur-Sexo (GSI)

Para CCR evaluamos la interaccion entre genotigexp. Dos ANOVA de
modelo mixto (factor aleatorio linea (L); factojofisexo (S) y su interaccion (LxS)) se
realizaron separadamente para cada panel (Talld dfecto aleatorio linea resulté ser
altamente significativo en ambos casos, explicandoporcentaje de la varianza
fenotipica total que varia entre 20.6% para RIL-D483.1% para RIL-SH2. El efecto
fijo sexo no fue significativo para ninguna de dws paneles (Tabla 4).

La interaccion entre ambos factores (LxS) fueddsti@amente significativa en
ambos casos. De la varianza fenotipica total, LxBliea porcentajes menores y
similares en ambos paneles, 4.8% para RIL-D48 % 3&ra RIL-SH2 (Tabla 4)

Por dltimo, evaluamos la correlacién entre amb®ss para cada panel por
separado (resultados no presentados). En todosatms la estima de correlacion fue
estadisticamente significativa y estan entre lgsisntes valores 0.7r < 0.86, lo cual
es consistente con la hipotesis de que la arquiegenética de CCR puede ser similar
entre los sexos, mas alla de que algunos QTL fusigmificativos en solo uno de los

SexXos.

Tabla 4. Resultados para el ANOVA entre las lineas RIL dede cada panel por separado.
Entre paréntesis esta presentado: primero, el estdndar de la media, en los casos restantes,
representa el porcentaje de varianza explicadaepdactor aleatorio linea (Y o por la
interaccion entre de este factor con el factor §gxo (Mxs) 0 el porcentaje de varianza

explicada por el error dentro £V

Retrocruza Media (ES) Sex (S) Vi (%) Viss (%) Vi (%)
RIL-D48 3608.76 (150,71) NS 606549 (20,6)**** 142396 (4,8)*** 2192277 (74.5)
RIL-SH?2 3044.18 (115.14) NS 308933 (18.1)%%#* 60312 (3.5)%%%+ 1334864 (78.3)
NS, not significant, P > 0.05; *0.05 > P > 0.01; **0.01 > P> 0.001; ***0.001 > P > 0.0001; ****0.0001 > P.

Mapeo de QTL

Utilizamos el mapeo de intervalo compuesto de @Tbtuvimos los siguientes
resultados (Tabla 5). Para CCR se encontraroncc @it todos ellos en el panel RIL-
SH2 (uno de ellos es marginalmente significati#s).RIL-SH2 tres de los cuatro QTL
se encontraron en hembras (1: Cromosoma 2 (C2), @ige: 34C-42F; 2: C3, QTL
range: 73A-90B; 3: C3, QTL range: 90E-95C); el QEktante, que es marginalmente
significativo, se encontré en machos (C2, QTL ralg€-42F) (Tabla 5; Figura 3)
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Figura 3. Grafico de los valores para la tasa de probabil{ti&) en funcion de la posicion del
mapa (en cM) para el mapeo de intervalo compuesta GCR erD.melanogastetanto para
RIL-D48 como para RIL-SH2 en ambos sexos. Los uhebrale significacion fueron
determinados mediante 1000 permutaciones al dnaaél horizontales). Los tridngulos sobre el
eje x corresponden a la posicion de los marcadm@sculares utilizados en el mapeo de

intervalo compuesto.

Solo un QTL solap6 para ambos sexos en el mismel (@2, QTL range: 34C-
42F) (Tabla 5, Figura 3)
El solapamiento entre los QTL de distinto sexdeseguna arquitectura genética

similar, aunque no necesariamente idéntica, pataisexos.

Tabla 5. QTL para CCR en cada sexo y en cada panel jurmosaocorrespondiente efecto

aditivo (a), el porcentaje de variacidon fenotipigplicada (%Var) y posibles genes candidatos.

Sexo RIL Rango del QTL a % Var Genes candidatos (posicion citologica)
Hembra SH2 34C-42F 391 18 Hsp60D (34C1), ppk (3581), rl (h41),
Trapl (42B2)
Macho * SH2 34C-42F - -
Hembra SH2 73A-90B -780 35 CG7130(7982), CGI14630(82B1), CG11035(84E9),

Fst(85E2), Hsp704a(8742), Hsp704b(87A43),
Hsp70Ba(87B12), Hsp70Bb(87B14),
Hsp70Bc(87B14-B15), Hsp70Bbb(87814),
Hse70-2(87D10), Droj2(87ES)

Hembra SH2 90E-95C 694 11 ort(92413), TotA(9342), Atpaf93A44), Hsre(93D4),
ImR(93E4-E9)

*QTL marginalmente significativo

Efectos de los QTL
Evaluamos los efectos epistaticos entre todopdsibles pares de marcadores
usados en nuestro analisis para todos los caraatezdidos, y no detectamos ningun
efecto epistatico significativo (luego de la coodiéa para multiples comparaciones).
Luego estimamos el efecto de la aditividad (a)apbrs picos de QTL

identificados, también calculamos el porcentajevaeacion fenotipica total (% Var)
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explicada por cada QTL (Tabla 5). Todos los QTLoei@dos son especificos del
panel RIL-SH2. Los porcentajes de variacion fencgigexplicada para cada QTL se
sittan entre un 11% y un 35% de la variacion fedi

Los QTL que explican los menores porcentajes d@asian fenotipica (11 y
18%) muestran valores positivos de efectos adit{f@)sesto nos indica que el alelo
proveniente de la linea parental SH2 incremen&ri'empo de recuperacion para el
coma por enfriamiento (CCR). El QTL que explicam@yor porcentaje de variacion
fenotipica (35%) presenta valores negativos deitfalicando que el alelo de SH2 para
este QTL disminuye los tiempos necesarios paratdgirecuperacion del individuo.

Esto implica que los alelos provenientes de laaliparental SH2 estarian
teniendo efectos negativos, a través de los QTlLmdeor efecto, al aumentar los
tiempos de recuperacion. Asimismo, el QTL de mafecto revertiria el efecto de los
primeros, explicando asi la presencia de segregatiansgresiva luego de la
construccion de las lineas recombinantes. Estetadsulse condice con los valores
medios que presentan el panel RIL-SH2 respect@aietl RIL-D48 (Tabla 2) y los

valores extremos observados para algunas RIL dfidasas 1y 2.

Discusién

A pesar de que la base genética de la recuperatidio ha sido ampliamente
estudiada, aun es poco lo que se conoce de lateniyma genética de este caracter
(Hoffmannet al. 2003; Norryet al. 2008; Morgan & Mackay 2006). Con este estudio
hemos tratado de ampliar los conocimientos sobrartpitectura genética de la
recuperacion al congelamiento ddrosophila melanogasterNosotros estimamos
parametros de genética cuantitativa y con ellososetogrado localizar QTL que
afectan la variacién en los tiempos de recuperaeiradultos en una poblacion de
lineas RIL. Hemos encontrado varianza genéticafgigtiva entre las lineas utilizadas
en el mapeo y nos fue posible detectar 3 QTL refexios con la exposicion al frio,
hemos encontrado QTL de gran efecto en ambos cmnass mayores autosémicos
pero no en el cromosoma X. La mayoria de estos @$ultaron especificos para la
recuperacion al frio, existiendo muy poca supegi@sicon QTL para la resistencia al
calor mapeados en las mismas lineas (Netrgl. 2008). Este resultado es consistente
con trabajos previos en distintas lineas RIL (MargaMackay 2006). Esta falta de

superposicion entre la mayoria de los QTL de esdpacteres parece representar una
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caracteristica prominente en lo que respecta ada panética de la resistencia a los
extremos de temperatura.

Ambos sexos parecerian compartir una Unica resppasa la recuperacion al
frio, el estudio de mapeo de QTL no permite ahoddarasiado en la superposicion de
QTL detectados para cada sexo, de cualquier mdoedisstacar que el unico QTL que
se encontr6 en machos (marginalmente significatbeddpa con uno de los tres QTL
que fueron encontrados en hembras. Los QTL detestxblican una porcién variable
de la varianza fenotipica total (11 — 35 %). Logobavalores de heredabilidad en
sentido estricto, pese a no ser un método pantoelate robusto para el calculo de
heredabilidad, nos sugieren prestar particularcaara la posible debilidad de los QTL
detectados pese a los altos valores de porcentajaridmza explicada por cada QTL.

La estima de lo efectos de aditividad para los (EEL consistente con la
direccion de divergencia entre las medias de RIB-PARIL-SH2 donde el efecto de
aditividad muestra valores negativos para el QTlmdgor efecto compensando asi el
efecto de los otros dos QTL que presentan valaysiiyos en las mismas RIL.

Este estudio es un primer paso para reconoceaglatectura genética de este
caracter. A pesar de esto, nosotros no avanzamealtdale este mapeo de QTL, queda
pendiente poder realizar experimentos de compleaniémt de deficiencias 0 mapeos de
QTL de alta resolucion para poder diseccionar madaarquitectura genética de estos
caracteres (Anholt & Mackay 2004).

Hemos identificado varios genes candidatos basadas efecto de alguno de
sus fenotipos mutantes y del efecto sobre caracterdermotolerancia (Tweedi¢ al.
2009)

Dentro de los QTL detectados podemos agrupar atggewes candidatos segun
la funcion biolégica conocida. Un primer grupo aéags candidatos estan relacionados
con genes del grupo de las proteinasHiat-shock” (Hsps — “Heat shock proteins”)
gue intervienen en el acople con proteinas mabplag Las HSP estan involucradas en
la respuesta a muchos factores diferentes de dseéler & Hofmann 1999). El gen
Hsp60D asi como loCG7130, CG14650, CG11035, Hsc70-2, Trapél genDroj2
son genes que presentan alteraciones en la res@lestior de los individuos para los
diferentes alelos de cada uno de ellos, todos emnes se ven involucrados en el
proceso de plegamiento de proteinas (Tweedial. 2009). También encontramos

varios genes candidatos en un mismo QTL que pexena la familia de HSP y estan
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involucrados la respuesta al calbisp70Aa, Hsp70Ab, Hsp70Ba, Hsp70Bb, Hsp70Bbb,
Hsp70Bg.

Otro gen, elinR (93E4-93E9), fue mapeado y reconocido dentro d€uh
detectado. Este gen, que tiene relacion con laiessp a la cocaina (Willagt al. 2006)

y que posee actividad de receptor de insulin®msophila (Petruzzelliet al. 1985),
tiene una gran cantidad de efectos pleiotrépicoecgnocida influencia en la respuesta
a diferentes factores de estrés (Tweedial.2009).

Otros genes candidatos que se encontraron enllbsi€lectados en este trabajo
presentan distinto grado de relacion con la resiseal frio. Es asi quepk esta
vinculado con el comportamiento dependiente derfgeratura (Kinet al. 2002). Otro
gen candidato, ell, presenta gran cantidad de efectos pleiotréopidoseédieet al.
2009), de los que se destaca el acople con preteimauanto a su funcion molecular
(Kim et al.2006) y la respuesta comportamental al etanol dactor de estrés (Coeit
al. 2009). También se destaca el gef) que presenta alteraciones en la respuesta al éter
cuando se estudian fenotipos mutantes (lovateal. 2002) asi como alteraciones para
la termotaxis (comportamiento dependendiente dertgeratura) (Hongt al. 2006).

Dos genes que estan vinculados a la respuessdoaloomo factor de estrés son
el TotA que a partir de fenotipos mutantes evidencidik#idad a los factores de estrés
(Ekengrenet al. 2001), particularmente en respuesta al calor @sgai& Perrimon
2004) y el gen Atp, que si bien posee efectos epistaticos sobredeahtle caracteres,
se ha reconocido por fenotipos mutantes, modificees en la respuesta ante un estrés
térmico (Palladineet al.2003; Fenget al. 1997).

En estudios previos se encontré que la disminudéta resistencia para el frio
y el aumento de la resistencia para el calor sewiasociados con un alelo del gen que
pertenece a ldseat-shockhsr-omega (Raket al. 2007; Andersoret al.2003) EI QTL
encontrado para CCR en el brazo derecho del crameo&(QTL3) incluye la region
donde mapea el gen hsr-omega (Tabla 5). Este adsultonfirma que esta region
define un QTL asociado a la tolerancia térmica.

Por ultimo, hemos detectado la presencia del gn(“frost”. heladas) Este
gen mostro diferencias en su patrén de expresiondouse expone a los individuos a
golpes de bajas temperaturas (Goto 2001) lo quéersugue es un robusto gen
candidato.

Finalmente, dos de los QTL encontrados en estaliespara CCR (QTL1 y
QTL2) colocalizaron con regiones de QTL de trabgjosvios (Morgan & Mackay
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2006). La segregacion transgresiva resulta, tipecae) de la recombinacion entre las
lineas parentales que poseen dos QTL con efectagdmicos para un caracter (por
ejemplo, aqui podria explicarse por la presenciaSet2 de dos QTL, uno que
incrementa la velocidad —QTL2- y otro que la disggneQTL1-; la recombinacion de
ambos en las RIL podria explicar los fenotiposeantrs para algunas de estas).

La linea D48 utilizada en este estudio derivé da poblacion mas adaptada al
frio, proveniente de Dinamarca, pero los alelopaetivos de esta linea aumentan los
tiempos de recuperacion en dos de los tres QTL (QTQTL3) cuando se los compara
con los alelos de SH2. La hibridizacion intercoatital de este estudio puede ser el

factor que haya generado los fenotipos extremagsven algunas lineas RIL.
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CAPITULO Il

“Analisis de loci para caracteres cuantitativos (QY para la respuesta al
etanol en adultos y larvas en un panel intercontiial de lineas

recombinantes endocriadas (RIL) de Drosophila metaaster”

Resumen

(Aclaracion: Cuando en este capitulo figure la prema persona del plural, estara

haciendo referencia a la Lic. Raquel Defays y altaude esta tesis)

El alcohol etilico es una de las drogas mas amglee utilizada en el mundo. A
pesar de que beber en exceso puede conducir a pestdemas de salud, como ataques
cerebro vasculares, alta presion sanguinea, arpsiancer; y que el 30% de los
accidentes fatales de transito involucran el comsdenalcohol por alguna de las partes,
la base genética de la respuesta al etanol escadncpnocida. En su ambiente natural,
rico en materiales organicos en proceso de fermiémtala mosca del vinagre,
Drosophila melanogasteencuentra niveles relativamente altos de et&tiafecto del
etanol y sus metabolitos &rosophilaes objeto de estudio desde hace décadas, como
un excelente modelo para evaluar la adaptaciénesampde que muchos trabajos han
hecho hincapié en documentar patrones de variggiética, bastante menos se conoce
sobre las regiones génicas o los genes que pabianexplicando la variacion genética
para la respuesta al etanol. Para comenzar a entenddentificar los genes que
controlan la respuesta al etanol, nosotros utilzmmuna poblacion de lineas
recombinantes endocriadas (RIL) para mapear loaadacteres cuantitativos (QTL)
que afecten la variacion en la resistencia y eedaperacion en adultos y la tolerancia
en larvas. La poblacion mapeada deriva del crutre elos lineas dB.melanogaster
una de Australia y otra de Dinamarca, denominadi Y5D48 respectivamente, que
fueron seleccionadas para fenotipos relacionadosladolerancia térmica. Nosotros
mapeamos en los tres cromosomas 14 QTL que afedtarespuesta al etanol. Siete de
ellos mapearon para la resistencia al etanol elioaaos para la recuperaciéon y cinco
mas para la tolerancia en larvas. La mayoria d&Ibls fueron especificos para cada

caracter, sugiriendo cierta superposicion pero rgémente pudimos ver una unica
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arquitectura genética subyacente para cada car@etda QTL explica en promedio un
16.8% de la variacidn fenotipica entre las linddgunos de los genes potencialmente
candidatos incluidos dentro de las regiones deibs que hemos encontrado fueron

identificados y comentados.

Introduccién

El alcohol es una de las drogas mas ampliameiiteada en el mundo. A pesar
del hecho de que el exceso en su consumo puedacpreerios problemas de salud,
como ataques cerebro vasculares, alta presion isezagwirrosis y cancer; y que el 30%
de los accidentes fatales de transito involucraczoesumo de alcohol en al menos una
de las partes involucradas (Cowmeadsival. 2005) y que el 8.7% de las muertes en los
hombres y el 1.7% en las mujeres para todas lagiéaséen el 2002 fueron atribuibles
directamente al consumo de alcohol (OPS/OMS, Alc@emero, cultura y dafos en las
Américas: reporte final del multicéntrico OPS. Wasjton, USA. 2007), aun nuestra
compresion sobre los mecanismos que regulan lasofwes del sistema nervioso vy el
comportamiento asociados al consumo de alcoholudsnentario. Algunas de las
dificultades para entender los mecanismos de aad@netanol en los organismos
derivan del hecho, a diferencia de abusos para dtgas (asi como nicotina, cocaina
y heroina), que el etanol parece tener un espdetobjetivos moleculares en el sistema
nervioso mucho mas amplio (Heberl@nal. 2004). Se argumenta que los efectos del
etanol en el sistema nervioso son causados primani por alteraciones no
especificas de las propiedades de las membraras deuronas (Wooet al. 1991). De
cualquier modo, hoy aumenta la evidencia de queasi@roteinas estarian implicadas —
en su mayoria proteinas de membrana- como dianactadi del etanol en el sistema
nervioso (Peoplest al. 1996; Heberleiret al.2004; Heberleiret al.2006).

El alcoholismo es un complejo desorden determipedlonteracciones entre los
factores de riesgo de origen genético y ambienfal. su ambiente natural,
habitualmente rico en materiales de origen orgaait@escomposicion, la mosca del
vinagre,Drosophila melanogastgesta expuesta a altos niveles de etanol. Lososfec
del etanol y sus metabolitos @rosophila han sido ampliamente estudiados por
décadas como un buen modelo de adaptacion al raettigente (Fry 2003).

Ultimamente,Drosophila empezé a ser utilizada como un modelo de estudio

para las bases moleculares de los caracteres orealcis al etanolDrosophila
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representa un poderoso sistema modelo para disacdmmrquitectura genética de la
sensibilidad al etanol, dando ventajas como laljilaad de criar grandes numeros de
individuos con relativa facilidad, con un deterntioaentorno genético y bajo

controladas condiciones ambientales (Hoffmatral. 2003). Mas aun, reforzando la
importancia deDrosophila como modelo, las moscas expuestas al etanol pagsen
cambios fisiol6gicos y comportamentales similardesaque presenta un humano en
condiciones de intoxicacion con etanol, incluyerddopérdida de control postural,

sedacion, desarrollo de tolerancia y muerte (Morasb\al.2007; Scholzt al.2000).

La probabilidad de identificar genes que expliqien diferentes efectos que
produce el etanol se vio incrementada a partir de ndmero creciente de
procedimientos que se desarrollaron recienteméhte.de estos enfoques consiste en
evaluar la probabilidad para todos los genes iroralips en una repuesta en particular
de forma funcional, sin diseccionar al individusw genoma (Crawshaet al. 2001).
Nosotros utilizamos este tipo de enfoque, empleamdo herramienta estadistica para
asociar la repuesta fenotipica con una serie deadares moleculares para identificar
loci para caracteres cuantitativos (QTL).

La esencia de la genética cuantitativa es comprefad base genética y la
arquitectura de la variacibn de los caracteres titaimos dentro y entre las
poblaciones. La arquitectura genética de los camest cuantitativos conecta los
genotipos con los fenotipos: esta consiste basicEmen el namero, la posicion
genomica, la frecuencia y los efectos de los lacagaracteres cuantitativos (QTL), asi
como la interaccién de los alelos de un gen (dontiad y entre genes (epistasis), los
posibles efectos pleiotropicos de cada QTL y laraxcion de los QTL con el ambiente,
entre varios de los factores a evaluar de mayor rirapcia (Falconer & Mackay 1996,
Zenget al.1999).

En este estudio, nosotros presentamos los ressil@@an mapeo geonémico
para QTL que afectan la variacion fenotipica dg distintos caracteres: la resistencia al
vapor de etanol en adultos (REV'resistance to ethanol vapo)? la recuperacion al
coma por consumo de etanol en adultos (RE@eeovery to ethanol-comg’y la
supervivencia de larvas en medios de cultivo cana@t(SME —*survival in medium
with ethanol’). Utilizamos un disefio de RIL a partir de retr@asl reciprocas y de
mapeo de intervalo compuesto con dos poblacioneslimEas recombinantes
endocriadas (RIL) derivadas de lineas endogamalasconadas para la resistencia al

estrés térmico provenientes de Australia y de Daram) denominadas SH2 y D48,
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respectivamente (Normgt al.2004). A pesar de que SH2 y D48 no fueron seleecias
para la resistencia o la recuperacion al etansl)ifeeas RIL mostraron fenotipos con
gran variacion fenotipica para los tres caractesasdiados.

Usando este disefio de mapeo de QTL nos plantesaspsnder las siguientes
preguntas: ¢ Existe en estas lineas varianza gemétia los caracteres medidos? ¢ Cual
es la relacién entre los diferentes caracteres dosdén adultos y en larvas? ¢Qué
regiones del genoma derosophila melanogastemfluencian a los fenotipos de los
caracteres medidos? ¢ Existe superposicion (caaecahn) o no en las arquitecturas
genéticas de estos tres diferentes caracteresftgMa@s sexos?

Objetivos:

» Interpretar lacomplejidad fenotipica y genotipica de la respuestal etanola
través del andlisis del conjunto de datos fenaifpiobtenidos en los tres
caracteres.

 Comprender larquitectura genética de la respuesta al etanahedianteel
mapeo de QTLutilizando las lineas RIL en los tres caracteres.

» Evaluar la posiblesuperposicion en las arquitecturas genéticade estos tres
diferentes caracteres y entre l0s sexos.

» Identificar posiblesgenes candidatosque podrian estar determinando la

variabilidad fenotipica encontragara la respuesta al etanol

Materiales y métodos

Lineas endocriadas recombinantes (RIL)

Las moscas parentales para obtener lineas RIaden de una linea australiana
y una danesa, rotuladas SH2 y D48 respectivameoteo se describe en Norry et al.
(2004). Estas lineas fueron obtenidas por selecuitificial para la resistencia al coma
por alta temperatura (KRHT) y, posteriormente enddas. La construccion de las
lineas RIL se detalla en Norry et al. (2008) y sscdibe brevemente en Materiales y
Métodos del Capitulo ILoci microsatélites se utilizaron como marcadores nubdees
(Tabla 1 del Capitulo II). La descripcion de laragtion de ADN, la técnica de PCR y

el genotipado estan descritos en Norry et al. (2008
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Ensayo de resistencia al vapor de etanol (REV)

Todos los individuos experimentales de cada unag®IL fueron criados bajo
condiciones estandarizadas a 2%3 bajo un ciclo de 12-horas oscuridad/12-horas lu
REV se midié como la proporcion de individuos geergantienen activos en tubos de
vidrio (11cm de largo y 2,5 cm de diametro). Pardae cualquier posible variacion
circadiana, todas las mediciones REV se realizantre las 11:30 h y 15:30 h, ya que
se conocen caracteres que varian su respuestadakegtardecer, incluso en las moscas
criadas en laboratorio (por ejemplo Sorensen & tloelse 2002). Para separar a ambos
sexos se utilizd anestesia con CO2 por lo mendwdds antes del ensayo. Veinte a 25
moscas de cada sexo de cada RIL de 5 dias de edaorobaron en cada
tubo. Utilizamos 5 réplicas para cada una de lds WRlpara cada sexo. Todas las
medidas se realizaron a 25° C.

Para el tratamiento del estrés, las moscas fusxpoestas 10 min en tubos de
vidrio invertidos con tapén de algodon embebidosuea solucion de etanol/agua
(70:30) cubierto por un tul (ver figura 2 del Cafntl). Después de 10 min. se anoté la
proporcion de individuos que fue capaz de sostersmigre sus patas en cada uno de los
tubos (para ver un método similar ver Hoffmann &sBas 1993) El valor medio de las
proporciones para los 5 tubos, multiplicado por 1@@0utilizé para obtener la estima
final de REV para cada RIL.

Ensayo de recuperacion al coma por exposicionai@at(REC)

Todos los individuos experimentales de cada unad®IL fueron criados bajo
condiciones estandarizadas a 253 bajo un ciclo de 12-horas de oscuridad/12-horas
de luz. Todas las medidas se realizaron_dZ5+REC se midid, practicamente, casi de
la misma forma que la descripta en trabajos previBsrger et al. 2004).

Para cada una de las RIL y para cada sexo, Taéplie aproximadamente 20
moscas cada una, fueron colocadas en tubos de Falgon cOnico con pequefias
perforaciones y un gorro de tul para permitir gjdlde vapor. Unos 30 tubos Falcon
fueron colocados en una caja hermética con 300aemnlira solucion de etanol:agua
(70:30); Bergeret al. (2004) utilizaron en esta etapa tubos Falcon dembOe
intoxicaron las moscas mediante el uso de un eadporPara lograr el coma por
intoxicacidén con etanol en las moscas y la recup@nade las mismas, las exposiciones
al vapor de etanol se realizaron durante 30 mias Ta exposicion al etanol, la mayoria

o todas las moscas habian perdido el control pistuen general estaban inmoviles en
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el fondo de los tubos. A continuacion, los 30 tulwsron retirados de la caja con
solucion de etanol y las moscas de cada tubo fugamsferidas a otro tubo Falcon
vacio de 50 ml cénico con pequefas perforaciones parmitir el flujo de aire en
donde se observo la recuperacion de los individaqsj, Bergeet al. (2004), hacen
uso de otro tipo de tubo para la recuperacion. Adidae que los individuos se
recuperaban de la intoxicacion, volvian a tenerrobde los movimientos e intentaban
trepar por las paredes del tubo producto de laageohegativa propia de las moscas
adultas. El momento en que la mosca logré subasephredes laterales de los tubos
hasta la marca de 20 ml en el tubo conico de 5Pateion fue tenido en cuenta como el
tiempo de recuperaciéon para cada individuo, ematlajo de Bergeet al. (2004) se
muestreo cada minuto las moscas restantes en uhda donsiderando recuperada
cualquier mosca que estuviese parada en la palédbde Para tomar el registro de los
tiempos en segundos se utilizé el mismo progransardalado por el tesista que fue
utilizado en el capitulo | para la medicion de CE&€RIla G34 descrito en el ANEXO
l. El porcentaje de recuperacion ((nUmero de mossagperadas / nimero de moscas
totales) x 100%) se grafica en funcion del tiempdiéimpo de recuperacion media
(MRT- “mean recovery timeJ, es el tiempo para el cual el 50% de las moseEseptes
en el tubo de una muestra se habia recuperado gafaelado como en Berget al.
(2004) con el programa SigmaPlot (SPSS Inc., Cbicldg. Una vez transcurrido una
hora del comienzo del ensayo de recuperacion, @scais que no subieron por las
paredes de los tubos se consideraron como muértagerte”). Se promediaron los
valores de MRT de las 5 repeticiones para obtenarestima de REC para cada RIL y
cada sexo. Para mejorar la comprension de los ,dalestuamos la siguiente
transformacion de la variable REC. Usamos un valdnitrario (3000) al que le
restamos el MRT promedio obtenido de cada lineaedb® manera aquellas lineas que
presentan mayor velocidad de recuperacion (menof)M&seen los valores mas altos
de REC y viceversa. De manera tal de asociar llmsesamas altos de la variable a las

mayores velocidades de recuperacion.

Determinacion de la supervivencia de las larvas emedio con etanol (SME)
Todos los individuos experimentales de cada liRéla fueron criados bajo
condiciones estandarizadas, 25°C de temperaturajoy un ciclo de 12h luz /12h

oscuridad, como para todo el resto de los ensayosRtL. Todas las mediciones se
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realizaron a 25°C. La medicion de SME se efectufbdea muy similar a la realizada
en trabajos anteriores (Fry 2001).

La supervivencia, tanto de larva a pupa como & la adultos, de cada RIL se
midio en dos medios diferentes: medio control (rmextin 0% de etanol) y medio con
etanol (medio con 3% de etanol v/v). Para cadadenkas RIL y para cada medio se
realizaron 5 mediciones réplicas. Las larvas fuesmogidas luego de permitir a las
moscas adultas poner huevos en pequefias cucharagaoy levadura. En cada tubo,
se colocaron 20 moscas adultas con una cuchagséiqal que tenia Agar y levadura. A
las moscas se les permitio poner huevos duranted. Después de este tiempo, las
moscas fueron retiradas y larvas del primer estdderon recogidas de las
cucharitas. Para cada tubo con el medio controlediancon etanol se colocaron 20
larvas. Entre los dias 11-20 posteriores a la oergbn de los tubos experimentales, se
contaron las pupas y los emergidos en cada tulsomioscas emergidas fueron retiradas
al menos una vez cada dos dias. La media del pajeehe pupas para el medio de
etanol ((NUmero de pupas / Namero de larvas pan {@0)) x 100% = (B) ), fue
dividida por la media del porcentaje de pupas mranedio control ((NUmero de
pupas / Numero de larvas por tubo (20)) x 100%:4F ) para cada una de las lineas
RIL. Este mismo algoritmo se utilizd para el casola supervivencia desde larva a
adulto. Esto previene que la tasa de superviveimtitnseca de cada linea tenga
influencia en el analisis de la tolerancia al etggropiamente dicha. Para mejorar la
distribucion de la variable y obtener una distribnacnormal de los datos, sumamos uno
al cociente y aplicamos el logaritmo natural. Estaeva variable [P-SME -
supervivencia desde larva a pupa en un medio @mwlet In ((R1 / Peonro) + 1)] S€
calculo para obtener la estima final de la supendigedesde larva a pupa en un medio
con etanol (3%) para cada RIL. Para estimar larsiygmncia desde larva a adultos (A-
SME - supervivencia desde larva a adulto en un enealn etanol) se utilizé el numero
de adultos que emergié en lugar del nimero de ptgat® en medio de control como

en el medio con etanol.

Analisis estadistico

Para los caracteres REV, REC, P-SME y A-SME raaiizs analisis de varianza
(ANOVA) de una (para P-SME y A-SME) y dos vias p&EV Y REC), en este
altimo caso utilizamos el efecto fijo de “tipo deda” (RIL-SH2 versus RIL-D48), el

efecto fijo sexo y su interaccion.
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Luego realizamos una serie de pruebas estadigtacasexplorar, en los cuatro
caracteres, las caracteristicas genéticas y fecaside las RIL. Entre ellas destacamos
las siguientes. Dentro de cada conjunto de linéagfRL-D48 y RIL-SH2) evaluamos
para cada sexo por separado, los componentesvdedaza a través de un ANOVA de
una via para lo que es necesario que el efeatnllisea considerado aleatorio. A partir
de este resultado, calculamos la heredabilidad emtide estricto (f) mediante el
cociente entre el componente de varianza aportadelpefecto aleatorio linea (Y y
la suma de este ultimo con el componente de vaxidantro de las lineas £/ Hemos
utilizado la heredabilidad en sentido estricéarhgitividad / Valrenotipica SieNdo que
Vargenstica= Varadiividad + Varpominancia ¥ Vargpistasiy €n lugar de la heredabilidad en
sentido amplio \{argenstica/ Valrenotipica) debido a lo siguiente: Si bien el uso de lineas
RIL permite suponer que no existe varianza proddetdos efectos de dominancia
debido a la homocigosis de las lineas y habiendbzeglo el analisis de epistasis,
preferimos, pese a que pueden existir efectos gsogé la epistasis que no han sido
detectados por la prueba de epistasis, utilizahdeedabilidad en sentido estricto
sabiendo que podemos estar sobrevalorando el dalier misma. Asimismo realizamos
pruebas de estima de la correlacion de Pearspar@)cada sexo por separado entre los
siguientes caracteres REC, REV y P-SME (no senmdoel resultado con A-SME ya
que los resultados son practicamente idénticosSMP) El siguiente grupo de analisis
consiste en ANOVA de dos vias para cada RIL deawdslcada retrocruza (RIL-D48 y
RIL-SH2) por separado donde un factor evaluadd &xtor aleatorio linea (L), el Sexo
(S) es el segundo factor (factor fijo) y se analizmteraccion entre ambos (L x S) que
nos permite identificar la interaccion genotipo-gexo (GSI), para esto ultimo también
evaluamos la estima de correlacion (r) en la redpygara cada caracter entre los sexos.
Por ultimo para comparar entre los distintos carast(REV, REC, P-SME y A-SME)

y entre las diferentes RIL derivadas de retrocrRds-D48 y RIL-SH2) la importancia
del componente de varianza aportado por el fadeataio linea (Y) respecto de la
media correspondiente calculamos el coeficienteat@nza (CY) como el cociente
entre la raiz cuadrada de Y la media para cada sexo dentro de cada carpcizda
RIL derivada de retrocruzas (para mas detallesodest los analisis estadisticos ver
Morgan & Mackay 2006). Todos los analisis fueroeceiados usando el STATISTICA
(data analysis software system), version 6, StgtBaf (2001).
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Analisis de QTL

Los genotipos para los marcadores molecularestiuanmerados en funcion de
la cantidad de alelos de SH2 (0 o 2) tanto paralP®IB como para RIL-SH2. EI mapeo
de intervalo compuesto (Zeng 1994) fue utilizadeapavaluar la hipétesis de que un
intervalo flanqueado por dos marcadores adyaceom@enga un QTL. Para identificar
QTL hemos utilizado el modelo de mapeo de interealmpuesto del programa QTL-
Cartographer (Wangt al. 2010), con el disefio Ri2 (para lineas RIL, de egraiento
de hermanos completos), inicialmente utilizamosaimarcadores control y un tamafo
de ventana de 10cM.

Exploramos los efectos de alterar la combinacionodeparametros usados
inicialmente. La posicion de los QTL encontradosng® 10 cM como ventana y cinco
marcadores control, fue la mas consistente demtranaplio rango de combinaciones
puestas a prueba. El umbral de significacion fuéerdenado mediante 1000
permutaciones al azar (para mas detalles ver Hughesps 2006). Los efectos de la
aditividad fueron calculados utilizando el progran@TL-Cartographer. Las
interacciones epistaticas fueron evaluadas usdndodgelo lineal (ver Capitulo Il) de a
pares de marcadores moleculares (Morgan & Mackag;2Qorryet al.2008).

Para la seleccion de los genes candidatos eraligs\caracteres evaluados se
realizd una busqueda dentro de cada region de Tasd@tectados entre los genes de
funcién conocida que estuvieran relacionados con plasimetros de busqueda o
palabras claves como ser resistencia al etandh@liccecuperacion desde la exposicion
al etanol/alcohol y sensibilidad al etanol/alcokal la base de datddyBase Gene
databasgFlyBaseet al.2004) www.flybase.org.

Resultados

Fenotipos de los paneles RIL para REC, REV y SME

El resumen de medias con sus errores estandaloggraneles RIL (RIL-D48 y
RIL-SH2) puede verse en la Tabla 1. Todas las puale ANOVA para las RIL
derivadas de retrocruzas (excepto en RIL-D48 ¥ cuando se evaluaron los
machos, P-SME y A-SME, ver Tabla 2) dieron diferas significativas en el factor
aleatorio linea, vale recordar que, aunque en gkserutilizan lineas parentales que
difieren para los caracteres a evaluar, no es agoague asi sea; dos lineas parentales

con medias fenotipicas que no difieren entre silpnestar ocultando varianza genética
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que se evidencia en los efectos sobre el fenotip@®IL derivadas de retrocruzas
(por segregacion transgresiva) obteniendo lineas feootipos significativamente

mayores y/o menores a los fenotipos parentaleskd§a2001)
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Figura 1. Se muestran REC y REV de cada linea para las RB.4h unidades porcentuales
respecto del valor medio para cada sexo y para cadzcter. Los nameros en el eje x

corresponden a la numeracion arbitraria que recbieada una de las lineas RIL.
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Figura 3. Se muestran P-SME y A-SME de cada linea para lleDB8 y seguido para las
RIL-SH2, en unidades porcentuales respecto det vadalio para cada caracter correspondiente
a cada RIL derivada de retrocruza. Los numerosl esjeex corresponden a la numeracion
arbitraria que recibieron cada una de las line&as Rjui puede verse que los valores para P-
SME y para A-SME son muy similares. Consecuentesegd utilizara SME para hablar de

cualquiera de los dos caracteres ya que son @awitte equivalentes.

En las figuras 1, 2 y 3 pueden observarse lasanaf#i cada una de las lineas de
cada retrocruza (RIL-D48 y RIL-SH2) para cada umolas caracteres; las medias

generales de cada RIL derivada de retrocruza puestea en la Tabla 2.

Tabla 1. Valores fenotipicos medios para los paneles RIB-D4RIL-SH2 en todos los
caracteres medidos (REV, REC y SME). Entre parénestan los correspondientes valores de
error estdndar de la media. Los estadisticos parneas RIL fueron computados promediando

los valores medios de todas las RIL.

REV REC SME
Linea Machos Hembras Machos Hembras P-SME (Pupas) A-SME (Adultos)
RIL-D48 304.40 286.06 1737.59 1471.09 0.548 0.567

(24.52) (25.86) (83.23) (101.76) (0.022) (0.026)
RIL-SH2 221.81 259.72 1573.09 1364.76 0.390 0.395

(31.56) (32.13) (106.38) (112.86) (0.039) (0.042)

Andlisis estadisticos entre las lineas de cada @tivada de retrocruza para sexos

separados

Los ANOVA realizados dentro de cada RIL derivagaretrocruza y cada sexo
mostré resultados altamente significativos (P <@0@ara el factor aleatorio linea (L)
excepto en REV-M, P-SME y A-SME en la RIL derivatiaretrocruza RIL-D48 donde
el factor linea fue estadisticamente no significa{iNS) y en REV-F de RIL-D48, P-
SME y A-SME de RIL-SH2 donde el factor linea no &x¢remadamente significativo
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(0.05 > P > 0.001) (Tabla 2). En consonancia coio €gtimo, los valores de
heredabilidad en sentido estrictd)(lson altos para REC en ambas RIL derivadas de
retrocruzas (0.325 h? < 0.518) siendo mayores atin para REV en RIL-SH2@x6n°

< 0.646). Para REV-F de RIL-D48, P-SME y A-SME dé&f8H2 donde el factor linea
fue moderadamente significativo 14 fie menor (0.12% h? < 0.168). Menor aln para
aquellos que el factor linea dio resultados no Bagtivos (0.058< h? < 0.074). Es
importante recordar que |3 tiene sentido solo para estas RIL derivadas decreizas

y para los ambientes donde se han realizado losimg@os no pudiendo extrapolarse
estos resultados a otros ambientes u otras lidasoeficiente de varianza (Y
expresa una relacién entre la varianza explicadadpgerencia entre las lineas y la
media del caracter para cada RIL derivadas de ragaadentro de cada sexo. REC
presenta resultados homogéneos para €V ambas RIL derivadas de retrocruzas y
ambos sexos (17.83CV, < 23.45) no asi REV (22.04CV_ < 61.59) ni SME (13.93

< CV_ < 36.05) que presentaron valores de QWuy heterogéneos entre las RIL
derivadas de retrocruzas y entre los sexos.

Por ultimo se evaluo, dentro de cada RIL derivdelaetrocruza, la correlacion
entre los distintos caracteres para cada uno desdres por separado. Si bien las
estimas de correlacién (r) variaron entre -0.358.350 ninguna de estas fueron
significativamente distintas de cero. Esto nosdadjue puede estar existiendo, para
esta poblacion, una Unica arquitectura genética padla caracter independientemente
(Tabla 2)
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Tabla 2. Resultados del ANOVA para los caracteres REC, RESME entre las lineas RIL
dentro de cada retrocruza y de cada sexo por skpaeguido se presentan los valores para la
heredabilidad en sentido estrictd)(i el coeficiente de variacion (GV También se muestran
los coeficientes de correlacién (r) entre cada @ealuado, ninguno de estos pares fue

estadisticamente significativo para la correlacion.

Retrocruza Caracter Sexo  Vananza Vi W h* CV, r
RIL-D48 REC M 263695 101195%*+* 162500 0.384 18.31 REC M/REV M = 0.113
F 229612 119025%**= 110586 0518 23.45 REC F/REV F= (.211
REV M T8281 4502 73778 0,058 22.04 REV M/P-SME = 0.200
F T0716 8620* 62097 0.122 32.46 REV F/P-SME =-0.103
SME P 0.0895 0.0066™° 0.0829 0.074 14.85 P-SME/REC M = 0.213
A 0.0950 0,0062™ 0.0888 (L.066 13.93 P-SME/REC F = 0.226
RIL-SH2 REC M 242150 TEETIv*** 163477 0.325 17.83 REC M/REV M = 0.350)
F 250011 896954+ 160316 0.359 21.94 REC F/REV F = (148
REV M 29929 18665%*** 11264 0.624 61.59 REV M/P-SME = -0.353
E 30233 19536%%+* 10696 (.646 53.82 REV F/P-SME = -0.342
SME P 01212 0.0180*% 0.1032 0.149 3445 P-SME/REC M = -0.048
A 0.1208 0.0203** 01005 0168 36.05 P-SMEREC F = 0.305

NS, no significativo, P> 0.05; *0.05 = P = 0.01; **0.01 = P> 0.001; ***0.001 = P > 0.0001; ****0.0001 > P.

Andlisis estadisticos para la interaccion Genotpar-Sexo (GSI)

Para los caracteres REC y REV evaluamos la inténa@ntre genotipo y sexo.
Cuatro ANOVA de modelo mixto (factor aleatorio lénél); factor fijo sexo (S) y su
interaccion (L x S)) se realizaron separadaments gada RIL derivada de retrocruza y
cada caracter (Tabla 3). El efecto aleatorio liresaltdo ser altamente significativo en
todos los casos, explicando, en el caso de RE@proentaje de la varianza fenotipica
total que varia entre 36.6% para RIL-D48 y 28.4%afIL-SH2; en el caso de REV,
los porcentajes presentan mayor dispersion, siéid®% para RIL-D48 y 50.2% para
RIL-SH2. El efecto fijo sexo fue solo significatiyara el caracter REC en ambas RIL
derivadas de retrocruzas, no asi para el cara&er(lRabla 3).

La interaccion entre ambos factores (L x S) fumdisticamente significativa
para REC en RIL-D48 y mas ampliamente significapasa REV en RIL-SH2. De la
varianza fenotipica total, L x S explica porcergapoderados y similares para REC
(8% para RIL-D48 y 5.8% para RIL-SH2) y, nuevamentga mayor dispersion para
REV (0% para RIL-D48 y 13.3% para RIL-SH2) (Tabja 3

Por ultimo, evaluamos la correlacion para cadaatar entre ambos sexos para
cada retrocruza por separado. En todos los casosstlma de correlacion fue
estadisticamente significativa y estan entre Igsisntes valores (0.610 r < 0.796)
sugiriendo que la arquitectura genética de ambxssses similar para cada uno de los
caracteres en ambas paneles de lineas RIL (Tabla 3)
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Tabla 3. Resultados para el ANOVA en los caracteres REEY Bntre las lineas RIL dentro
de cada retrocruza por separado. Entre paréntsipeesentado: primero, el error estandar de
la media, en los casos restantes, representa etrgaje de varianza explicada por el factor
aleatorio linea (V) o por la interaccion entre de este factor cofaetor fijo sexo (Vxs) o el
porcentaje de varianza explicada por el error dgiMg). También se presentan los coeficientes
de correlacion (r) entre los sexos con sus respactialores de significacion estadistica para

ambos caracteres en ambas RIL derivadas de retescru

Retrocruza Caracter Media (E£5) Sexo (8) Vi (%) Viss (%8) Ve (%) T

RIL-D48 REC 1663.26 (27.92) ¥ 90347 (36.6)**** 19613 (8.0y* 136645 (35.4)  0.796%**
REV 295.25(15.37) e 14696 (17.8)*%= -R208 (0.0)™° 67938 (82.2) 0.723%%»

RIL-SH2 REC 1515.21 (34.87) i 69996 (28.4)%* 14188 (5.8 161896 (65.8)  0.610%*
REV 240.77 (1 1.87) i 15091 (50.2)*** 4009 (/3.3)*** 10980 (36.5) (.709%**

NS, no significativo, P > 0.05; *0.05 = P> 0,01; **0.01 > P > 0.001; ***0.001 > P > 0.0001; ****0.0001 > P.

Mapeo de QTL

Utilizamos el mapeo de intervalo compuesto de @ Tbtuvimos los siguientes
resultados (Tabla 4). Para REV se encontraron QHq seis de ellos en la retrocruza
RIL-SH2 y los dos restantes en RIL-D48 (uno desele marginalmente significativo).
En RIL-D48 uno de los QTL se encontré para hemly@emosoma 1 (C1l), QTL
range: 16F3-F6) y otro para machos (Cromosoma 3, (QBL range: 97F-99D). En
RIL-SH2 los seis QTL se encontraron solo en hemfitaromosoma 2 (C2), QTL
range: 38E1-E9; 2: C2, QTL range: 50C-54B; 3: CZL.@nge: 56D-59A; 4: C3, QTL
range: 73A-86E; 5: C3, QTL range: 86E-90B; 6: C3LQange: 97F-99D) (Tabla 4;
Figura 4)

Para REC se encontraron tres QTL, todos ellos IerDR8, dos de ellos en
hembras (1: C1, QTL range: 4F-10A; 2: C3, QTL rangéD-66E) y un tercero en
machos (C1, QTL range: 4F-10A) (Tabla 4; Figura 4)

k] 35 35
s — REV-D48-F 4 —REV-SH2-F 10 — REV-D48-M
----REC-D48-M -+-= REV-SH2-F
4 Marcador
25 REC-D48-F 25 25 REC-D48-F

& Marcador + Marcador

20 20
15 n 15

10 10
5 5 i
04 04> =4k P -

30 45 60 75 90 0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 0O 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150
Cromosoma X (cM) Cromosoma 2 {(cM) Cromosoma 3 (cM)

] 15

Figura 4. Grafico de los valores para la tasa de probalil{i&®) en funcion de la posicion del

mapa (en cM) para el mapeo de intervalo compuesta REV y REC (solo aquellos que
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presentaron al menos un QTL) Brmelanogastetanto para RIL-D48 como para RIL-SH2 en
ambos sexos. Los umbrales de significacion fuestarthinados mediante 1000 permutaciones
al azar (lineas horizontales). Los tridngulos sadreje x corresponden a la posicion de los

marcadores moleculares utilizados en el mapeotde/alo compuesto.

Para SME se encontraron siete QTL para P-SME gy Q&L para A-SME.
Cinco QTL para P-SME se detectaron en RIL-D48 (1 @QTL range: 4F-10A; 2: C1,
QTL range: 10A-12E; 3: C1, QTL range: 12E-16F; 2, QTL range: 30A-34D; 5: C3,
QTL range: 90E-95C), otros dos se detectaron erSMR (1: C1, QTL range: 4F-7B;
2: C1, QTL range: 10A-12E). Para A-SME, dos QTLréuedetectados en RIL-SH2 (1:
C1, QTL range: 4F-7B; 2: C1, QTL range: 10A-12E)no mas en RIL-D48 (C1, QTL
range: 4F-7B) (Tabla 4, Figura 5)

20 — P-SME-D48 20 20
k --+- A-SME-D48
I\ A P-SME-SH2 — P-SME-D48 — P-SME-D48
15 | %A - A-SME-SH2 15 15 4 Marcador
i | [\\ 4 Marcador /.\ gl ki
fa T / T 10 10 .
= i h
i : | g
! « 4 F y k.
o b : .
g | b ¢ 3
i [ | 4 | !
Vo S 3 A e SR 0 4—Ead 3 3 P PV SR /Y
0 15 45 60 i) a0 0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150
Cromosoma X (cM) Cromosoma 2 (cM) Cromosoma 3 (cM)

Figura 5. Grafico de los valores para la tasa de probabil{ti&) en funcién de la posicion del
mapa (en cM) para el mapeo de intervalo compuesi BP-SME y A-SME (solo se presentan
aquellos graficos en los que se encuentre al mam@3TL) enD.melanogastetanto para RIL-
D48 como para RIL-SH2. Los umbrales de significadideron determinados mediante 1000
permutaciones al azar (lineas horizontales). Lidmdulos sobre el eje x corresponden a la

posicién de los marcadores moleculares utilizadasl enapeo de intervalo compuesto.

Solo un QTL solap6 para ambos sexos en la mismal®&lvada de retrocruza y
fue solo para REC (C1, QTL range: 4F-10A). Un QTésnsolapo para los distintos
sexos pero fueron los machos de RIL-D48 con lasbhesde RIL-SH2 para REV (C3,
QTL range: 97F-99D) (Tabla 4, Figura 4)

Entre ambas retrocruzas solapan dos QTL para P;8NktEparcialmente y otro
completamente (1: C1, QTL range: 4F-7B; 2: C1, Qahge: 10A-12E) y un QTL para
A-SME (C1, QTL range: 4F-7B) (Tabla 4, Figura 5)

Entre REC y REV no solapan ningdn QTL. Mientrase dos tres QTL
encontrados para A-SME se solapan con QTL encargrpdra P-SME. Por ultimo, se
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encontré un unico QTL (C1, QTL range: 4F-10A) quwéapa entre caracteres, estos
caracteres son REC de RIL-D48 (en ambos sexos) R@&ME de RIL-D48 (y
parcialmente con P-SME de RIL-SH2 y A-SME de amiea®cruzas) (Tabla 4, Figura
4y5)

El solapamiento entre los QTL de distinto sexdeseguna arquitectura genética
similar, no idéntica, para ambos sexos en lo gsgea a REC y REV. Por otro lado,
la falta de solapamiento entre los QTL de los wliss caracteres sugiere que la

arquitectura genética seria independiente parawaalde ellos.
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Tabla 4. QTL para los tres caracteres medidos (REV, REM)Sen cada sexo y en cada RIL
derivada de retrocruza junto con su correspondiefgeto de aditividad (a), el porcentaje de

variacion fenotipica explicada (%Var) y los genasdidatos.

Caracter Sexo RIL Rango del QTL a % Var Genes candidatos (posicion)

REV ~ Hembras D48 16F3-F6 127 1.7  Sh(16F3-5)

REV*  Machos D438 97F-99D 80 16.8  Pelym78 (98F12-13)

REV ~ Hembras SH2 38E1-E9 140 1.3

REV ~ Hembras SH2 50C-54B 92 6.3 Hse70-3 (50E6)

REV ~ Hembras SH2  56D-59A 146 13.2 Egfi (5TE9-FI)

REV Hembras SH2 73A-86E -146 0.2 gk (75B11-12). eve (76C6). elm (83B8), Fdh (86CT)
REV ~ Hembras SH2 86E-90B 98 0.5 desatl (87TB10-11), CG7362 (88D2)

REV ~ Hembras SH2  97F-99D 110 10.2 Pglym78 (98F12-13)

REC  Machos D48 4F-10A -324 82 nob (4F7-11), Fum (5C1-6C11), fav (6D3), Thh (7D2)
REC  Hembras D48 4F-10A -490 64

REC  Hembras D48 64D-66E -497 5. Clk (66A12), Idh (66C8)

P-SME - D48 4F-10A -0.126 8.7 nob (4F7-11), Fum (5C1-6C11), fav (6D3), Thh (TD2)
P-SME - D48 10A-12E 0.117 1.4 cex (11A7-B9), agn (11AS8)

P-SME - D48 12E-16F 61T 17 rut (12F4), vap (14A5-6), hang (14C4), Sh (16F3-5)
P-SME - D48 30A-34D -0.097 4.2 Aldh (30B1), Pka-C1(30C5),Mdh1 (31B1-F2)
P-SME - D48 90E-95C -0.094 6.1 InR (93R4-9)

P-SME*- SH2  4F-7B 0.165 1.3 nob (4E7-11). Fum (5C1-6C11). iav (6D3)

P-SME - SH2 10A-12E -0.218 9.1 cex (11A7-B9), agn (11A8)

A-SME - D48 4F-7B 0116 135 nob (4F7-11), Fum (5C1-6C11), iav (6D3)

A-SME - SH2  4F-7B 0.175 0.9

A-SME - SH2 10A-12E -0.242 79 cex (11AT-B9). agn (11A8)

*QTL marginalmente significativo

Efectos de los QTL

Evaluamos los efectos epistaticos entre todopdsibles pares de marcadores
usados en nuestro analisis para todos los caraatezdidos, y no detectamos ningun
efecto epistatico significativo (luego de la coniéa para mdltiples pruebas). Luego
estimamos el efecto de la aditividad (a) para leespde QTL identificados, también
calculamos el porcentaje de variacion fenotipical {86 Var) explicada por cada QTL
(Tabla 4). Casi todos los QTL encontrados son élpes para cada caracter y para
cada RIL derivada de retrocruza. Los porcentajegadacion fenotipica explicada para
cada QTL muestran que una gran parte de los QTLsguencontraron en la RIL
derivada de retrocruza RIL-D48 explican un porgentaayor que los QTL encontrados
en RIL-SH2. En promedio, cada QTL encontrado ea e&peo, explica un 6.5% de la

variacion fenotipica del correspondiente caracter.

s



Para el caso de REV, los QTL que explican los mesyporcentajes de variacion
fenotipica (16.8 % > % Var > 6.3%) muestran valgresitivos de a, esto nos indica
que el alelo proveniente de la linea parental Skt2ementaria la resistencia a los
vapores de etanol (REV); aquellos QTL que explit@ pequefios porcentajes de
variacion fenotipica (1.3% > % Var > 0.2%) poseantd valores positivos como
negativos de a.

Para REC, los unicos tres QTL encontrados, todotag RIL-D48, explican
valores moderados de variacion fenotipica (8.2% ¥&b > 5.1%), asimismo todos
poseen valores negativos de a, consecuentementsamlores medios de las RIL
derivadas de retrocruzas (Tabla 1) donde el paillelSR2 muestra valores menores
gue el panel RIL-D48.

Para SME, todos los QTL encontrados de mayora@{dc2% > % Var > 13.5%)
poseen valores negativos de a, mientras que todd3TL encontrados de menor efecto
(1.7% > % Var > 0.9%) poseen valores positivos.oBEstplica que los alelos
provenientes de la linea parental SH2 estariapridoiefectos negativos, a través de los
QTL de mayor efecto, en el caracter SME. Este t@&30] se condice con los valores
medios que presentan las RIL derivadas de retrasrikdL-SH2 respecto de las RIL
derivadas de retrocruzas RIL-D48 (Tabla 1).

Discusion

A pesar de que las respectivas bases genétidageldstencia y la recuperacion
al etanol han sido ampliamente estudiadas, aunoes [ que se conoce de la
arquitectura genética de estos caracteres (Chakir 1996; Fry 2003; Heberleiet al.
2006). Con este estudio hemos tratado de ampliarct®cimientos sobre la
arquitectura genética de los tres caracteres estogli que estan intimamente
relacionados con la exposicion, la resistenciangtaiperacion al etanol érosophila
melanogaster Nosotros estimamos parametros de genética catardity con ellos
hemos logrado localizar QTL que afectan la variaeidihos tiempos de recuperacion en
adultos y en la resistencia tanto en adultos comamas en una poblacion de lineas
RIL. Hemos encontrado varianza genética signifieatpara los tres caracteres
estudiados entre las lineas utilizadas en el mgpeas fue posible detectar 13 QTL
relacionados con la exposicion al etanol. Se haorégrado QTL para distintas regiones

en los tres cromosomas mayores Bemelanogaster y estos han mostrado
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relativamente poca colocalizacién entre los carastesugiriendo que, si bien puede
haber un minimo solapamiento, estariamos en prieselec arquitecturas genéticas
independientes para cada caracter. Sin embargmsas@xos parecerian compartir una
Gnica arquitectura genética para REV y otra par& Riendo que para cada uno de los
caracteres la superposicion entre los QTL detectpdos cada sexo es completa, de
cualquier modo cabe destacar que solo un QTL senédcpara REV y otro para REC
en machos, mientras que siete QTL para REV y dos REC fueron encontrados en
hembras. Los QTL detectados explican una porcidialMa segun el caracter, la linea o
el sexo de la varianza fenotipica total (8.2 — 34)7 Para casi todos los caracteres el
porcentaje de varianza fenotipico explicado por @EL result6 menor que las
heredabilidades en sentido estricto calculadas §T2plpero REV-M y SME en D48
presentaron valores de heredabilidad en sentidiztesenores que el porcentaje de
variacion fenotipica explicada por los QTL, coremé con esto, estos caracteres fueron
los Unicos que no mostraron efectos estadisticarsghificativos cuando se evalud
mediante ANOVA el efecto de las lineas [VEsta situacion nos fuerza a prestar
particular atencion a la posible debilidad de |oH_@etectados para estos caracteres.
La estima de lo efectos de aditividad para los @$Lconsistente con la direccion de
divergencia entre las medias de RIL-D48 y RIL-SH&Zepto por REV donde los
efectos de aditividad muestran valores positivoa s QTL de mayor efecto mientras
gue RIL-SH2 presenta medias menores que RIL-D48 gs& caracter.

Este estudio es un primer paso para reconoceqlatectura genética de estos
caracteres relacionados con el etanol. A pesastibe ®osotros no avanzamos mas alla
de este mapeo de QTL, queda pendiente poder neakzperimentos de
complementacion de deficiencias o mapeos de QTlaltse resolucion para poder
diseccionar mas aun la arquitectura genética des esiracteres (Anholt & Mackay
2004).

Hemos identificado varios genes candidatos basadas efecto de alguno de
sus fenotipos mutantes o de la funcidbn moleculagssa estaba relacionada con el
metabolismo del etanol (Tweedi al. 2009). Algunos de estos genes candidatos estan
implicados directamente en procesos relacionadolcgsistema nervioso. Por ejempilo,
nob (4F-4F11), que mapeo para REC en la linea RIL-P48ara SME en ambas
retrocruzas. Si bien su funcién molecular es destda, nob es fundamental para la
formacion del complejo central del sistema nervide®rosophila (Fleischmanret al.

1995). La mutaciéon de este gen causa defectoestiles en el complejo central del
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sistema nervioso central de adultos y produceagitgnes al comportamiento en las
larvas, algunos mutantes dwb muestran reducida su movilidad en medios con
levadura (longitud de los trayectos de forrajeo nowts que en las larvas no mutantes)
cuando se los compara con controles (Varnam & @i 1995). También se vio
que afecta el caminar en adultos (Strauss 2002)edt® sentido, también hemos
encontrado al gewcex (11A7-11B9) como posible candidato en QTL para S®E
ambas retrocruzas. La mutacién de este gen tarpbasluce defectos estructurales en
el complejo central, alterando el comportamientminotor de las larvas (Varnam &
Sokolowski 1995). Es mas, el mutanteX mostré disminuida la capacidad de
desarrollar tolerancia al etanol en trabajos pe(@cholzet al.2000).

Otro gen candidato relacionado con el sistema osovesTbh (7D2), este gen
esta involucrado en la actividad beta-monooxigedada dopamina (Monastiriogt al.
1996). Algunos fenotipos mutantes d@bh presentan defectos en el comportamiento
locomotor tanto en adultos como en larvas (Cettal. 2007; Foxet al.2006; Hardieet

al. 2007). Inclusive, el mutanfgsH™*®

presenta disminuida la capacidad de desarrollar
tolerancia al etanol (Schokt al. 2000). También relacionado al sistema nervioso y
presente en el mismo QTL para SME encontramosrelageg6D3) asociado también a
la octopamina al igual quebh (O'Dell 1993). La funcion molecular dav se predice
por estructura que estaria vinculada con la activide canal de calcio en membrana
(Tweedieet al.2009) y algunos mutantes de este gen presentanviagientes a la hora
de desarrollar sensibilidad a la cocaina (McClungig&h 1999), es necesario entender
gue existen vinculaciones fuertes entre los procesasionados con la repuesta a la
cocaina y los procesos relacionados con la respaéstanol (Rothenfluh & Heberlein
2002; Abarcaet al. 2003). El dltimo de los genes candidatos encontiqu® esta
vinculado directamente con el sistema nervios8hg4.6F3-16F5). Este gen, que posee
actividad de canal de cationes sensible al cambivottaje, tiene importantes efectos
pleiotropicos reconocidos, entre ellos se destacaehsibilidad al éter en fenotipos
mutantes (Sokolowski 2001). El g&hfue encontrado en solo un QTL para REV en
hembras de RIL-D48 y son necesarios otros estymios confirmar la importancia de
este gen como candidato para la respuesta al etanol

Muchos de los genes candidatos estan relacionealosel metabolismo del
cAMP. Por ejemploagn (11A8) que se encontrd en la regién de un QTL & en
ambas retrocruzas. Algunos mutantes de este gestraualafiado el metabolismo de

cAMP vy la actividad locomotora disminuida (Savvateest al. 1991), también
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encontramos aPka-R1 (banda 77E8) yAcCoAS (bandas 78C3-78C4) ambos
involucrados en el metabolismo del cAMP pero cooapeelacién con la respuesta al
etanol y encontrados solo para REV en hembras #4eSRP. De cualquier modo,
encontramos dos genes candidatos mas relacionbdostabolismo del cCAMP y con
importante influencia en la respuesta al etanol. dae@stos esut (banda 12F4), que
posee actividad adenilato ciclasa y actividad ddtnciclasa dependiente de calcio y
calmodulina (Heisenberg 2003); algunos fenotiposamtes presentan sensibilidad al
etanol en adultos (Wo#t al.2002), este gen fue localizado para un QTL de &N
retrocruza RIL-D48 pero no para REC o REV que sendos caracteres medidos en
adultos. En este sentido es importante destache@io querut posee cantidad de
efectos pleiotropicos. El otro gen candidato relaado con el cAMP d3ka-C1(30C5)
que también se encontré en un QTL para SME en RI&;Pka-C1cumple un rol
fundamental en la cascada de cAMP eocogpora pedunculatael sistema nervioso de
Drosophilamediando los procesos de aprendizaje y memoriau{&kiset al. 1993) y
mutantes fenotipicos de este gen tienen incremefdaadasibilidad al etanol en adultos
(Mooreet al.1998; Sokolowski 2001; Rothenfluh & Heberlein 2D02

Otro grupo de genes candidatos esta relacionado etometabolismo de
carbohidratos. Particularmente, estos genes estétucrados en procesos como la
glicolisis y el ciclo de Krebs. Uno de los camiraes desintoxicacion metabdlica del
etanol tiene como intermediario al Acetil-CoA quega un rol crucial en el ciclo de
Krebs (Figura 6). Este es el porque este grupcedesyfue considerado de importancia

para explicar la respuesta de caracteres relacsr@uh el etanol.
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Figura 6. Ruta metabdlica del etanol y su relacion con poseinculados al metabolismo de

carbohidratos.

Los genes candidatos relacionados a este procesdbdtico sonMdhl (31B1-
31F2) que esta localizado en un QTL detectado §ME en RIL-D48. Este gen es
particularmente interesante debido a que reciemttm(&ane®t al. 2009) se encontrd
gue el fenotipo de un mutante pMdhldisminuia la tolerancia al etanol, este gen tiene
actividad L-Malato deshidrogenasa, enzima impoetamt el ciclo de Krebs. También
encontramos el gel€G7362 (88D2) que posee actividad piruvato quinasa y esta
involucrado en la glicdlisis (Tweedeat al. 2009). Este gen esta localizado dentro de la
region de un QTL encontrado para REV en hembralde&sH2. Otro gen vinculado a
la glicolisis, pero de menor importancia para estidio, y que colocaliza con QTL
encontrados para REV en hembras de RIL-SH2 y pBka éh machos de RIL-D48, es
Pglym78 (98F12-98F13) que tiene actividad fosfogliceratatasa (Tweedieet al.
2009). Finalmente, encontramos varios genes magodean ser candidatos para la
respuesta al etanol y estan vinculados a la ghisoli— CG7311(34D1); Pglym87
(87B3); CG7998(90F8-90F9)PyK (94A6); CG7069(94A6); CG7059(94A11) -.
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El Acetil-CoA es también un importante intermemtiagn la sintesis de lipidos
(Figura 6) y es por eso que incluimos un par deege@andidatos para la respuesta al
etanol que estan vinculados con la sintesis ddokpiEl genFum (5C1-6C11), que
posee actividad fumarato hidratasa esta relacionadda repuesta al etanol en larvas
(Geeret al. 1983) y esta localizado en un QTL para SME en anrB&rocruzas y
también para REC en ambos sexos de la retrocrukeD&3. ElI genldh (66C8)
localizado en el un QTL de REC para hembras de [BI8-esta involucrado en la
atomizacion de lipidos asi como el glsat1(87B10-87B11) que localiza con un QTL
de REV en hembras de RIL-SH2 (Belidral.2006).

Otro grupo de genes candidatos esta relacionadagenes del grupo de las
proteinas deHeat-shock (HSP —“Heat shock proteins) que intervienen en el acople
con proteinas mal plegadas. A pesar de que pameged las HSP tuviesen poca
relacion con la repuesta al etanol, las HSP estéoiucradas en la respuesta a muchos
factores diferentes de estrés (Feder & Hofmann 1#49en Hsc70-5 (50E6), que esta
en la regién de un QTL para REV en hembras de RIR-8 posee funcion de HSP
(Tweedieet al. 2009) y también esta implicado en la atomizaciénipidos (Belleret
al. 2006). También encontramos varios genes candigatas mismo QTL (86E-90B)
que pertenecen a la familia de HSP y estan invatlos la respuesta al calétsp70Aa,
Hsp70Ab, Hsp70Ba, Hsp70Bb, Hsp70Bbb, HspyOBc

El genClk (66A12), que localiza con un QTL para REC en hemlae RIL-
D48, es un muy interesante gen candidato debideeaegta involucrado en diferentes
procesos. Este tiene un importantisimo rol endalexion circadiana de la expresion de
los distintos genes (Hunegt al. 2007), también es necesario para la sensibilided a
cocaina (Rothenfluh & Heberlein 2002) y tengamass@nte la vinculacion entre la
respuesta a la cocaina y al etanol antes citadguéosugiere que la respuesta a las
drogas puede estar bajo efectos de la regulaciéadiana. Consistentemente con esto,
cyc (76C6), también implicado en la regulacion cireadi de la expresion génica, esta
intimamente ligado €lk ya que ambos son los componentes de un com@#éayq
que es parte del “reloj central” (Blau 2001). Eh@gc también esta involucrado en la
respuesta a la cocaina (Rothenfluh & Heberlein 29@8) la resistencia al hambre (Xu
et al. 2008). Este gen colocaliza con un QTL para REVhembras de RIL-SH2.
Ambos genes(lk y cyo resultan muy interesantes debido a lo poco qusake de la
relacion entre el ritmo circadiano y la respuedteetanol (Spanagekt al. 2004;
Spanageett al.2005).
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Otro gen mas, éhR (93E4-93E9), fue mapeado y reconocido dentro d@Tin
para REC en machos de RIL-D48 y en otro para RE=arbras de RIL-SH2 que tiene
relacion con la respuesta a la cocaina (Wilkarchl. 2006) y que posee actividad de
receptor de insulina (Petruzzedli al. 1985).

Por dltimo, encontramos un conjunto grande de g@amdidatos que tienen
vinculacién con la respuesta al etanol confirmad#abajos anteriores. Uno de ellos es
el genvap (14A5-14A6), este esta localizado dentro de un Qaita SME en RIL-D48.
El gen vap esta implicado en el desarrollo debrpora pedunculatay fenotipos
mutantes presentan mayor sensibilidad al etanoho{8cet al. 2000). Otro gen
candidato esiang (14C4) que localiza en el mismo QTL que vap y fgos mutantes
tienen alteraciones en la respuesta corportamiatdk al etanol (Scholet al. 2005).
Otro gen mas que recientemente fue asociado sspaugsta corportamental al etanol
(LaFerriereet al.2008) localizado dentro de la region de un QTlagREV en hembras
de RIL-SH2, es el gealm (83B8). Este gen esta aparentemente asociado ganas
olfativos. Relacionado con este ultimo, encontramnsgen candidatogk (75B11-
75B12) que también esta implicado en el comportaimi@sociado a los érganos
olfativos. Este gen localiza en el mismo QTL qelen tiene importancia en el
comportamiento olfativo dBrosophilg fenotipos mutantes resultaron mas sensitivos al
etanol que los individuos controles (Shiraiveh al. 2000). Otro importante gen
candidato e<€gfr (57E9-57F1). Este gen localiza dentro de un QTta@REV en
hembras de RIL-SH2, siendo que este ultimo posetdea de efectos pleiotropicos
cabe destacar uno de estos efectos que esta vWloatda la respuesta comportamental
frente al etanol (Cort al.2009).

Finalmente, encontramos dos genes candidatos méspaseen importantes
roles dentro del metabolismo del etanol. El primé&ih (86C7), localiza en un QTL
para REV en hembras de RIL-SH2, posee actividadhalcdeshidrogenasa y esta
involucrada en el metabolismo del etanol y en idaxion del mismo (Danielssat al.
1994; Tweedieet al. 2009). El ultimo gen candidato presentadoA&th (30B1) que
localiza en un QTL para SME en RIL-D48. Este geseeoactividad acetaldehido
deshidrogenasa (Leal & Barbancho 1992), la funamdolecular de este gen es
importante para la desintoxicacion del etanol debéd que la enzima transforma
acetaldehido en acetato en la ruta entre el eyaglchcetil-CoA (Fry & Saweikis 2006).

Curiosamente, nosotros encontramos este gen eapsaypara el caracter relacionado
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con la etapa larvaria pero no en los caracteresdoeen adultos, este resultado es el
opuesto al esperado segun trabajos anteriores (Hedhsl. 1989).

Para este estudio, nosotros hemos llevado a caboriner acercamiento al
mapeo del genoma en busqueda de QTL que influeteiegspuesta al etanol &n
melanogasterNuestros resultados han entregado siete QTLREKg dos para REC y
cinco para SME en los tres cromosomas mayores.dyaira de los QTL identificados
exhiben efectos especificos para cada caractdriesutp que pese a que encontramos
en la bibliografia respuestas fisiologicas comgagien la respuesta al etanol para
diferentes caracteres, la resistencia al etanoVjRE recuperacion al etanol (REC) y la
tolerancia al etanol en larvas (SME) presentadass@nestudio poseen una arquitectura
genética Unica para cada uno de los caracterefi€imosotros identificamos catorce
QTL en este estudio, debemos reconocer que los @drtificados en esta poblacion de
mapeo seguramente representen una porcion de laxtmgi implicado en la respuesta
al etanol. Inclusive, las RIL utilizadas en estéué® fueron elegidas por razones
practicas, siendo que los genotipos de los mareadonoleculares habian sido
previamente determinados y otros caracteres reladosn con la tolerancia térmica
habian sido medidos. Futuros analisis deben llevarsabo en base a poblaciones con
alta divergencia natural derivada de fenotipos emtrs para mayor y menor
sensibilidad al etanol. Por ultimo, deberiamosizaalun mapeo de fina escala para los

QTL encontrados que permitan diseccionar cada aralds.
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CAPITULO IV

“Correlacion entre la resistencia al frio y la resggsta al etanol utilizando
los resultados obtenidos en los mapeos de QTL gareecuperacion al
coma por enfriamiento y para la recuperacion al canpor etanol, la
resistencia a los vapores de etanol y la toleranaiatanol en larvas, en

lineas RIL de Drosophila melanogaster”

(Aclaracion: Cuando en este capitulo figure la prema persona del plural, estara

haciendo referencia a la Lic. Raquel Defays y altaude esta tesis)

Resumen

En los capitulos anteriores hemos intentado avagrzael conocimiento de las
arquitecturas genéticas de los caracteres ennleasliRIL deDrosophila melanogaster
gue utilizamos para los experimentos. Hemos trdbajadependientemente el mapeo
para la recuperacién al coma por enfriamien€@h{li-coma recovery” —CCR-respecto
de los caracteres asociados al etanol, recuperatiéoma por etanol Recovery to
ethanol coma” —REQ; resistencia a los vapores de etanokgistance to ethanol
vapor” —REV) y tolerancia al etanol en larvasS(frvivance in medium with ethanol” —
SME). En este capitulo intentaremos desentrafiar lacigl existente entre la
resistencia al frio y la respuesta al etanol. lacién entre las altas latitudes y el mayor
consumo de etanol en humanos registra antecedérg&#sicos, pero no solo en
humanos se encuentra esta relaciébn que bien piathéa un origen sociolégico tanto
MAas que genético, sino que tambiéensophilase han descrito clinas altitudinales en
relacion al aumento de la resistencia al etanol.oMos evaluamos las posibles
correlaciones entre los fenotipos de las distititasas en las dos RIL derivadas de
retrocruzas utilizadas. Asi como no se han predertarrelaciones significativas entre
los caracteres relacionados con la respuesta abletampoco se encontré ninguna
correlacion significativa entre la resistenciaré fy ninguno de los caracteres medidos
para la tolerancia al etanol. Curiosamente todosdoacteres evaluados (excepto SME

porque no pudo ser medidos para los sexos poralEr presentaron correlacion
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positiva significativa entre los sexos. Esto nevdl a pensar que los caracteres
presentan arquitecturas genéticas independieritéders cada caracter comparte una
Gnica arquitectura genética entre los sexos. Tambi@luamos la superposicion de
QTL para los mapeos de los caracteres. Encontramugspoca superposicion, siendo
que de los tres QTL encontrados para CCR solo dlosalizan con QTL relacionados
con la respuesta al etanol, y este vinculo es samiznaébil. Este resultado junto con el
obtenido en las correlaciones nos lleva a pensar equ esta poblacién de RIL la
respuesta al frio y la respuesta al etanol se pesdindependientemente en lo que

respecta a la arquitectura genética.

Introduccién

El etanol es un estresor ambiental para las espe@Drosophila presente en
las frutas en descomposicion, y las adaptaciones ppsean para la utilizacién o
desintoxicacién de esta sustancia puede permit@xf@nsion del nicho, inclusive en
D.melanogaster(McKenzie & McKechnie 1979). La tolerancia al ethigovaria de
forma positiva con la latitud eD.melanogasteen los distintos continentes (Dawed
al. 1986). Mientras estas clinas parecen estar clart@msostenidas debido a la
seleccién natural (Berry & Kreitman 1993), los mésmos ecoldgicos, fisioldgicos y
genéticos que subyacen siguen sin ser del todoscl&i bien se ha hecho hincapié en
que las clinas de tolerancia al etanol podriarr @stanamente asociadas a clinas en las
frecuencias poblacionales de los alelos de maytvidad de la enzima alcohol
deshidrogenasa (Adh) (Berry & Kreitman 1993; Dagidhl. 1986) no esta claro que los
cambios adaptativos relacionados a la tolerancécahol se manifiesten siempre como
un cambio genotipico en el locus de Adh o locidielaados a esta enzima. Asi como
encontramos trabajos de seleccion que vinculamumeato de la tolerancia al etanol
con el aumento del alelo de mayor actividad de @fakiret al. 1996), en otros casos,
la adaptacion a distintos ambientes con etanolraseptan efectos consistentes sobre
las frecuencias de los alelos de Adh (Gibsbal.1979). La falta de consistencia en la
respuesta a la seleccion sugiere que el “backgroarfdhdo genético puede alterar la
relacion entre los alelos de Adh y la toleranci@tahol, haciendo la interpretacion de
esta Ultima un asunto mucho mas complejo que extzedxplicacion mediante la
influencia de un Unico gen dando lugar a intergietees mas sistémicas del genoma

que llevan a pensarlo como un todo y su relacionet@mbiente para poder explicar
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respuestas de resistencia que involucran cantidadsigdtemas y Organos. La
supervivencia a un estrés producido por una toségaiere de un complejo proceso
fisiologico, del cual el metabolismo de la toxiraswlo uno de los componentes. Por
ejemplo, la fluidez de la membrana celular y la posicion de fosfolipidos pueden
estar potencialmente relacionadas con la toleraia@tanol (Montoottet al. 2006). El
etanol se inserta en la membrana bi lipidica, ata&nfluidez e modifica la funcion de
las proteinas transmembrana (Gestr al. 1993). El etanol también modifica la
composicion de la membrana lipidica en mamiferorcc@n moscas a través de la
interaccion con la sefalizacion de enzimas vincglada lipidos, fosfolipasa C y D por
ejemplo (Baker & Kramer 1999). Los cambios adaptatique aumentan el orden de la
membrana o median en la interaccion con la seftadizale lipidos pueden ser otro de
los tantos mecanismos que podemos encontrar altetaméfectos toxicos del etanol.
Este Ultimo caso tiene particular importancia pa@sotros, ya que los
organismos ectotérmicos regulan la fluidez de smbnana en respuesta a los cambios
de temperatura que se producen en el ambientetayagaptacion es comiunmente
llevada acabo por alteraciones en la composicionligielos de la membrana
(Hochachka & Somero 2002). Las membranas celulatesDrosophila estan
compuestas por principalmente por fosfatidilcoljrasfatidiletanolamina (Jonet al.
1992). Cuando los niveles de fosfatidiletanolamestan bajos, las proteinas de
asociacion‘pinding” ) con elementos regulatorios esteroide®desophila (ASREBP)
aumentan la trascripcion de genes involucradosaesiritesis de acidos grasos y de
fosfatidiletanolamina, incluyendo AcCoAS (Dobrosaiga et al. 2002; Rawson 2003).
De aqui que es posible presumir que el controlrdsctipcion de AcCoAS resulte
esencial para la sintesis de acidos grasos. Estgleo mecanismo someramente
explicado aqui nos sirve para ejemplificar a nifigblogico la interaccion entre la
tolerancia al etanol y la tolerancia al frio. Veamnla regulacion de la sintesis de acidos
grasos puede estar actuando simultaneamente sabtelerancia al etanol como
resultado del rol dual que estaria cumpliendo AcEakbido a su participacion en el

catabolismo del etanol (Figura 1).
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Figura 1. Sistemas de genes/enzimas que explican someraglenétabolismo del etanol y las
rutas de sefializacion de derivados de lipidos, anéglios efectos regulatorios de dSREBP. Las
dos lineas curvas representan los limites de labrema plasmatica. AcCoAS, acetil-CoA
sintetasa; ADH, alcohol deshidrogenasa; ALDH, ddetddo deshidrogenasa; DAG,
diacilglicerol; PC, fosfatidilcolina; PE, fosfatidtanolamina; PEth, fosfatidiletanol; PLD,
fosfolipasa D (El gréfico y la explicacién del peso en Montootlet al.2006)

La tolerancia al etanol puede estar influenciamtdaruta fisiologica que lleva a
la modificacion del estado lipidico de la membraba. dependencia térmica de la
fluidez de la membrana en ectodermos puede haeemgdiante la importancia de esta
ruta fisioldgica, genes candidatos para la toleeaatetanol modifiquen su frecuencia
manteniendo clinas de tolerancia al etanol o eseoddi posibles genes candidatos,
debido a los efectos pleiotrépicos de muchos degéswes. Aqui queda claro que la
complejidad de los caracteres de origen cuantitativgpuede reducirse a un andlisis
atomizado, ni limitarse a explicaciones reducci@sisino que solo a través de estudios
diversos podremos comprender mejor la dinamicantgacciones entre caracteres de
herencia cuantitativa.

Para este capitulo hemos intentado por un ladableser la relacién de los
fenotipos de las distintas lineas RIL utilizadasosncapitulos anteriores para el caracter
de tolerancia al frio con los tres caracteres derdotia al etanol; en segundo lugar,
comprobamos si existia y, en el caso de ser aalieca la relacion entre los mapeos de
QTL, analizando que genes candidatos se encontrplesente en aquellos QTL

compartidos y que posible explicacién encontrabaaneste fenémeno.
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Objetivos:
» Evaluar la posibleorrelacion y superposicion en las arquitecturas gedticas
entre los tres diferentes caractemds respuesta al etanol y CCRcomo

respuesta al frio.

Materiales y métodos

Lineas endocriadas recombinantes (RIL) y mapeoTe Q

Las lineas RIL utilizadas fueron las mismas qudosncapitulos 1l y 1ll, asi
como los mapeos de QTL son los que se describéosarapitulos anteriores. Para ver
detalles de la construccion de las lineas y dedasdiciones del mapeo ver materiales y
meétodos de cualquiera de los dos capitulos angsrid?ara ver los fenotipos de las
lineas y los resultados del mapeo véase resultilambos capitulos previos.

Para evaluar la superposicién de las distintoseogpomamos en cuenta las
regiones citoldgicas determinadas en cada mapeolpardistintos QTL y evaluamos
cuales de ellas eran solapantes entre CCR y ceadqdie los otros tres caracteres
(Tabla 3)

Medicion de los caracteres

Para este capitulo se tomaron los datos obtenmira los caracteres:
recuperacion al coma por enfriamiento (CCR), paraeldetalle de como se midio ver
materiales y métodos del capitulo Il; resistentiga@or de etanol (REV), recuperacion
al coma por etanol (REC) y tolerancia al etanolawas (SME) para la descripcion
detallada de los métodos utilizado para las deinhediciones véase materiales y

métodos del capitulo I11.

Analisis estadistico

Para evaluar la relacion entre CCR vy los tresctares relacionados con la
tolerancia al etanol utilizamos el software Stai#st6.0. Realizamos matrices de
correlaciones entre todos los distintos caractgparando cada uno de los sexos y para
cada RIL derivada de retrocruza por separado (RIB-DRIL-SH2) (Ver los resultados
en Tabla 1y 2). Luego presentamos los graficosodelacion para cada uno de los tres
caracteres relacionados con el etanol (REV, REB®IE)S/s CCR para cada sexo y para

cada retrocruza.
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Resultados

Se evaluo, dentro de cada RIL derivada de retracrazcorrelacion entre los
distintos caracteres para cada uno de los sexosgparado, asi como la correlacion
entre todas las posibles combinaciones entre eaescy sexos. Si bien, las estimas de
correlacion (r) para el caso en el que se evalum®mlistintos caracteres dentro del
mismo sexo, variaron entre -0.353 y 0.350, ningimastas fueron significativamente
distintas de cero. Esto nos indica que puede egiatiendo, para esta poblacion, una
Gnica arquitectura genética para cada caractepamtiientemente (Tabla 1 y 2; Figura
2y 3)

Tabla 1. Se presentan los resultados de las pruebas delamidn entre todos los caracteres
para cada sexo en RIL-D48. Los valores para maebi@ bajo el simbolo M, los valores de
hembras bajo el simbolo F y SME solo se evaluugap (P) debido a que los resultados para
adultos (SME A) son casi idénticos. En cada casifita arriba el valor de r, donde puede
apreciarse el signo de la correlacion y debajakdnde p que nos dice si la correlacion es o no

estadisticamente significativa.

REC M RECF REV M REV F SMEP CCRM CCRF
REC M 1.0000
p: —
REC F 0.7960 1.0000
p=0.000 p= —--
REV M 0.1134 0.3024 1.0000
p=0.537 p=0.083 p= ==
REV F 0.0533 0.2105 0.7230 1.0000
p=0.772 p=0.248 p=0.000 p= —--
SMEP 0.2125 0.2263 0.2004 -0.1026 1.0000
p=0.243 p=0.213 p=0.271 p=0.576 p= -
CCR M 0.0155 0.1491 -0.1687 -0.2570 0.0779 1.0000
p=0.933 p=0.415 p=0.356 p=0.156 p=0.672 p= -—--
CCRF 0.1665 0.2770 -0.0725 -0.1621 0.17189 0.7398 1.0000
p=0.362 p=0.125 p=0.693 p=0.376 p=0.347 p=0.000 p= -
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Tabla 2. Se presentan los resultados de las pruebas delamidn entre todos los caracteres
para cada sexo en RIL-SH2. Los valores para mae$tds bajo el simbolo M, los valores de
hembras bajo el simbolo F y SME solo se evaluéupap (P) debido a que los resultados para
adultos (SME A) son casi idénticos. En cada casifita arriba el valor de r, donde puede

apreciarse el signo de la correlacion y debajakdnde p que nos dice si la correlacién es o no

estadisticamente significativa.

REC M RECF REV M REVF SME P CCRM CCRF
REC M 1.0000
p: _—
REC F 0.6095 1.0000
p=0.003 p= ---
REV M 0.3496 0.1004 1.0000
p=0.120 p=0.665 p= ---
REVF 0.3229 0.1478 0.7087 1.0000
p=0.153 p=0.523 p=0.000 p= ---
SME P 0.0478 0.3053 -0.3528 -0.342 1.0000
p=0.837 p=0.178 p=0.117 p=0.129 p= -
CCR M £.0801 -0.3514 0.1408 0.1703 0.0402 1.0000
p=0.698 p=0.118 p=0.543 p=0.460 p=0.863 p= -
CCRF 0.0487 -0.1706 -0.0291 0.1076 0.1222 0.8500 1.0000
p=0.834 p=0.460 p=0.800 p=0.642 p=0.598 =0.000 p= —-

También evaluamos la correlacion para cada caractee ambos sexos para
cada retrocruza por separado. En todos los cas@stiama de la correlacion fue
estadisticamente significativa, con un rango deoreal entre 0.616< r < 0.850,
sugiriendo que la arquitectura genética de ambrgsses generalmente similar para

cada uno de los caracteres en ambas RIL derivadatrdcruzas (Tabla 1y 2)
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Figura 2. Graficos de correlacion para cada uno de los tEescrelacionados a la tolerancia
con el etanol (REC, REV y SME) versus CCR en cada por separado solo para la retrocruza
RIL-D48.
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Figura 3. Gréficos de correlacion para cada uno de los aescrelacionados a la tolerancia
con el etanol (REC, REV y SME) versus CCR en cada por separado solo para la retrocruza
RIL-SH2.

Por udltimo evaluamos la superposicion (o coloealian) de QTL entre el

mapeo para CCR y los mapeos para los tres caractdaeionados con la tolerancia al
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etanol (Tabla 3). Se encontraron dos QTL de los trepeados para CCR con

superposiciones con otros caracteres.

Tabla 3. QTL para los tres caracteres medidos (REV, RE®#)Sen cada sexo y en cada RIL

derivada de retrocruza, seguido estan los QTL pa&R. Todos ellos junto con su

correspondiente efecto de aditividad (a) y el pui@ie de variacion fenotipica explicada

(%Var). Las letras A y B marcan los QTL con supsigdn entre CCR y cualquier otro

caracter.

Caracter Sexo RIL Rango del QTL -a %0 War
REY  Hembras [BEE LaF2-Fa 127 [
REV  Machos D4R S7F-39D Bl Lo.8
REYV  Hembras SHZ 3BEI-E9 [41) I3
REV  Hembras SHX  S0C-540 92 6.3
REV  Hembras SHZ  56D-59A [46 I3:2
REY  Hembras SHZ  T3A-BGE 46 0.2
REV  Hembras SHX  BRE-90BE A a8 0.5
REYV  Hembras EHZ 97F-98D L .2
REC  Machos D45 4F-10A 324 B2
REC  Hembras [h 2F-[0A =490 f4
REC  Hembras [x48 fE-nnE 497 5.1
B-SME - D4n 4F-104 4.120 8.7
P-SME - D4R [0A-12E (NN 4
P-SME - D4s [ZE-16F I Bl by A
P-SME - D4R HA-34D 4097 42
P-SME- - [BES SE-25C B .09 6.l
P-SME - SH: 4F-TH (.165 113
P-SME - EH2 [0A-12E 4218 9.1
A-BME - D4 £F-TH Llle 135
A-SME - SHZ 4F-7H 0175 0.9
A-SME - SH2 la-12E 4.242 79
CCR Hembras SH2 A3C=27F £l 15
CCR Hembras &H2 73A-00B =75l c ]
CCR Hembras SH2 GIE-S5C B a5l 11

La superposicién A, que se produce con dos QTedtedos para REV en

hembras de RIL-SH2 (considerar que todos los QTéeatiados lo fueron justamente en
hembras de RIL-SH2), es un Unico QTL de CCR queegasfecto de aditividad
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negativo, o sea que el alelo SH2 aumenta la veddaitg recuperacion al frio, mientras
gue se superpone con dos QTL de REV uno con athtivinegativa y otro con
aditividad positiva, ambos explican muy poco devdaiacion fenotipica total (0.2 y
0.5%) mientras que el QTL de CCR explica el 35%adeariacion fenotipica. Esto nos
lleva a pensar en lo espurio de este vinculo. taasatperposicion, simbolizada como B,
se produce entre un QTL de CCR que posee efectadidiwidad positivo (menor
velocidad de recuperacion explicado por el aleloS#2) que explica el 11% de la
variacion fenotipica con un QTL de SME P de RIL-Dgi# explica el 6.1% de la
variacion fenotipica y que posee efecto de adaididegativa, siendo que en este caso
tanto el efecto de aditividad como la variacion egula en ambos QTL resultan ser
bastante similares (recordar que la aditividad Q€& resulta en el mejoramiento de la

respuesta al caracter cuando el valor de aditivegaglegativo)

Discusién

Ambos mapeos de QTL, tanto para la resistendi@oatomo para los caracteres
vinculados con la tolerancia al etanol, entregaesultaron sumamente interesantes,
siendo que en ambos estudios pudieron evaluarsedpsestas fenotipicas, mostrando
para todos los casos variabilidad presente enim@md evaluadas. Cada uno de los
caracteres por separados permitié un analisis geonde QTL detallado, para todos los
caracteres estudiados hemos encontrado, al meesQTL y varios genes candidatos
vinculados en cada uno de ellos. Hemos podido avasz conclusiones respecto a la
arquitectura genética de cada caracter entendmunglcsegun nuestros resultados, existe
una arquitectura genética compartida entre los semdedos los caracteres evaluados.
También nos hemos visto sorprendidos al no enaocdraelaciones significativas entre
los tres caracteres estudiados para la resistahetanol. Esto nos llevé a pensar que
los mecanismos implicados en la resistencia a [@®gion de vapores de etanol
involucran procesos fisiolégicos distintos a los gestan implicados en la
desintoxicacion que permite la recuperacion al cgoe exposicion al etanol. Por
altimo, la falta de correlacion de estos dos carast antedichos con la tolerancia al
etanol en larvas puede verse explicada por la gaatda poca relacion entre los genes
activos en el periodo larvario y los activos epeariodo adulto (Fry & Saweikis 2006),
si bien podemos en todos los casos encontrar lapgieion de algunos QTL entre

distintos caracteres (Ver capitulo Il1).
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Para este capitulo nos propusimos evaluar eriflead RIL deD. melanogaster
utilizadas en los capitulos anteriores, la relacgre la resistencia al frio y los
caracteres vinculados al etanol, siendo esta éeleamteriormente registrada por otros
autores en otras poblaciones y en otros organigiikana et al. 1987; Phillips 2006;
Montoothet al.2006).

Curiosamente, no encontramos ninguna respuestalamonada entre ninguno
de los caracteres mapeados en respuesta al etamel caracter mapeado en respuesta
al frio. Este resultado no conduce a interpret@saonfusas ya que se puede apreciar
la falta de correlacion entre los distintos camastecon mucha claridad (Figura 2 y 3).
Mas aun, la falta de superposicion de QTL, y laudspde la relaciéon de una de las dos
superposiciones encontradas, nos lleva a pensamantotal independencia de las
arquitecturas genéticas de estos dos caractereembs que tener presente que los
caracteres aqui estudiados son caracteres complegos general de resitencia, que
implica una labor compleja para poder explicardaebgenética de los mismos (Mackay
& Anholt 2006; Anholt & Mackay 2004). Muchos de Igenes candidatos encontrados
en los distintos caracteres poseen efectos pleiot® que complejizan la interpretacion
de los resultados. Muchos de estos estan implicaglosprocesos fisioldgicos
sumamente amplios que afectan mucho mas que et@aexaluado (Glicdlisis, sintesis
de lipidos, CAMP, etc.)

Lo que nosotros hemos encontrado en esta pobjaeidordemos la importancia
de resaltar que los resultados solo sirven en dkxtinde esta poblacién y para los
caracteres medidos en las condiciones ambientalgaesse efectuaron las mediciones,
es una independencia de arquitecturas genéticapupaen deberse al origen selectivo
de la poblacién, siendo las lineas RIL derivadadimieas de seleccion para la alta
temperatura. Si bien, esta documentada la relasite el frio y la resistencia al etanol
el vinculo entre ambos no parece ser consistemgequalquier poblacion (Crablet al.
1994; Crawshavet al.2001). Mas aun, la complejidad de la respuestatigargara los
caracteres de estrés relacionados con el etarntal gsie involucra distintos procesos
fisioldgicos seguin como se mida la respuesta (Bexgal. 2004; Fry 2001; Bergest
al. 2008)

Este estudio permite avanzar sobre la respuesteelamonada entre la
resistencia al frio y al etanol, dejando en clarmécesidad que existe de avanzar con
mas estudios sobre otras poblaciones que posetntadisorigenes y que permitan

evaluar en otros genomas cual es el vinculo erdtesecaracteres. Mientras estos
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estudios no se lleven a cabo la informacion queegroes nos permite decir que el
vinculo que existe es dependiente de la poblacariden utilizada y de los métodos
de medicién con los que se evaluaron los diferezgtreses.
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CONCLUSION

“Yo era un hombre bien, tenia perro y mujer y unaliencontré una

botella de escocés” Pappo Napolitano

(Aclaracion: Cuando en este capitulo figure la préma persona del plural, en lo
referido a la recuperacion del coma por etanol, ast haciendo referencia a la Lic.

Raquel Defays y al autor de esta tesis)

En este apartado intentaremos arribar a un canjd@tconclusiones generales
respecto del trabajo en su totalidad. Asi como g&nbs en la introduccion general, el
andlisis genético para caracteres cuantitativasieemente complejo y tiene distintas
formas de ser abordado. En nuestro caso realizamcasstudio clasico de seleccion
artificial enDrosophilabuzzatij con la innovacion respecto a los estudios angsien
resistencia al frio de haber podido seleccionaotgata mayor resistencia como para
menor resistencia respecto al control. Este estnd#opermitié también corroborar la
posible existencia de correlaciones entre el régisedectivo y otros caracteres, tanto de
historia de vida como de resistencia a diferenfgsstde estrés. Avanzamos en el
analisis para dos caracteres cuantitativos, unoelesaracter seleccionado, la
recuperacion al frio, el otro es la respuestaaiat Para estudiar estos dos caracteres
es que decidimos, a partir de la disponibilidade¢daboratorio de lineas RIL en
Drosophilamelanogasterrealizar estudios de QTL para el caracter saeecio erD.
buzzatij recuperacion desde el coma por enfriamiento, na piferentes caracteres
relacionados con la respuesta al etanol (resisterni adultos y en larvas y la
recuperacion en adultos).

En lo siguiente intentaremos resumir las conchesomas importantes de cada
capitulo para cerrar la tesis con un conjunto delesiones generales.

En primer lugar, del capitulo primero, podemosirdgae la recuperacion al
coma por enfriamiento (CCR) respondié significatieamte a la seleccion artificial.
Estos resultados, en principio, indican que CCRresaracter heredable Bmosophila
buzzatij como recientemente se evidencié en otras espge@sophila(Andersonet
al. 2005; Mori & Kimura 2008). El patron asimétrico iEspuesta que encontramos en

las distintas generaciones evaluadas también fuengado erD.melanogastefMori
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& Kimura 2008) y permite suponer que o bien la poldin base se encontraba
parcialmente adaptada al frio o bien CCR es urctaraajo la presion de la seleccion
natural sin fuertestfade-offs” entre caracteres (Mori & Kimura 2008; Andersetral.
2005). Drosophila buzzatiies una especie expuesta a bajas temperaturasedetan
invierno el sitio de origen de la poblacion baser¢8seret al. 2005; Norryet al.2006).

La inversion del patron respecto de la respuestgpumsle explicar debido a la
acumulacion de mutaciones y el efecto de la dgmiwducto de la numerosa cantidad de
generaciones que pasaron hasta retomar el trabajestas lineas selectivas (Falconer
& Mackay 1996).

La seleccion para CCR en este estudio@dnuzzatiino tuvo ningun impacto en
la resistencia al calor, lo que no solo es condisteon estudios de seleccién en
D.melanogasterfAndersonet al. 2005; Mori & Kimura 2008) sino también con la
ausencia de clinas altitudinales opuestas paresiatencia a la baja y alta temperatura
estudiadas recientemente Brbuzzatii(Sorenseret al. 2005). Este patron consistente
entre distintas especies Beosophilapara la respuesta a la seleccion y la correlaciéon
sustentan aun mas la hipoétesis de que los limées|p resistencia a la baja temperatura
pueden evolucionar incrementando esta resistendependientemente de los limites
para la resistencia a las altas temperaturas (Aadet al.2005).

Nosotros no encontramos evidencias tiede-offs genéticos entre CCR vy otros
caracteres como ser el tiempo de desarrollo, tamaiioral y resistencia al hambre.

Sin embargo, encontramos evidencias de una pasibtelacion genética entre
el régimen selectivo para CCR vy la resistenciasavilapores de etanol. Es en este
contexto que podemos decir que para nuestra poéhlate D.buzzatii incrementar
significativamente la respuesta al frio mediantsell@ccion artificial de CCR acarrea el
incremento a la tolerancia a los vapores de etd&sih correlacion tiene antecedentes
anteriores erD.melanogastely suele ser de sumo interés para estudios con nesedo
(Alkana et al. 1987; Phillips 2006). Finalmente, esta correlagdede estar explicada
por la importancia del metabolismo de lipidos tgrda la resistencia al frio como para
la resistencia al etanol (Grieeg¢al.1979; Heberleiret al.2006; Ohtstet al. 1998).

Por otro lado, Se decidié avanzar con el mapeQTepara la resistencia al frio
gue nos permitiria conocer regiones del genomd geelanogastemue estuvieran
implicadas en la recuperacion al frio.

Para la recuperacion al coma por enfriamiento,dseemcontrado QTL de gran

efecto en ambos cromosomas mayores autosémicos@ermel cromosoma X.
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A pesar que el poder estadistico en este estuditirhitado debido a la escasa
densidad de marcadores y al bajo nimero de RIlasu@TL fueron encontrados para
el caracter. Un mapeo de fina escala permitiriatifiecar mejor aquellos genes que
presentan variabilidad e importancia para el caraat estudio.

En dos de los QTL encontrados en este estudio @a@mR (QTL1 y QTL2)
colocalizaron con regiones de QTL de trabajos pseeyMorgan & Mackay 2006). La
segregacion transgresiva resulta, tipicamente,adee¢ombinacion entre las lineas
parentales que poseen dos QTL con efectos antagdpara un caracter; es importante
que destaquemos el origen de estas lineas, dondenai de las dos, ni SH2 ni D48
fueron seleccionadas para la recuperacién alifitogara la resistencia al calor.

La linea D48 utilizada en este estudio derivé da poblacion mas adaptada al
frid, la poblacion salvaje proveniente de Dinamagreeo los alelos respectivos de esta
linea reducen la velocidad de recuperacion en e@obgitres QTL (QTL1 y QTL3)
cuando se los compara con los alelos de SH2. Lridiziéicion intercontinental de las
lineas utilizadas en este estudio puede ser arfagte haya generado los fenotipos
extremos vistos en algunas lineas RIL.

Habiendo encontrado QTL para la recuperacionialdvanzamos en el mapeo
de QTL para la respuesta al etanol, medimos ettargue correlaciond db.buzzatij
asi como dos caracteres mas relacionados con paesta al etanol para abarcar
distintos aspectos de la este caracter.

Nosotros estimamos parametros de genética cuarity con ellos hemos
logrado localizar QTL que afectan la variacion es tiempos de recuperacion en
adultos y en la resistencia tanto en adultos commmas en una poblacion de lineas
RIL. Hemos encontrado varianza genética signifieapara todos los tres caracteres
estudiados entre las lineas utilizadas en el mgpeos fue posible detectar 13 QTL
relacionados con la exposicion al etanol. Se haorgrado QTL para distintas regiones
en los tres cromosomas mayores Bemelanogaster y estos han mostrado
relativamente poca colocalizacién entre los carasfesugiriendo que, si bien puede
haber un minimo solapamiento, estariamos en pri@selec arquitecturas genéticas
independientes para cada caracter. Sin embargmsas@xos parecerian compartir una
Gnica arquitectura genética para REV y otra par&€ RiEndo que para cada uno de los
caracteres la superposicion entre los QTL detestpdm cada sexo es completa.

La estima de lo efectos de aditividad para los QEEL consistente con la

direccion de divergencia entre las medias de RIB-D4RIL-SH2 excepto por REV
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donde los efectos de aditividad muestran valorestipos para los QTL de mayor
efecto mientras que RIL-SH2 presenta medias memgoeRIL-D48 para ese caracter.

Este estudio es un primer paso para reconocenqlatectura genética de estos
caracteres relacionados con el etanol. A pesasibe osotros no avanzamos mas alla
de este mapeo de QTL, queda pendiente poder meakzxperimentos de
complementacion de deficiencias o mapeos de QTlalte resolucion para poder
diseccionar mas aun la arquitectura genética des estracteres (Anholt & Mackay
2004).

Hemos identificado varios genes candidatos era® lole datos, basados en el
efecto de alguno de sus fenotipos mutantes o denkEén molecular si esta estaba
relacionada con el metabolismo del etanol (FlyBzisd.2004).

Algunos de estos genes candidatos estan implicdidestamente en procesos
relacionados con el sistema nerviosohl (4F-4F11),cex (11A7-11B9),Tbh (7D2),
etc.). Muchos de los genes candidatos estan rakais con el metabolismo del cAMP
(agn (11A8), Pka-R1(77E8), AcCoAS(78C3-78C4)rut (12F4), etc.). Otro grupo de
genes candidatos estan relacionados con el metatmolide carbohidratos.
Particularmente, estos genes estan involucradpsoeesos como la glicolisis y el ciclo
de Krebs. Uno de los caminos de desintoxicaciorabddita del etanol tiene como
intermediario al Acetil-CoA que juega un rol crd@a el ciclo de Krebs. Este es el por
qué este grupo de genes fue considerado de impiartpara explicar la respuesta de
caracteres relacionados con el etadtlfl (31B1-31F2),Pglym78 (98F12-98F13),
etc.). El Acetil-CoA es también un importante intediario en la sintesis de lipidos es
por eso que incluimos un par de genes candidataslaaespuesta al etanol que estan
vinculados con la sintesis de lipiddaufn (5C1-6C11),Idh (66C8), desat1(87B10-
87B11)). Otro grupo de genes candidatos estanioakaos con genes del grupo de las
proteinas de “Heat-shock” (Hsp“Heat shock proteins)’ que intervienen en el acople
con proteinas mal plegadas. A pesar de que paaapegilas Hsp tuviesen poca relacion
con la repuesta al etanol, las Hsp estan involasrath la respuesta a muchos factores
diferentes de estrés (Feder & Hofmann 1999). Algugetes con rol en la regulacion
circadiana de la expresion de los distintos geneslacionados con la respuesta a la
cocaina Clk (66A12),cyc (76C6)). Ambos gene€(k y cyc resultan muy interesantes
debido a lo poco que se sabe de la relacion ehtieme circadiano y la respuesta al
etanol (Spanagedt al. 2005; Spanagedt al. 2004). Otro gen, dhR (93E4-93E9), fue

mapeado que tiene relacién con la respuesta a Eneo{Willardet al. 2006) y que
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posee actividad de receptor de insulina (Petruzeedll. 1985). Por ultimo, encontré un
conjunto grande de genes candidatos que tienemlasién con la respuesta al etanol
confirmada en trabajos anterioresmy§ (14A5-14A6), hang (14C4), elm (83B8), gk
(75B11-75B12),Egfr (57E9-57F1)). Finalmente, encontramos dos genedidaos
mMAas que poseen importantes roles dentro del metatmdel etanol. El primerd;dh
(86C7), posee actividad alcohol deshidrogenasaayiegolucrada en el metabolismo
del etanol y en la oxidacién del mismo (Danielssbal. 1994; FlyBaseet al.2004). El
otro esAldh (30B1), posee actividad acetaldehido deshidrogefia=sal & Barbancho
1992), la funcion molecular de este gen es imptetpara la desintoxicacion del etanol
debido a que la enzima transforma acetaldehidecetata en la ruta entre el etanol y el
acetil-CoA (Fry & Saweikis 2006). Curiosamente, atoss encontramos este gen en el
mapeo para el caracter relacionado con la etapariarpero no en los caracteres
medidos en adultos, este resultado es el opuessparado segun trabajos anteriores
(Heinstraet al. 1989).

Sin bien nosotros identificamos catorce QTL er estudio, debemos reconocer
que los QTL identificados en esta poblacion de mageguramente representen una
porcion de todos los loci implicado en la respuesteetanol. Inclusive, las RIL
utilizadas en este estudio fueron elegidas por epracticas, siendo que los genotipos
de los marcadores moleculares habian sido previeandeterminados y otros caracteres
relacionados con la tolerancia térmica habian smmlidos. Futuros analisis deben
llevarse a cabo en base a poblaciones con altegdiveia natural derivada de fenotipos
extremos para mayor y menor sensibilidad al etd®al.ultimo, deberiamos realizar un
mapeo de fina escala en un futuro para los QTL draxws que permitan diseccionar
cada uno de ellos.

Ambos mapeos de QTL, tanto para la resistendi@oatomo para los caracteres
vinculados con la respuesta al etanol, resultamomasnente interesantes, siendo que en
ambos estudios pudieron evaluarse las respuestaipieas, mostrando para todos los
casos variabilidad presente en las lineas evalu&iada uno de los caracteres por
separados permitié un analisis de mapeo de QTLUIlakdba para todos los caracteres
estudiados hemos encontrado, al menos, tres QTkigsvgenes candidatos vinculados
en cada uno de ellos. Hemos podido avanzar enusiocks respecto a la arquitectura
genética de cada caracter entendiendo que, segesirosl resultados, existe una
arquitectura genética compartida entre los sexosoeéos los caracteres evaluados.

También nos hemos visto sorprendidos al no enaotdraelaciones significativas entre
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los tres caracteres estudiados para la resistahetanol. Esto nos llevd a pensar que
los mecanismos implicados en la resistencia a [@®gion de vapores de etanol
involucran procesos fisioldgicos distintos a los qaestan implicados en la
desintoxicacion que permite la recuperacion al cparaxposicion al etanol.

Curiosamente, no encontramos ninguna respuestalamonada entre ninguno
de los caracteres mapeados en respuesta al etamel caracter mapeado en respuesta
al frio. Tenemos que tener presente que los caesctui estudiados son caracteres
complejos y en general de resistencia, que implica labor compleja para poder
explicar la base genética de los mismos (Anholt &ckéy 2004; Mackay & Anholt
2006). Muchos de los genes candidatos encontraddéssalistintos caracteres poseen
efectos pleiotropicos que complejizan la intermiéta de los resultados. Muchos de
estos estan implicados en procesos fisiologicosasuente amplios que afectan mucho
mas que el caracter evaluado (Glicdlisis, sintsigpidos, CAMP, etc.)

Lo que nosotros hemos encontrado en esta pobjaeidordemos la importancia
de resaltar que los resultados solo sirven en dextinde esta poblacién y para los
caracteres medidos en las condiciones ambientalgaeese efectuaron las mediciones,
es una independencia de arquitecturas genéticagupaen deberse al origen selectivo
de la poblacion, siendo las lineas RIL derivadadinkas de seleccién para la alta
temperatura. Si bien, esta documentada la relasite el frio y la resistencia al etanol
el vinculo entre ambos no parece ser consisteméequalquier poblacion (Crablet al.
1994; Crawshavet al.2001).

Hasta aqui un breve resumen de las conclusione®sdeapitulos previos,
resaltando los puntos méas importantes de cadaaiabog.

Es destacable los resultados que se obtuvierdralahjar con una poblacion
natural colectada recientemeni®. puzzati) y los que se obtuvieron con lineas que
llevan mucho mas tiempo de cria en laboratoriorfiquaarmente de endocria. También
debemos recordar que se estuvo trabajando corsgesies diferentes, particularmente
con una tipicamente de climas templados com®resophila buzzatii Por ultimo,
hacemos hincapié que los disefios experimentalézadts en ambas especies fueron
sustancialmente diferentes. Es por todo esto pahtiente que podemos no
extraflarnos de no haber encontrado [@melanogasterla correlacion entre la
recuperacion al frio y la respuesta al etanol quemrtramos ed.buzzatii

Una de las razones que podemos suponer explieaessiltado esta vinculado

con una de las limitaciones propias del disefio @& €n lineas RIL. Si recordamos
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brevemente como se construyen las lineas RIL esamtedicruzamientos durante
muchas generaciones de hermanos completos, demsa bbtenemos un individuo
experimental que posee un genoma casi plenamemtdmoto, si bien esto es
fundamental para poder efectuar el mapeo que hi¢itansién tenemos que destacar
que en el proceso de construccion de las RIL la geate de las parejas iniciales se
perdieron en el transcurso de la endocria. En gepsto se debe a la homocigosis en
alelos que resultan deletéreos, estos suelen pstaentes en genes sumamente
pleiotrépicos que producen fallos en varios prosesterminan por hacer inviable al
individuo o su descendencia (Gromko 1995; Rose ;1B&8oner & Mackay 1996). Sin
embargo estos mismos alelos en heterocigosis puadatenerse en la poblacion sin
afectar la aptitud. Curiosamente, los procesos ltpsta aqui se han descrito que
vinculan a la respuesta al frio con la respuestdaglol suelen involucrar a varios genes
de efectos pleiotropicos amplios (Schetzl. 2000; Heberleiret al. 2006; Montoottet

al. 2006). También es importante hacer hincapié edaguéneas parentales de las RIL
no fueron seleccionadas ni para CCR ni para lauesta al etanol, lo que implica que
muchos genes de efectos pleitrépicos tengan peesgntambas parentales alelos de
similar efecto debido a la falta de seleccion gatas carateres. Las lineas de seleccion,
si bien, producto de estar en el laboratorio y rjaanen numero limitado de individuos,
pueden ser algo endogamicas, suelen presentar teradigosis muchisimo mayor que
las lineas RIL, y en esta situacion pueden reflejdos efectos de alelos que no
podriamos encontrar en las lineas RIL.

Este estudio permite avanzar sobre la respuestaamonada entre la respuesta
al frio y al etanol, dejando en claro la necesiglael existe de avanzar con méas estudios
sobre otras poblaciones que posean distintos @s$ggmue permitan evaluar en otros
genomas cual es el vinculo entre estos caractdres.de estos estudios podria ser el
mapeo en lineas generadas a partir del cruzandenatgunas lineas RIL seleccionadas
por sus fenotipos con otras lineas RIL de distorigen para evaluar los efectos de
dominancia en un entorno de plena heterocigosienfvlis estudios como este u otros
similares no se lleven a cabo la informacién quee@ao®s nos permite decir que el
vinculo que existe entre la respuesta al frio gtahol es dependiente de la poblacion de
origen utilizada y de los métodos de medicion amdue se evaluaron las diferentes

respuestas.
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ANEXO

Software para registrar tiempos

Aclaracion: el disefio, desarrollo y utilizacibn dgirograma aqui descrito es de
autoria exclusiva del autor de esta tesis, no cootd la autorizacion ni el apoyo del

director de la misma.

El programa desarrollado en Visual Basic 6.0 pgdmmedir de forma mas
precisa y eficiente los caracteres REC (recupemaeidcoma por etanol) y CCR
(recuperacion al coma por enfriamiento). Mediartese de este programa se logro
medir simultdneamente por un Unico operador 15#ndlo solo permitid realizar las
mediciones mejorando su eficiencia y precision gjne también hizo extremadamente
sencillo y veloz pasar los datos del formato cradma planilla Excel con el formato
necesario para poder utilizar tanto el Statistida &®mo el SigmaPlot 11.0, ambos
programas de estadistica fueron los utilizadosstntesis.

Posee pantalla Unica para su ejecucion (Figura ttavés del ingreso por el
archivo “Registro.exe”; una vez ingresado el nomieela linea en el casillero justo
encima de cada columna, pudiendo especificar @, sexprocede a presionar el botén
“Activar” de la columna correspondiente en el mormeah que se da comienzo al
experimento con esa linea. Desde ese momento coengriuncionar el cronémetro
para esa columna, cuando se quiere tomar un iegistta linea se precisa presionar el
namero (o letra) correspondiente a la columna éfsgeeos sobre cada una de ellas, de
esa forma se ingresa automaticamente el registteedgo, si se ingresa algun dato por
error puede eliminarse presionando el botBortfar Gltimd’. Una vez terminado el
registro se ingresan aquellos individuos que seiderason muertos presionando el
botdn ‘Muertd’; luego se procede a desactivar la columeieckeandd sobre ‘Activar’

y acto siguiente se presiona el bot®ofrar y generat que limpia la columna y envia
los datos a un archivo Excel ya abierto por el @og que va agregando los datos que
se envian de cada linea una debajo de la otra.cBdeadato enviado se especifica en
cada fila los siguientes parametros en la hoja [EXEempo” es el registro absoluto de
tiempo de cada individuo; “Frec acumulada” es édiencia acumulada en porcentaje

del total de individuos que se van recuperandoetepdel total registrado de la linea;
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“linea” es el codigo de linea que se introdujo ialimente y “Sexo” el sexo

seleccionado. De esta manera queda codificadowsamae los individuos registrados,
por dltimo también se imprime en la planilla Exeéldia y la hora del experimento
(Figura 2). Cualquiera que quiera acceder al prograo tiene mas que solicitarlo al

correocib1979@hotmail.conya que es de acceso gratuito y libre, junto comisino

se encuentra un archivo pdf que posee el codigwatgamacion.
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Figura 1. Ejemplo del programa en funcionamiento. Puedensevetas columnas
correspondientes a cada linea con sus respectrobras en el casillero superior y el nimero
correspondiente de cédigo para ingresar los regi¢fr, 2, 3 y 5 ocupados en el ejemplo). En la
parte inferior se observan los cronometros en @naniento, la casilla de “Activar”, los
botones “Borrar y generar”, “Borrar Ultimo”, lassilias para seleccionar el sexo y el botén

“Muerto” respectivamente.
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Figura 2. Ejemplo de planilla Excel generada por el progratoade se aprecian las cuatro
columnas y el formato adecuado para el uso enrlogrgamas de estadistica (Statistica 6.0 y

SigmaPlot 11.0 entre otros)
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