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Exploración de la arquitectura genética para la respuesta al frío y al etanol en el 

modelo Drosophila: Líneas de selección y mapeo de QTL 

 

RESUMEN 

 Las respuestas de los organismos a los distintos factores de estrés han sido 

objeto de estudio desde hace varias décadas. El interés que despertó esta área de 

conocimiento ha llevado a tomar diferentes enfoques para abordar un tema sumamente 

complejo como es la respuesta de un organismo a un factor de estrés. Tanto aspectos 

fisiológicos, como moleculares y genéticos entre otros aspectos, han sido considerados 

en estudios recientes para develar como es que los organismos responden a la presencia 

de un estresor. En esta tesis colaboramos, desde la genética cuantitativa, en la búsqueda 

de la base genética que permita entender más acabadamente que factores intervienen en 

la recuperación de un individuo cuando se lo expone al frío, así como cuales son los 

factores que permiten la recuperación y la tolerancia cuando son expuestos a altas 

concentraciones de etanol. También se buscan posibles correlaciones genéticas entre la 

recuperación al frío y otros caracteres de historia de vida así como de resistencia a 

distintas formas de estrés. Hemos hecho uso de un organismo experimental 

ampliamente utilizado en el área de la genética, Drosophila melanogaster. Asimismo, 

algunos experimentos también fueron desarrollados en otra especie del mismo género 

Drosophila, Drosophila buzzatii, que es una especie cactófila.  

 En primer lugar, desarrollamos, mediante selección artificial, líneas para alta y 

baja velocidad de recuperación al coma por enfriamiento, ambas en Drosophila buzzatii. 

Una vez constatada la heredabilidad del caracter y la diferenciación significativa entre 

los fenotipos de ambas líneas evaluamos la posible correlación de este régimen selectivo 

con distintos caracteres adaptativos, como ser el tiempo de desarrollo, resistencia al 

golpe de calor, tamaño corporal, resistencia a la inanición, resistencia a los vapores de 

etanol. También desarrollamos un programa que permite mejorar la eficiencia y 

precisión de la medición. En segundo lugar, realizamos, mediante la utilización de 

líneas RIL (líneas recombinantes endocriadas) de Drosophila melanogaster 

pertenecientes al laboratorio GERES,  un mapeo genético para localizar la posible 

existencia de QTL (loci de caracter cuantitativo) vinculados con las diferencias 

fenotípicas para la recuperación al frío presentes en las líneas RIL antes mencionadas. 

En tercer lugar, utilizando estas mismas líneas de Drosophila melanogaster se 
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mapearon tres caracteres vinculados a la respuesta a la exposición al etanol 

(recuperación y tolerancia en adultos y supervivencia en larvas). Por último, se 

comparan los resultados obtenidos en los mapeos para la recuperación al frío con los 

obtenidos en la respuesta al etanol. 

 Si bien se pudo constatar que en Drosophila buzzatii la heredabilidad de la 

recuperación al coma por enfriamiento es significativa en un régimen selectivo de 

múltiples generaciones, no se pudo establecer correlaciones genéticas entre este régimen 

y otros caracteres medidos (tamaño corporal, tiempo de desarrollo, resistencia al calor o 

resistencia a la inanición). El único caracter que mostró una correlación con el régimen 

selectivo fue la tolerancia a la exposición al etanol. 

 El mapeo de QTL para la recuperación al frío permitió identificar 3 QTL para 

los cuales fue posible detectar algunos genes candidatos. Algunos de estos QTL solapan 

con QTL identificados por otros autores para el mismo caracter de resistencia al frío así 

como también para otros caracteres de resistencia al calor. Para el caso del mapeo de 

QTL para la exposición al etanol se encontraron 13 QTL, muchos de estos específicos 

según el caracter analizado. La superposición de los QTL correspondientes a la 

respuesta al etanol con los QTL encontrados para la recuperación al frío fue casi nula, 

así como la superposición entre los mismos caracteres vinculados a la respuesta al 

etanol. 

 En conjunto, los resultados indican que la arquitectura genética es diferente entre 

la resistencia al frío y los caracteres mapeados de tolerancia al etanol en el modelo 

Drosophila. Debido a esto es que podemos decir que la correlación detectada en 

Drosophila buzzatii parece ser dependiente de la población, lo que nos lleva a plantear 

que los vínculos entre la respuesta al frío y la respuesta al etanol son débiles y 

dependientes de la población en estudio. 

 

Palabras Claves: Drosophila melanogaster, Drosophila buzzatii, QTL, líneas de 

selección, “chill-coma”, etanol. 
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Genetic architecture for the responses to cold and ethanol in Drosophila: selection 

lines and QTL mapping 

 

ABSTRACT 

 The responses of organisms to diferent stress factors have been studied for 

several decades. The interest in this topic has been illustrated from different approaches 

to address a very complex issue, which is the response of an organism to a 

stressor. Both physiological and molecular mechanisms, as well as the genetic variation 

among other issues, have been considered in recent studies to reveal how the organisms 

respond to the presence of a stressor. In this thesis a quantitative genetic approach is 

followed to search for the genetic basis of stress resistance to test for factors that are 

potentially involved in the recovery of an individual when it is exposed to cold stress, 

and what is the genetic basis for recovery and stress tolerance when exposed to high 

concentrations of ethanol. This work also test for possible correlations between chill-

coma recovery and other adaptive characters, including some life history traits as well 

as other traits of stress resistance. We made use of an experimental organism widely 

used in the area of genetics, Drosophila melanogaster. Likewise, another species of the 

same genus Drosophila is used in other experiments, the cactophilic species Drosophila 

buzzatii. 

 Firstly, artificial selection was applied to select for both increased and reduced 

times of chill-coma recovery in Drosophila buzzatii. After constructing divergent lines 

for chill-coma recovery by artificial selection in D. buzzatii, the possible genetic 

correlations were tested between this trait and other adaptive traits such as development 

time, resistance to heat stroke, body size, starvation resistance, resistance to ethanol 

vapors. I also developed a program that improves the efficiency and precision of 

measurement. Second, recombinant inbred lines (RIL) of Drosophila melanogaster 

were used to identify QTL (quantitative trait loci) for chill-coma recovery. Third, the 

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

larvae. Finally, the results are compared between traits of cold and ethanol tolerance. 

After applying artificial selection for chill-coma recovery in Drosophila buzzatii, 

replicated lines obtained were divergent for this trait indicating the the trait is heritable. 

 These divergent lines were used to test for any possible genetic correlations 

between chill-coma recovery and other adaptive traits such as body size, development 
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time, heat-stress resistance and starvation resistance. In these experiments with D. 

buzzatii, the only character that showed a correlation with selective regime for chill-

coma recovery was tolerance to ethanol. 

 QTL mapping for the chill-coma recovery allowed to reveal the presence of 3 

QTL where some candidate genes are allocated. Some QTL for chill-coma recover 

overlapped with QTL with QTL regions detected in previous studies with other 

mapping populations for both chill-coma recovery and heat-stress resistance. In the case 

of the QTL mapping for ethanol resistance traits, a total of 13 QTL were 

identified. There was no consistent overlapping between QTL for chill-coma recovery 

and QTL for ethanol tolerace. 

 Overall, the results indicate that the genetic architecture of the mapped traits is 

different between chill-coma recovery and ethanol resistance in the Drosophila model. 

Because of this we can say is that the correlation detected in Drosophila buzzatii seems 

to be dependent on the population, which leads us to propose that the ties between the 

response to cold and response to ethanol are weak and dependent on the study 

population. 

 

Key words: Drosophila melanogaster, Drosophila buzzatii, QTL, selection lines, chill-

coma, ethanol. 
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desarrollo científico y tecnológico según los especialistas del Banco Interamericano de 

Desarrollo (BID). Este mismo banco le presta dinero al país en forma ininterrumpida 

desde la década del 60, el BID presto a naciones latinoamericanas en el período 1962-

1995 unos 1400 mill U$; en el período 1998-2000 unos 350 mill U$ y solo entre 2006-9 

en un único proyecto desembolso 280 mill U$ solo en la Argentina. Cabe destacar que 

para este programa el Estado Argentino debe contribuir con una contraparte que implica 

casi la mitad del monto del crédito con la consecuente gravedad de dejar a disposición 

de los condicionamientos del Banco capital genuino del Estado (Crédito = 280 mill U$; 

Capital genuino del Estado = 230 mill U$; Total del Programa = 510 mill U$). 

En Noviembre del 2010 se dio comienzo con la siguiente tanda de préstamos llamados 

Programa de Innovación Tecnológica (llevan ya 100 mill U$ en el 2009 y ahora otros 

200 mill U$ más a desembolsar en los próximos 5 años). El BID nos sigue prestando, 

pero no sin imponer algunas condiciones. 

El BID tiene bien claro que es lo que pretende de los gobiernos a la hora de prestar 

dinero. Existe un documento sobre las políticas rectoras del Banco en lo que respecta a 

Ciencia y Técnica (CyT) elaborado en el 2000 por Moura Castro (La ciencia y la 

tecnología para el desarrollo: una estrategia del BID). En él podemos leer cosas como 

las siguientes: 

“En su diálogo con los países, el Banco acaso proponga un número limitado de 

reformas de políticas, ya sea como condiciones de los préstamos o como parte del 

proceso de ejecución de proyectos, de modo que se pueda contar con todos los 

elementos necesarios para la innovación tecnológica.”. Algunas de esas reformas 

políticas parece que se vienen aplicando, por ejemplo: “Aunque el financiamiento 

público se justifica claramente, la prestación pública de los servicios correspondientes 

es más difícil de justificar, porque en muchos casos las instituciones privadas, con 

diversos subsidios públicos, pueden prestar el servicio de manera más eficiente que el 
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sector público”. Por último nos dejan un consejo que tiene reminiscencias a los que 

daba otra institución de préstamos internacionales –FMI- que no es tan generosa como 

el BID: “Por lo tanto, el Banco dará apoyo a las políticas encaminadas a aumentar el 

libre comercio, con particular referencia a la liberalización del comercio y a la 

eliminación de las barreras a la importación de tecnología. El Banco, además, 

identificará y recomendará otras políticas y reglamentaciones que puedan tener una 

incidencia positiva sobre la tecnología, incluidas las relacionadas con las políticas 

tributarias (por ejemplo, los incentivos tributarios para la inversión y para IyD), el tipo 

de cambio, las políticas sobre la competencia interna (el régimen antimonopólico) y el 

desarrollo y la supervisión de los mercados de capital, incluido el capital de riesgo.” 

 

 “El buen gobierno y los incentivos correctos serán condiciones permanentes de los 

préstamos.” Y recientemente nos volvieron a prestar, será que para el BID este es un 

“buen gobierno”.  

Somos muchos los que queremos una ciencia libre y nacional pensada para satisfacer las 

necesidades más urgentes de nuestros compatriotas y exenta de las condiciones 

impuestas por los organismos de crédito internacionales, ya 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 
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INTRODUCCIÓN 

 

 Pensemos en una noche de invierno, mal abrigados y sin calefacción en un lugar 

donde no queremos estar, pensemos en el viento que se escapa por debajo de cada 

pequeña grieta que uno intenta desesperadamente tapar, pensemos en esos pies fríos que 

no nos dejan pegar un ojo, por último y para hacerlo más dramático, pensemos que 

afuera el ruido de la lluvia helada nos prohíbe salir de esta cárcel improvisada. Ahora 

bien, revolviendo alacenas ajenas nos encontramos dos valiosos objetos, una botella con 

agua y otra igual con ginebra, ambas igual de frías que nosotros. La botella de agua la 

dejamos en su lugar para épocas más calurosas, pero la botellita de ginebra va con 

nosotros hasta esa silla desvencijada donde pasaremos la noche al abrigo del alcohol. 

 Ahora ya más tranquilos y con menos frío nos podemos preguntar: ¿Por qué esta 

relación ancestral entre el frío y el alcohol? ¿Por qué tanto vodka en Rusia? ¿Por qué los 

nórdicos no suelen emborracharse tan fácilmente como yo? ¿Por qué no habré 

encontrado limón y hielo para ponerle a la ginebra?  

 La noche se nos va entre divagues y sueños. Algunos de ellos, tanto los divagues 

como los sueños, fueron la motivación para las páginas que siguen. Sírvase una ginebra, 

póngale hielo y limón usted que puede, y dispóngase a leer un rato. 

(Nota a parte, el consumo de alcohol no es beneficioso para combatir el frío, pese a que 

se lo suele relacionar) 

 

 La respuesta de un organismo ante la exposición al etanol, al frío, al calor, al 

hambre entre otras suele tener relación con un conjunto de factores que requieren de 

estudios complejos. Las respuestas de resistencia al estrés suelen ser caracteres 

cuantitativos, o sea, caracteres que están “controlados” por gran cantidad de genes que 

implican una base genética compleja. Estos caracteres están caracterizados por 

complejas redes de efectos pleiotrópicos1 que precisan del uso de análisis estadísticos 

para describir los fenotipos complejos. Los caracteres de resistencia, son 

extremadamente sensibles a las variaciones ambientales, esto produce un amplio rango 

de fenotipos distintos para individuos genéticamente iguales expuestos a distintos 

ambientes. Para entender la arquitectura genética de un caracter de resistencia es 

necesaria la identificación de todos los genes que contribuyen con el caracter y las 
                                                 
1 Pleiotropía: Es el fenómeno en el cual un solo gen tiene influencia directa sobre distintos fenotipos o 
caracteres (Falconer & Mackay 1996) 
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funciones e interacciones de los mismos, también precisamos determinar cual de estos 

genes contribuye con la variación fenotípica que ocurre en la naturaleza, así como los 

polimorfismos responsables de estas variaciones que resultan de sustrato para los 

cambios evolutivos (Mackay 2001). 

 Hasta hace pocos años, las posibilidades de realizar estudios que pudieran 

desentramar los complejos vínculos y redes de estos caracteres eran sueños imposibles 

de realizar por la falta de los recursos técnicos necesarios, sobre todo en los campos 

estadístico y molecular. Sin embargo los recientes avances en la genética cuantitativa y 

la genómica funcional han acercado la posibilidad concreta de efectuar estos estudios, 

pero aún es necesario prestar particular atención a los efectos que producen las 

variaciones ambientales así como el dimorfismo sexual para los fenotipos relacionados 

con la resistencia, y más importante aún es el control del entorno genético que es ámbito 

en el que se dan las interacciones genéticas (Anholt & Mackay 2004). 

 Hace ya muchas décadas que Drosophila es un organismo modelo por 

excelencia en el mundo de la genética en general y de la genética de poblaciones en 

particular. La especie Drosophila melanogaster presenta un excelente modelo para el 

estudio de la arquitectura genética de caracteres complejos, incluyendo los 

comportamentales, así como los de resistencia. El genoma de D. melanogaster ha sido 

secuenciado y anotado en su totalidad, es un organismo extremadamente maleable para 

la manipulación genética y extensas bases de datos de acceso público están disponibles 

(ej. flybase.org). A esto se suma el hecho que son organismos relativamente sencillos 

para criar en forma económica, reproducir selectivamente, producen generaciones 

sucesivas con extrema rapidez y se pueden obtener grandes poblaciones rápidamente a 

partir de pocos individuos. En particular, de gran importancia para los estudios de 

resistencia, provee también, la posibilidad de generar gran número de individuos 

genéticamente idénticos y la cría de estos bajo condiciones ambientales controladas. 

 Si bien podemos encontrar trabajos donde se describe la importancia de 

determinados genes en caracteres de resistencia, en general estos mismos fueron 

producto de técnicas vinculadas con la mutagénesis en estos genes (Dudai et al. 1976; 

Quinn et al. 1974; Konopka & Benzer 1971). Sin embargo, los comportamientos y la 

resistencia están organizados por la interacción compleja entre genes, que contribuyen a 

la manifestación fenotípica en distintas formas. Los estudios sobre genes de gran efecto 

sobre comportamientos determinados y resistencias específicas han permitido una 

aproximación que precisa, para ir completando el rompecabezas, del estudio genómico 
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funcional y de la genética molecular. Las últimas técnicas han permitido diseñar 

complejos modelos de estudio que permiten diseccionar y a la vez sintetizar distintos 

trabajos de manera tal que podamos ir construyendo una idea completa de la 

arquitectura que subyace en los distintos caracteres. 

 El punto de largada para cualquier análisis genético sobre la resistencia es 

comenzar por buscar ensayos que permitan medir caracteres de genética cuantitativa. Si 

bien estos ensayos suelen ser complejos, es necesario buscar alternativas que nos 

permitan acceder a una idea general de la arquitectura genética del caracter de 

resistencia que buscamos mediante un ensayo lo más simple posible. Algunos ensayos 

sencillos se han logrado llevar adelante para un gran número de individuos y se los ha 

podido conectar con elementos constitutivos del “fitness”  de las poblaciones en el 

hábitat natural (Huey et al. 1992; Hoffmann et al. 2003; Chen et al. 2002; Osborne et 

al. 1997; Greenspan & Ferveur 2000; Moehring & Mackay 2004; Anholt et al. 1996; 

Moore et al. 1998; Rothenfluh & Heberlein 2002). 

 Los caracteres de comportamiento, así como los de resistencia, suelen poder 

interpretarse de forma modular, por ejemplo, cuando hablamos de cortejo y 

apareamiento en Drosophila, estamos precisando de varios procesos simultáneamente, 

como ser el reconocimiento, la orientación, la movilidad, la vibración de alas y en 

última instancia la cópula (Osborne et al. 1997; Hall 1994). La variación fenotípica en 

cualquiera de estos componentes puede afectar el cortejo y el apareamiento en su 

totalidad. Cada uno de los ensayos que se puedan efectuar sobre el caracter pueden 

darnos la idea de que esta sucediendo a nivel genético con uno o algunos, en el mejor de 

los casos, de los componentes de un caracter complejo y es por esto que son necesario 

diferentes tipos de ensayos cuando se quiere dilucidar la arquitectura de un caracter 

cuantitativo.  

 Las diferencias en el fondo genético (“genetic background”) pueden afectar 

profundamente a los fenotipos de resistencia al estrés. Por ejemplo, si introducimos un 

elemento P2 en un definido entorno genético puede causar alteraciones transcripcionales 

en cantidad de genes que poca relación parecerían tener entre ellos (Anholt et al. 2003), 

indicando que un solo polimorfismo puede afectar profundamente el perfil de 

trascripción, son estos ejemplos los que marcan la importancia de controlar el entorno 

genético lo más posible a la hora de avanzar con estudios de genética cuantitativa. Es 

                                                 
2 Elemento P: Una familia de elementos transponibles que se usan frecuentemente como herramienta 
molecular para generar mutaciones y manipular el genoma de D. melanogaster. 



 13 

por esto que una de las herramientas más poderosa hasta el momento para los análisis 

genéticos de la resistencia bajo entorno genético controlado en D. melanogaster son la 

construcción de líneas genéticamente idénticas, ya sea mediante líneas isogénicas para 

realizar análisis de mutaciones mediante elementos P, como líneas endogámicas 

recombinantes (RIL – “recombinant inbreed lines”) para mapeo de loci de caracteres 

cuantitativos (QTL – “Quantitative traits loci”), también existen otros tantos 

procedimientos utilizando líneas mutantes (mutantes con sistema GAL4-UAS, SNPs y 

otros).  

 Los caracteres de resistencia son muy sensibles a las variaciones ambientales, 

inclusive individuos genéticamente idénticos criados bajo condiciones ambientales 

controladas pueden presentar variaciones en sus caracteres. Este factor nos obliga a 

contar con muchos individuos a medir para cada línea así conseguimos la mayor 

precisión estadística posible para estimar las medias fenotípicas de manera tal que se 

minimice la varianza ambiental, pensemos que la variación fenotípica presente esta 

compuesta por dos elementos principales uno es el componente genético y otro el 

ambiental, en el caso de líneas genéticamente idénticas, en una misma línea las 

diferencias fenotípicas encontradas solo pueden explicarse por el ambiente, de ahí la 

importancia de controlar el ambiente de cría y medición así como asegurar un número 

de individuos réplicas suficientes para minimizar la variación ambiental en la estima de 

la media fenotípica del genotipo. 

 Los estudios de genética de caracteres cuantitativos en Drosophila típicamente 

involucran desde cientos a miles de individuos. El diseño de estos laboriosos 

experimentos requiere de particular atención en los efectos que pueda tener el ambiente 

sobre la expresión del fenotipo complejo a medir. El concepto de “ambiente común” 

utilizado en la genética cuantitativa refiere a cualquier condición ambiental que cause 

fenotipos similares entre los individuos que compartan esta condición respecto de otros 

individuos que no la compartan (Anholt & Mackay 2004). Por ejemplo, individuos de 

Drosophila melanogaster criados en el mismo tubo comparten un ambiente espacial en 

común, mientras que aquellos que comparten una misma experiencia en un mismo 

momento comparten un ambiente temporal común; también diferentes observadores o 

manipuladores son otra fuente de variación ambiental, tengamos en cuenta que este 

inconveniente representa uno de los más difíciles componentes de varianza a minimizar 

en las mediciones, para dar un ejemplo de ello pensemos que en el caso de poder contar 

con individuos criados en el mismo tubo, bajo idénticas condiciones ambientales 
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estándar, medidos en el mismo momento por el mismo operador precisaríamos que 

ambos individuos emerjan en el mismo momento, ya que de no ser así estaríamos 

contando con dos individuos de distinta edad al medir, y con esto ambos individuos 

dejarían de tener en común el tiempo de vida hasta el momento de la medición que es 

un factor ambiental más, si quisiéramos medir a ambos con la misma edad, 

probablemente no podamos hacerlo en el mismo momento lo que implicaría que dejaran 

de tener un ambiente temporal común. Puede verse que la situación es compleja y una 

forma adecuada de minimizar la varianza del ambiente es mediante el uso de muestras 

de gran tamaño. 

 Como si la situación no fuera lo suficientemente compleja ya, tenemos que 

agregar un elemento más a la hora de pensar en la varianza fenotípica, no solo tenemos 

que tener en cuenta la varianza aportada por la genética y la varianza aportada desde lo 

ambiental sino que es sumamente importante entender que existe un factor más que es la 

interacción entre estos dos elementos, o sea, la interacción genotipo-ambiente. Con esto 

queremos marcar que un mismo genotipo puede presentar distintas respuestas a una 

misma medición según el ambiente, por ejemplo el genotipo A puede ser muy resistente 

al calor en ambientes de alta humedad pero al bajar la humedad este mismo genotipo 

puede presentar menor resistencia, así como puede existir un genotipo B que le ocurra 

lo contrario (caso c de la Figura 1). Solo en el caso en que la magnitud y el sentido de la 

desviación de un valor fenotípico sea igual para ambos genotipos podemos decir que no 

hay interacción genotipo ambiente para esos genotipos y para esos ambientes en 

particular (caso a de la Figura 1) 

 

 

Figura 1. Interacción genotipo ambiente. Si diferentes genotipos difieren en el fenotipo con 

respecto de los distintos ambientes, eso es considerado interacción entre genotipo y ambiente. 
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 Si bien tenemos que aclarar que varios caracteres de origen cuantitativo pueden 

presentar robustos resultados que sean reproducibles en diferentes laboratorios, cuando 

los resultados obtenidos en distintos laboratorios no son consistentes entre si, esta 

discrepancia no necesariamente debe hacernos dudar de la validez de alguno de los dos, 

sino que debe pensarse en la posibilidad de no estar evaluando correctamente la 

interacción genotipo ambiente. 

 Una importantísima fuente de variación fenotípica a tener en cuenta en los 

caracteres de resistencia es el efecto de los distintos sexos. Machos y hembras no suelen 

separarse en los experimentos de genética cuantitativa excepto cuando se trata de 

experimentos relacionados al cortejo o a la copula. Las diferencias entre los valores 

medios fenotípicos de machos y hembras (dimorfismo sexual) para caracteres 

cuantitativos, incluidos los comportamentales, así como los de resistencia, suelen ser 

comunes (Anholt et al. 1996; Mackay et al. 1996; Devaud 2003; Belgacem & Martin 

2002; Helfrich-Forster 2000). 

 Las variaciones fenotípicas producto del dimorfismo sexual pueden ser 

evaluadas de forma equivalente a la interacción genotipo-sexo como si cada sexo 

representase un ambiente diferente, y puede estar ocurriendo si una mutación o un QTL 

afecta a un único sexo (sexo-específico), así como si afecta a ambos sexos en diferente 

grado o en sentido opuesto (Rice 1992). El último caso es particularmente interesante 

porque si los distintos sexos afectan de forma opuesta en base al fenotipo producto de 

una mutación o de un QTL determinado, esta situación ayudaría a mantener la 

variabilidad genética para ese loci en poblaciones naturales. Claramente, una 

apreciación completa de la arquitectura genética de un caracter cuantitativo requiere que 

los sexos sean medidos de forma separada. 

 Una aproximación al estudio de estos caracteres es mediante el análisis de líneas 

de selección para algunos de los componentes de estos caracteres o para los caracteres 

en si mismo. La selección artificial es una técnica de evolución experimental que se 

utiliza en organismos modelos desde hace tiempo, que sigue siendo utilizada 

exitosamente para generar fenotipos extremos y evaluar correlaciones genéticas entre 

caracteres (resumen de trabajos de líneas de selección para la tolerancia térmica en 

Hoffmann et al. 2003). Es mediante estas líneas de selección que pueden establecerse 

primeramente el tipo de caracter que estamos evaluando, nos permite saber si un 

caracter es heredable, si es de herencia fuertemente cuantitativa y a la vez nos permite 

establecer correlaciones fenotípicas que nos permiten avanzar sobre estudios más 
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complejos para dilucidar las bases genéticas y moleculares de lo observado en estos 

experimentos. 

 Una de las técnicas de uso relativamente extendido en la genética cuantitativa es 

el mapeo de QTL en organismos modelos. Este estudio nos permite tener una mirada 

sistémica sobre las regiones de un genoma que están implicadas en la conservación de la 

variación genética natural en los caracteres cuantitativos, o sea, nos permite evaluar la 

arquitectura genética sin tener que interrumpir funciones o anular genes, podemos 

analizar parte de la complejidad de la base genética de estos caracteres con un mínimo 

de manipulación genética. Las regiones genómicas definidas como QTL por estos 

estudios pueden verse de forma cada vez más detalladas mediante mapeos de alta 

resolución o por pruebas de complementación. Un diseño completo podría implicar 

hasta la identificación y validación de genes candidatos encontrados en un mapeo de 

QTL mediante pruebas de complementación cuantitativa (Mackay 2004). 

 El emergente de la situación actual de la genética de caracteres cuantitativos es 

de una dinámica superposición de redes de genes pleiotrópicos (Anholt & Mackay 

2004). La actualidad plantea varios desafíos a saber. ¿Cuáles son los alcances de los 

efectos pleiotrópicos en los genes? ¿Hasta donde pueden extenderse los efectos de un 

gen y sus interacciones? ¿Cómo las arquitecturas genéticas pueden modificarse en 

función del ambiente? ¿Qué efecto posee el dimorfismo sexual en estos caracteres? Y 

por último ¿Cómo es que las arquitecturas genéticas que explican los caracteres 

cuantitativos evolucionan? Estos desafíos definen futuras y presentes áreas de 

investigación en la genética cuantitativa, y podrán responderse siendo cuidadosos en la 

cuantificación de los fenotipos, estando atentos al entorno genético de las líneas con las 

que trabajamos, los efectos producto del dimorfismo sexual y prestando particular 

atención a los efectos pleiotrópicos de los genes que intervienen en caracteres 

cuantitativos.  
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CAPITULO I 

 

“Respuestas directas y correlacionadas a la selección para la 

recuperación del coma por enfriamiento en Drosophila buzzatii.” 

 

Resumen 

 

 La recuperación al coma por enfriamiento (Chill-Coma recovery –CCR-) es un 

importante caracter para la adaptación térmica en insectos. Múltiples fenotipos pueden 

ser afectados por la selección al CCR si este caracter esta correlacionado genéticamente 

con otros caracteres adaptativos. Para evaluar la heredabilidad de la (co-)variación en 

CCR, examinamos las respuestas directas y correlacionadas a la selección bi-direccional 

para CCR. Una población autóctona de Drosophila buzzatii Patterson & Wheeler 

(Díptera: Drosophilidae) fue artificialmente seleccionada para el aumento y la 

disminución de los tiempos de recuperación luego de la exposición a 0ºC. Luego de 18 

generaciones de selección, la respuesta a la misma en CCR fue significativa y asimétrica 

entre ambos extremos, donde las líneas réplicas seleccionadas para lenta recuperación 

CCR mostraron la más importante repuesta. Otros caracteres fueron medidos, la 

resistencia al “Knockdown” en altas temperaturas no mostró tener una respuesta 

correlacionada a la selección para CCR. La resistencia al hambre en moscas adultas no 

mostró un patrón de respuesta correlacionada a la selección para CCR, tampoco tuvo 

impacto en el tiempo de desarrollo y el tamaño corporal. En principio, CCR no mostró 

ningún compromiso (“trade-offs” ) genético con ninguno de los múltiples caracteres 

medidos en esta etapa. Este resultado es consistente con estudios recientes de clinas en 

D.buzzatii, en los cuales CCR no mostró correlaciones con el tiempo de desarrollo y el 

tamaño corporal a través de poblaciones a lo largo de una clina térmica. La adaptación 

al frío puede ser que se vea afectada por fuerzas evolutivas aumentando la resistencia a 

las bajas temperaturas independientemente de la resistencia a las altas temperaturas y a 

otros caracteres adaptativos. 
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Introducción 

 

 La resistencia al estrés por frío es un caracter genéticamente variable en muchas 

especies de insectos y en otros organismos (Angilletta 2009b; Hoffmann & Parsons 

1991). En el género Drosophila, cada especie muestra un rango estrecho específico de 

temperaturas óptimas y un rango mucho más amplio de temperaturas sub-óptimas en las 

cuales estas especies pueden sobrevivir (revisado en Hoffmann et al. 2003). La 

sensibilidad al frío puede ser un factor importante en el moldeado de los límites 

climáticos tanto para la distribución como para la abundancia de las especies de insectos 

(Chown 2001; Gibert & Huey 2001; Hoffmann et al. 2004; Kimura 2004). Las 

respuestas a la selección para los extremos de temperatura han sido más ampliamente 

estudiadas en Drosophila melanogaster Meigen (Diptera: Drosophilidae) que en 

cualquier otro organismo ectotérmico (Angilletta 2009a; Angilletta 2009b; David et al. 

2003; Hoffmann & Parsons 1991; Hollingsworth & Bowler 1966; MacMillan et al. 

2009; Maynard Smith 1956; Sinclair et al. 2007). En adultos de Drosophila y en varios 

otros insectos, la resistencia a las bajas temperaturas puede ser medida como la 

recuperación del coma por el enfriamiento (CCR). CCR se estima como el tiempo que 

el individuo experimental demora en recuperar la movilidad una vez que sale del coma 

producido por el enfriamiento, este registro temporal se efectúa a partir del momento en 

que se lo expone a una temperatura benigna –en general 25ºC- (Anderson et al. 2005a; 

David et al. 1998; Gibert et al. 2001). La recuperación al coma por enfriamiento es uno 

de los muchos caracteres fenotípicos que pueden ser medidos para estimar la tolerancia 

a las bajas temperaturas (ver Angilletta 2009b para otros organismos ectotérmicos; 

Hoffmann et al. 2003). En Drosophila, CCR está íntimamente relacionado con 

relevantes diferencias ecológicas en la ocupación de nichos térmicos por varias de las 

distintas especies del género, así como en las variaciones geográficas dentro y entre 

especies de Drosophila  (Anderson et al. 2005a; David et al. 2003; Gibert et al. 2001; 

Hoffmann et al. 2002; Hoffmann et al. 2003; Kimura 2004; Kristensen et al. 2008). 

 De los estudios experimentales evolutivos previos, podemos concluir que CCR 

como método de medición respecto de la supervivencia al frío presentó la ventaja de 

permitir la selección para ambas direcciones (lenta y rápida recuperación) con un 

procedimiento mucho más simple que el necesario en la supervivencia al frío. Sin 

embargo, el hecho de que CCR fuese o no heredable para ambas direcciones es aún algo 

muy poco estudiado (Ej. Mori & Kimura 2008). Es curioso resaltar que en los últimos 
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años, un loci de caracteres cuantitativos (“Quantitave trait loci” –QTL-) de gran efecto 

fue detectado afectando de manera antagónica a CCR y al coma por calor en 

D.melanogaster (Morgan & Mackay 2006; Norry et al. 2008). Sin embargo, otros QTL 

encontrados para CCR parecen ser específicos para el caracter, sugiriendo que la 

resistencia al frío y la resistencia al calor presentan arquitecturas genéticas 

mayoritariamente independientes (Norry et al. 2008). Aún así, respuestas directas y 

correlacionadas a la selección bi-direccional para CCR deben ser puestas a prueba para 

evaluar los posibles costos y beneficios (o “trade-off” entre los autores angloparlantes) 

entre la tolerancia al frío y la resistencia al calor (Mori & Kimura 2008). 

 En los experimentos de selección artificial, las diferentes poblaciones réplica 

exhiben habitualmente importantes diferencias para los caracteres de termotolerancia 

seleccionados (Chen & Walker 1994; Chen & Walker 1993; Hoffmann et al. 2003; 

Huey et al. 1992; Mori & Kimura 2008). Una de las ventajas de los experimentos de 

selección artificial es la posibilidad de evaluar no solo las respuestas directas, sino 

también las respuestas correlacionadas a la selección bi-direccional. En este estudio,  

pusimos a prueba si la respuesta a la selección para CCR es significativa cuando se 

selecciona en ambos sentidos posibles. Para evaluar las probables respuestas 

correlacionadas a la selección bi-direccional sobre CCR consideramos los siguientes 

caracteres: la resistencia al coma por calor (o “Knockdown resistance to high 

temperatura”, –KRHT-), el tiempo de desarrollo (o “developmental time” –DT-), el 

tamaño corporal (o “body size” –BS-), la resistencia al hambre (o “starvation 

resistance” –SR-) y la resistencia al etanol (o “resistance to ethanol vapor” –REV-). 

 Las relaciones entre los caracteres suelen ser sumamente complejas y los 

resultados de los estudios difícilmente pueden ser comparados, menos aún cuando estos 

son realizados sobre distintas especies o distintas poblaciones (Hoffmann et al. 2003). 

Por ejemplo, según algunos trabajos previos la resistencia al calor (KRHT) puede ser 

afectada por la selección artificial para CCR si existe un fuerte compromiso genético 

(“ trade-offs”) entre la resistencia al frío y al calor (Hoffmann et al. 2002; Morgan & 

Mackay 2006; Norry et al. 2008; Overgaard & Sorensen 2008). Sin embargo, otros 

estudios no encontraron una correlación negativa consistente entre la tolerancia al frío y 

al calor (Anderson et al. 2005b; Bubliy & Loeschcke 2005; Sorensen et al. 2005). 

 Anderson et al. (2005) pudieron observar que la selección para rápida 

recuperación al coma por enfriamiento no tuvo impacto en la recuperación del coma por 

calor en una población experimental de D. melanogaster. Mori & Kimura (2008) solo 
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encontraron una relación débil unidireccional y sobre determinadas condiciones 

experimentales. 

 El tiempo de desarrollo puede también estar vinculado a interacciones con la 

adaptación térmica (Mori & Kimura 2008). Por ejemplo, se descubrieron clinas 

altitudinales para el tiempo de desarrollo, que puede estar relacionadas con la selección 

por caracteres de termotolerancia en Drosophila buzzatii (Sambucetti et al. 2006). 

También, la resistencia al hambre puede estar influenciada indirectamente por el tamaño 

corporal, donde tamaños corporales mayores permitirían almacenar mayores cantidades 

de lípidos, generando así clinas térmicas altitudinales para la resistencia al hambre en D. 

buzzatii (Sorensen et al. 2005). Por último, la tolerancia al etanol puede esta vinculada a 

la resistencia al frío según algunos trabajos previos (Fry 2003; Hoffmann et al. 2003). 

En este estudio nosotros probamos las posibles correlaciones de los múltiples caracteres 

mencionados previamente con la respuesta a la selección bi-direccional sobre CCR. 

Objetivos: 

• Evaluar si CCR es un caracter heredable 

•  Si es heredable, evaluar si lo es para ambos extremos y si se obtienen 

respuestas simétricas a la presión de selección 

•  Si es heredable, evaluar posibles correlaciones con otros caracteres que 

presentan relación con la respuesta al frío en la bibliografía. 

 

Materiales y Métodos 

 

 Para este estudio, nosotros seleccionamos artificialmente en la especie 

cactofílica D. buzzatii tanto para rápida como para lenta recuperación al coma por 

enfriamiento.  

 Las moscas fueron seleccionadas desde de una cepa de laboratorio que fue 

generada a partir de un muestreo en una población natural a mediados de abril de 2003 

en la localidad de Chumbicha, Provincia de Catamarca, Republica Argentina (28º52’ S, 

66º15’ O). El tratamiento selectivo para la recuperación al coma por enfriamiento se 

comenzó a aplicar una vez pasadas 35 generaciones en el laboratorio, dado que este 

período transcurrido entre la recolección de las moscas y el comienzo del tratamiento 

selectivo permitió trabajar con individuos ya adaptados a condiciones de laboratorio, de 

lo contrario, de haber comenzado con el tratamiento selectivo inmediatamente después 

de la recolección de las moscas no se podría diferenciar la selección del caracter de 
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interés de la selección producto de las condiciones de laboratorio, condición que para 

las moscas recolectadas representa un tratamiento selectivo (Sgro & Partridge 2000). La 

selección se llevó a cabo de la siguiente manera: se separó a la población base en nueve 

subpoblaciones independientes, tres de ellas fueron seleccionadas para lenta 

recuperación al coma por enfriamiento (“slow chill-coma recovery” – SCCR), otras tres 

para rápida recuperación al coma por enfriamiento (“ rapid chill-coma recovery” – 

RCCR) y las ultimás tres no se seleccionaron en ningún sentido y fueron utilizadas 

como controles. Ambos tratamientos selectivos fueron aplicados durante siete 

generaciones de forma consecutiva, luego se aplicó el mismo tratamiento generación de 

por medio durante otras 21 generaciones (la última generación obtenida luego del 

tratamiento fue la generación 28 (G28) contando desde el comienzo de la selección, en 

este punto el total de generaciones acumuladas de selección fue 18). Para evitar 

cualquier posible variación circadiana, tanto los procesos de selección como todas las 

mediciones de respuesta a distintos estrés (CCR, KRHT y REV) se realizaron entre las 

11:30 h y 15:30 horas, ya que se conocen caracteres que varían su respuesta luego del 

atardecer, incluso en moscas criadas en laboratorio (Sorensen & Loeschcke 2002). 

 Los tratamientos selectivos se hicieron de la siguiente manera. Moscas de 4 días 

de edad adulta (o sea, 4 días luego de la eclosión) fueron ubicadas en tubos vacíos y 

colocadas durante 20 horas dentro de un recipiente térmico que contenía hielo molido 

(0ºC), este recipiente fue colocado a su vez en una habitación refrigerada (4ºC). Luego 

de las 20 horas, las moscas fueron puestas nuevamente a 25ºC. 

 Para cada línea réplica de SCCR, en cada generación de selección, 

aproximadamente el 30% de los individuos que mostraron los valores más lentos de 

recuperación al coma por enfriamiento fueron seleccionados como progenitores para la 

siguiente generación, luego de la selección quedaron en promedio 350 moscas por línea 

réplica para fundar la siguiente generación. Para RCCR, se utilizaron como progenitores 

de la siguiente generación el 30% de las moscas que presentaron los valores más 

veloces de recuperación al coma por enfriamiento, también se utilizaron en promedio 

350 individuos para fundar la generación siguiente a la selección. Por último, las líneas 

Control fueron mantenidas simultáneamente junto con el proceso selectivo de las líneas 

SCCR y RCCR en condiciones estándar de laboratorio a 25ºC. 

 Todas las líneas fueron mantenidas en 5 botellas estándar, con un promedio de 

70 individuos adultos por botella. Las botellas estándar en este estudio fueron botellas 

de 125 ml que contenían aproximadamente 30 ml de medio de cultivo (de aquí en más 



 25 

nos referiremos a este medio como botellas estándar de cultivo). Como medio de cultivo 

para Drosophila utilizamos durante el experimento puré instantáneo de papas, agua y 

levadura viva disecada. 

 La respuesta a la selección para CCR fue medida en las generaciones G8, G15 y 

G28 respecto del inicio del tratamiento selectivo (generaciones 7, 11 y 18 de selección 

respectivamente) en moscas de 4-5 días de edad. Para medir CCR, las moscas fueron 

sexadas usando un tratamiento de frío a 0ºC durante 5 minutos (las moscas quedán 

inmóviles a esta temperatura). Las moscas una vez sexadas fueron transferidas 

inmediatamente a tubos vacíos y colocados durante 20 horas en un recipiente térmico 

con hielo granizado (0ºC) que a su vez fue depositado en una habitación refrigerada 

(4ºC). Luego de las 20 horas a 0ºC, volvimos a poner a las moscas a 25ºC. 

Consideramos al tiempo de recuperación desde el coma por enfriamiento (CCR) como 

el tiempo que le llevó a cada individuo incorporarse sobre sus patas medido en 

segundos (Norry et al. 2008) 

 Una vez que se completó esta etapa de selección (G28), varios caracteres fueron 

medidos en todas las líneas réplicas para poner a prueba posibles repuestas 

correlacionadas a la selección para CCR. En primer lugar, medimos KRHT para 

alrededor de 30 moscas de 4-5 días de edad por línea y por sexo. Las moscas de ambos 

sexos fueron liberadas simultáneamente en una columna para knockdown estabilizada a 

37,5 ± 0,5 ºC (ver figura 1) 
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Figura 1. Columna de knockdown utilizada para medir KHRT. Mediante un baño térmico y una 

bomba de circulación se logra una temperatura interior estable en la columna de 37,5 ± 0,5 ºC. 

La columna tiene una dimensión de 5 cm de diámetro por 62,5 cm de alto. 

 

 La resistencia al coma por alta temperatura se midió colectando mediante un 

tubo puesto en la salida inferior de la columna las moscas que fueron cayendo producto 

del estrés térmico que les obliga a perder el control postural. Se colectaron las moscas 

que iban cayendo en los tubos que fueron reemplazándose cada 30 seg comenzando a 

partir del momento de introducir las moscas en la columna hasta que la última de ellas 

abandonó la misma por su parte inferior. Se tomó el registro de los tiempos para cada 

individuo y se realizó el análisis para cada sexo por separado. 

 La resistencia al hambre (“starvation resistance” – SR -) fue medida utilizando 

entre 5 o 6 tubos réplica para cada línea, en cada uno de ellos se colocaron 10 machos 

junto con 10 hembras de 2 o 3 días de edad. Estos tubos (2 x 11 cm) contenían 5 ml de 

solución de agar-agua. Los tubos fueron conservados durante toda la medición a 25ºC y 

la mortalidad fue registrada tres veces por día (8 – 14 – 20 horas) hasta que la última 

mosca murió. 

 El tiempo de desarrollo y el tamaño corporal (“developmental time” – DT – y 

“thorax length” – TL -, este último como índice del tamaño corporal: “body size” – BS 

-) fueron medidos en individuos criados a una densidad larvaria estandarizada (100 
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huevos para cada botella de 250 ml con 30 ml de medio de cultivo) en dos botellas 

réplicas por línea. Para medir el tiempo de desarrollo se registro durante tres veces al día 

(8 – 14 – 20 horas) la cantidad de individuos eclosionados. La temperatura durante todo 

el experimento fue de 25ºC. Por último, en esta etapa, se midió el tamaño del tórax 

como índice del tamaño corporal en las moscas eclosionadas en el experimento de 

tiempo de desarrollo. Para esto se tomó la  distancia entre el margen anterior del tórax y 

la protuberancia posterior del scutellum usando un ocular con micrómetro con un 

aumento de 40×. 

 Luego de 27 generaciones de descanso consecutivas, en donde no se seleccionó 

ni se midió ningún caracter se volvieron a retomar estas líneas para efectuar unos 

últimos experimentos con las mismas. Para ello se montó un tratamiento selectivo como 

el ya descripto anteriormente durante 6 generaciones (3 de selección y 3 de descanso 

intercaladas) con el objetivo de minimizar los efectos de la deriva génica y la 

acumulación de mutaciones producto de la falta de selección artificial durante un tiempo 

prolongado. 

 Una vez terminado con este pequeño tratamiento selectivo se procedió a medir 

tanto el caracter seleccionado nuevamente como un nuevo caracter que posiblemente 

estuviese correlacionado con el tratamiento selectivo. 

 Todos los individuos experimentales de cada línea fueron criados bajo 

condiciones estandarizadas a 25ºC bajo un ciclo de 12-horas de oscuridad/12-horas de 

luz manteniendo las condiciones hasta aquí utilizadas para la cría de los individuos 

experimentales en todos los experimentos. 

 Para cada una de las líneas réplicas y para cada sexo, 5 mediciones réplicas de 

aproximadamente 20 moscas cada una, fueron registradas para CCR como se describió 

anteriormente. En esta oportunidad se contó con un programa desarrollado por el autor 

de esta tesis especialmente diseñado para llevar adelante este tipo de registro que 

permitió medir una mayor cantidad de individuos en menor tiempo aumentando 

considerablemente la precisión y eficiencia del método (ver ANEXO I). El análisis 

estadístico efectuado en esta oportunidad fue distinto del realizado en la G28 debido a 

que en ese momento no contábamos con una cantidad suficiente de individuos y 

réplicas, en esta oportunidad utilizamos el tiempo de recuperación media (MRT), 

entendido como el momento en que el 50% de las moscas en una muestra se había 

recuperado, este valor fue estimado para cada muestra con el programa SigmaPlot 

(SPSS Inc., Chicago, IL) (para más detalles sobre el método estadístico ver Berger et al. 
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2004). Los valores de MRT de las 5 repeticiones se promediaron para obtener una 

estimación de CCR para cada línea réplica y cada sexo. También se realizó el análisis 

con las medias de cada muestra en lugar del MRT buscando ver si los métodos 

estadísticos utilizados en las distintas etapas eran significativamente distintos. 

 En esta misma generación (G34 de selección, 28 iniciales más las 6 de esta 

última etapa) se midió la resistencia al vapor de etanol (“resistance to ethanol  vapor”– 

REV -) para analizar la posible correlación de este caracter con el tratamiento selectivo. 

REV se midió como la proporción de individuos que se mantienen activos en tubos de 

vidrio (11cm de largo y 2,5 cm de diámetro). Para separar a ambos sexos se utilizó 

tratamiento de anestesia con CO2 por lo menos 48 horas antes del ensayo, se colocaron 

en cada tubo 20 a 25 moscas de 5 días de edad de cada sexo de cada línea 

réplica. Utilizamos 5 muestras réplicas para cada una de las líneas y para cada 

sexo. Todas las medidas se realizaron a 25 º C. 

 Para el tratamiento de estrés, las moscas fueron expuestas 10 min en un tubo 

invertido con tapón de algodón embebido en una solución de etanol/agua (70:30) 

cubierto por un tul (figura 2). Después de 10 min se anotó la proporción de individuos 

que fue capaz de sostenerse sobre sus piernas en cada uno de los tubos (para ver un 

método similar ver Hoffmann & Parsons 1993). El valor medio de las proporciones para 

los 5 viales, multiplicado por 1000, se utilizó para obtener la estimación final de REV 

para cada línea. 

 

 

 

Figura 2. Diagrama de tubo invertido utilizado para la medición de la resistencia a los vapores 

de etanol (REV). 
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Resultados 

 

 Las líneas respondieron de forma significativa a la selección para CCR. La 

diferencia entre los tratamientos RCCR y SCCR fue marginalmente significativa para la 

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

 

Tabla 1. Prueba de ANOVA realizado para evaluar las posibles diferencias en los valores  

medios de CCR en Drosophila buzzatii entre las líneas seleccionadas y las controles para la G8, 

G15 y G28 desde el comienzo del experimento de la selección.  

 

 De cualquier manera la respuesta a la selección fue asimétrica, con una mayor 

respuesta para SCCR que para RCCR (la prueba de contraste a posteriori Tukey-

Kramer: P<0.05; Figura 3). La selección para CCR no presentó dimorfismo sexual para 

ninguna generación experimental medida en el ensayo (Tabla 1). 

 

 

Figura 3. CCR en las líneas réplicas para los machos (A) y para las hembras (B) de Drosophila 

buzzatii seleccionadas para SCCR (triángulos) y para RCCR (cuadrados). Las líneas control 

(círculos vacíos) no fueron seleccionadas para ningún caracter. CCR fue medido luego de la 

exposición a 0ºC en las generaciones G8, G15 y G28. En esta figura los valores de CCR se 

presentan como el valor medio para cada línea dividido el promedio de los controles de esa 

generación [Xi’ = (Xi – Cm)/Cm], donde Xi es el valor medio de CCR en la línea “i” y Cm es el 

valor medio de CCR para las tres líneas control en esa generación. 
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 Los resultados para KRHT indicaron que este caracter no se vio afectado por la 

selección para CCR en la población en estudio (Figura 4B; Tabla 2). El resultado para 

SR presentó efectos significativos para el efecto línea así como para el efecto sexo 

[ANOVA con efectos fijos “Selección para CCR” (1) y “Sexo” (2), y efecto aleatorio 

“réplicas dentro de (1)” (3); (1) F2,6 = 14.90, P<0.01; (2) F1,6  = 31.15, P<0.001; (3) F6,6 

= 9.95, P<0.01 ; las interacciones entre los factores fueron no significativas:  (1)x(2) F2,6 

= 2.60, P>0.05; (2)x(3) F6,1030 = 1.30, P>0.05]. Sin embargo, la prueba de contraste a 

posteriori de Tukey-Kramer indicó que la respuesta del caracter SR respecto de la 

selección para CCR no es sencilla, las líneas C fueron menos resistentes para SR que 

SCCR y que RCCR (P<0.05 y 0.01, respectivamente; Figura 4D). 

 

Tabla 2. Prueba de ANOVA para las diferencias entre las líneas de selección de CCR y las 

líneas control de Drosophila buzzatii para los siguientes caracteres: KRHT, DT y TL en la 

generación G28. 

 

 

 Los caracteres DT y TL no parecen ser afectados por la selección para CCR 

(Figura 4A,C; Tabla 2). Es interesante mencionar que todos los caracteres antes 

mencionados a excepción de CCR presentaron diferencias significativas entre los sexos 

mientras que no se encontró interacción entre sexo y la selección para CCR que fuese 

significativa. 
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Figura 4. Valores medios de cada línea (± Error estándar) para cada caracter medido en 

Drosophila buzzatii en la G28. SCCR corresponde a las líneas réplicas seleccionadas para lenta 

CCR, RCCR corresponde a las seleccionadas para rápida CCR y C corresponde a las líneas 

control (no seleccionadas). Símbolos rellenos y vacíos corresponden a machos y hembras 

respectivamente.  

 

 Por último, la medición de CCR efectuada en la G34, luego de la selección 

durante 3 generaciones más, fue analizada tanto para las medias, de la misma forma que 

para las generaciones anteriores, como para el análisis estadístico propuesto por Berger 

et al. (2004). Para ambos casos se puede observar diferencias altamente significativas 

para el efecto del tratamiento selectivo, mientras que el efecto sexo, consistentemente 

con lo visto en las mediciones efectuadas en generaciones previas, no mostró 

diferencias significativas, así como tampoco se observaron valores significativos para 

las interacciones entre los efectos. Cuando realizamos el contraste a posteriori de 

Tukey-Kramer vemos que para esta medición la línea RCCR difiere significativamente 

de SCCR y C, no así estas dos últimas que no mostraron diferencias entre ellas (Tabla 

3). La medición de  REV reveló un interesante resultado, el efecto tratamiento fue 

significativo, al realizar los contrastes, RCCR volvió a mostrar diferencias significativas 

respecto a SCCR y C, no así estas dos últimas cuando se las comparó entre ellas. El 

efecto sexo no fue significativo para este caracter (Tabla 3). El resultado de REV fue 
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similar al obtenido para CCR en esta última generación sugiriendo que existe una 

posible correlación genética entre ambos caracteres. 

 

Tabla 3. Prueba de ANOVA para las diferencias entre las líneas de selección de CCR y las 

líneas control de Drosophila buzzatii para CCR, también para el mismo caracter analizado por 

el estadístico MRT -CCR(MRT)- según Berger et al. 2004 y por último para REV en la 

generación G34. 

 

 

Discusión 

 

 La recuperación al coma por enfriamiento (CCR) respondió significativamente a 

la selección artificial, así es como SCCR divergió sustancialmente de RCCR. Las 

diferencias en CCR fueron mayores entre SCCR y C en la G28 que en la G15, mientras 

que las diferencias entre RCCR y C fueron aproximadamente las mismas entre G28 y 

G15 (Figura 3; Tabla 1). La relación entre la línea control y las líneas seleccionadas se 

invirtió en la G34. Estos resultados, en principio, indican que CCR es un caracter 

heredable en D. buzzatii, como recientemente se evidenció en otras especies de 

Drosophila (Anderson et al. 2005a; Mori & Kimura 2008), pero, en principio la 

respuesta a la selección mostró ser mayor para SCCR que para RCCR. Este patrón 

asimétrico de respuesta también fue encontrado en D.melanogaster (Mori & Kimura 

2008) y permite suponer que o bien la población base se encontraba parcialmente 

adaptada al frío o bien CCR es un caracter bajo la presión de la selección natural sin 

fuertes compromisos o “trade-offs” (Anderson et al. 2005a; Mori & Kimura 2008). 

Drosophila buzzatii es una especie expuesta a bajas temperaturas durante el invierno en 

el sitio de origen de la población base (Norry et al. 2006; Sorensen et al. 2005). Por lo 

tanto, alelos que confieran mayor rapidez para CCR pueden encontrarse en mayores 

frecuencias en la población base que aquellos alelos que retardan la CCR, resultando 

esto en un patrón asimétrico de respuesta a la selección bi-direccional como se observa 
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en este estudio. Una vez relajada la presión de selección, y transcurrida una cantidad 

importante de generaciones antes de la última medición de CCR es de esperar que 

mutaciones se acumulen en las poblaciones y que los efectos de la deriva se hagan más 

evidentes en las mismas, es por eso que nos vimos obligados a retomar la selección 

durante unas tres generaciones para disminuir los efectos de las mutaciones y la deriva. 

Durante este proceso las líneas C no fueron modificadas. La inversión del patrón 

respecto de la respuesta a la selección para la G34, donde RCCR mostró las mayores 

diferencias respecto a C se puede explicar debido a la acumulación de mutaciones y el 

efecto de la deriva producto de la numerosa cantidad de generaciones que pasaron hasta 

retomar el trabajo con estas líneas selectivas (Falconer & Mackay 1996). 

 Respuestas correlacionadas para líneas seleccionadas en caracteres relacionados 

con el estrés térmico suelen ser frecuentes (revisado en Hoffmann et al. 2003). De 

cualquier manera, las correlaciones entre caracteres no siempre son consistentes entre 

las distintas especies (Hoffmann et al. 2003; Mori & Kimura 2008). Sin embargo, la 

selección para CCR en este estudio con D.buzzatii no tuvo ningún impacto en KRHT, lo 

que no solo es consistente con estudios de selección en D.melanogaster (Anderson et al. 

2005a; Mori & Kimura 2008) sino también con la ausencia de clinas altitudinales 

opuestas para la resistencia a la baja y alta temperatura estudiadas recientemente en 

D.buzzatii (Sorensen et al. 2005). Este patrón consistente entre distintas especies de 

Drosophila para la respuesta a la selección y la correlación soportan aún más la 

hipótesis que los límites para la resistencia a la bajas temperaturas pueden evolucionar 

incrementando esta resistencia independientemente de los límites para la resistencia a 

las altas temperaturas (Anderson et al. 2005a). 

 Nosotros no encontramos evidencias de compromisos “trade-offs”  genéticos 

entre CCR y los caracteres como DT, tamaño corporal –TL- y SR a 25ºC (Figura 4). Sin 

embargo, encontramos, en la G34, evidencias de una posible correlación genética entre 

el régimen selectivo para CCR y REV. Esto se hace particularmente evidente para 

RCCR que es la línea selectiva que presenta las diferencias significativas incrementando 

la velocidad para CCR y mejorando la resistencia para REV respecto de C y de SCCR. 

Es en este contexto que podemos decir que para nuestra población de D.buzzatii 

incrementar significativamente la respuesta al frío mediante la selección artificial de 

CCR acarrea el incremento a la tolerancia a los vapores de etanol. Esta correlación tiene 

antecedentes anteriores en D. melanogaster y suele presentarse en estudios con roedores 

(Alkana et al. 1987; Phillips 2006). Esta correlación puede estar explicada por la 
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importancia del metabolismo de lípidos tanto para la resistencia al frío como para la 

resistencia al etanol (Grieve et al. 1979; Heberlein et al. 2006; Ohtsu et al. 1998) 
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CAPITULO II 

 

“Estudio de QTL para los efectos de la recuperación al coma por 

enfriamiento en un panel intercontinental de líneas recombinantes 

endocriadas (RIL) de Drosophila melanogaster.” 

 

Resumen 

 

 La tolerancia térmica, en particular la recuperación al coma por enfriamiento es 

un importante fenotipo para la adaptación térmica en insectos y otros organismos. 

Drosophila melanogaster es una especie cosmopolita de Drosophila, habita regiones del 

globo con muy variadas temperaturas y con diferentes amplitudes térmicas. Siendo que 

la temperatura es uno de los más importantes factores que moldea la distribución y los 

alcances de las diferentes poblaciones y especies encontramos relevante el estudio de la 

arquitectura genética correspondiente a caracteres relacionados con la recuperación al 

frío. Es reconocida la pertinencia de utilizar a Drosophila como modelo de estudio, son 

muchos los trabajos de investigación realizados en este género que versan sobre la 

resistencia o la recuperación al frío. Mediante el uso de técnicas desarrolladas 

recientemente se ha logrado avanzar en el conocimiento de la arquitectura genética de la 

respuesta a la exposición al frío, pese a esto son pocos aún los trabajos que profundizan 

en el conocimiento de las bases genéticas de este caracter. Para comenzar a entender e 

identificar los genes que controlan la respuesta al frío, se utilizó una población de líneas 

recombinantes endocriadas (RIL) disponibles en el laboratorio GERES para mapear loci 

de caracteres cuantitativos (QTL) que afecten la variación en la recuperación al frío en 

adultos. La población mapeada deriva del cruzamiento entre dos líneas de 

D.melanogaster, una de Australia y otra de Dinamarca, denominadas SH2 y D48 

respectivamente, que fueron originalmente seleccionadas para fenotipos relacionados 

con la tolerancia a las altas temperaturas. Al realizar un mapeo de intervalos compuestos 

se identificaron 3 QTL en uno de los paneles y solo en las hembras. Un QTL encontrado 

en el cromosoma 2 explica el 18% de la varianza fenotípica. Algunos de los genes 

potencialmente candidatos incluidos dentro de las regiones de los QTL que hemos 

encontrado fueron identificados y discutidos. Los QTL de mayor efecto fueron 
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consistentes entre el presente estudio y otros estudios previos que fueron basados en 

muy diferentes poblaciones de mapeo. 

 

Introducción 

 

 Los animales salvajes dependen para la adaptación a las condiciones de cambio 

climático y temperaturas extremas no solo de los fenotipos para los caracteres de 

herencia simple, sino también de los fenotipos de caracteres cuantitativos que afectan la 

tolerancia térmica (Hoffmann & Parsons 1991; Hoffmann et al. 2003; Hoffmann & 

Daborn 2007). En insectos, la recuperación al coma por enfriamiento representa un 

fenotipo ecológicamente relevante para la adaptación térmica a la baja temperatura en la 

etapa adulta del ciclo de vida (Gibert et al. 2001; Hoffmann et al. 2002; Hoffmann et al. 

2003; David et al. 2003; Morgan & Mackay 2006; Mori & Kimura 2008). 

 La especie Drosophila melanogaster es encontrada en amplias regiones 

geográficas, desde áreas tropicales hasta regiones templadas en casi todos los 

continentes. Usualmente la tolerancia al frío, como caracter ecológicamente relevante, 

suele ser medido como el tiempo de recuperación al coma por enfriamiento (CCR, 

entendido como el tiempo que tarda el individuo en recuperar la movilidad desde el 

coma una vez que este es vuelto a colocar en una temperatura no estresante), en trabajos 

anteriores no se encontraron efectos de aclimatación al frío relacionados con CCR 

(Rako & Hoffmann 2006). En las poblaciones salvajes de Drosophila, se encontró que 

CCR es genéticamente variable, mostrando variaciones clinales atribuibles a la 

adaptación térmica de las mismás (Hoffmann et al. 2002; Sorensen et al. 2005). 

 El mapeo para loci de caracteres cuantitativos (QTL – “Quantitative traits loci”) 

permite identificar regiones del genoma en las cuales pueden encontrarse genes 

relevantes para los cambios en la tolerancia térmica (Norry et al. 2004; Norry et al. 

2007b; Norry et al. 2007a; Morgan & Mackay 2006). Las líneas recombinantes 

endocriadas (RIL) son una herramienta importante para el análisis genético de los 

fenotipos relacionados con la tolerancia térmica, el mapeo de QTL en líneas RIL puede 

ser efectuado para varios caracteres relacionados al estrés térmico. Si bien existen 

trabajos que apuntan a las proteínas del estrés por calor (“heat-shock proteins” o 

simplemente Hsps) como responsable de la variabilidad para la respuesta al estrés por 

calor en particular y al estrés ambiental en general (Feder & Krebs 1998; Feder & 

Hofmann 1999; Bettencourt et al. 2002). De cualquier modo, no está claro el origen de 
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la variabilidad existente en cuanto a las distintas respuestas a los factores de estrés y 

cuales de las HSP puedan estar influenciando la variabilidad fenotípica para CCR (Qin 

et al. 2005). 

 Para los tres cromosomas mayores de D.melanogaster existen QTL con efectos 

de aditividad estricta así como variados efectos de dominancia para caracteres 

relacionados con la tolerancia térmica (Norry et al. 2004; Norry et al. 2007a; Norry et 

al. 2007b; Morgan & Mackay 2006). Es de suma importancia poder constatar la 

arquitectura genética de CCR a través de distintas poblaciones mapeadas para abarcar la 

dinámica evolutiva de este caracter mediante la comparación de las regiones que 

presentan QTL (Mackay 2001; Mackay 2004), especialmente para estudios sobre la 

base genética de la adaptación al calentamiento global y el cambio climático (Hoffmann 

& Daborn 2007). 

 En este trabajo se presenta un mapeo de QTL para CCR en un panel de RIL que 

fueron construidas con anterioridad a este trabajo a partir de líneas seleccionadas para 

KRHT a partir de dos poblaciones de distintos continentes. La población de baja KRHT 

deriva de una muestra de moscas salvajes colectadas en Dinamarca y subsecuentemente 

seleccionadas para baja KRHT; la población de alta resistencia derivó de una muestra 

de moscas salvajes colectadas en Melbourne (Australia) que fue posteriormente 

seleccionada artificialmente por McColl et al (1996) y Norry et al (2004) para aumentar 

KRHT. Luego con estas líneas ampliamente divergentes respecto a KRHT se 

construyeron las líneas RIL (Norry et al. 2008) Varios objetivos nos impulsaron a llevar 

adelante este trabajo. En primer lugar, buscamos interpretar la complejidad fenotípica y 

genotípica del caracter en estudio a través del análisis del conjunto de datos fenotípicos 

obtenidos de la medición de CCR en las RIL. En segundo lugar, buscamos comprender 

un poco más de la arquitectura genética de CCR mediante el mapeo de QTL utilizando 

las líneas RIL. En tercer lugar, con ánimo de explorar la dinámica evolutiva de las 

regiones de QTL, examinamos y comparamos la distribución de los QTL para CCR 

respecto de trabajos basados en diferentes paneles de RIL (Morgan & Mackay 2006). 

 Por último, se identificarán posibles genes candidatos que, según la región del 

genoma abarcada por cada QTL, podrían estar determinando la variabilidad fenotípica 

encontrada para CCR. 

Objetivos: 

• Interpretar la complejidad fenotípica y genotípica de CCR a través del análisis 

del conjunto de datos fenotípicos obtenidos. 
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•  Comprender la arquitectura genética de CCR mediante el mapeo de QTL 

utilizando las líneas RIL.  

•  Identificar posibles genes candidatos que podrían estar determinando la 

variabilidad fenotípica encontrada para CCR.  

 

Materiales y métodos 

 

Líneas recombinantes endocriadas (RIL) 

 Anteriormente al comienzo de esta tesis, otros investigadores construyeron a 

partir de dos líneas prácticamente homocigotas y altamente divergentes para KRHT las 

líneas RIL que se utilizaron en el presente trabajo (ver Norry et al 2008, para 

información detallada). Las líneas parentales están descriptas como SH2 y D48 para las 

provenientes de Australia y Dinamarca respectivamente, en Norry et al. (2004). Estas 

líneas fueron obtenidas originalmente por selección artificial para la resistencia al coma 

por alta temperatura (KRHT) y posterior endocría. Sobre la base de un número 

importante de marcadores moleculares que brindaron información así como teniendo en 

cuenta los valores fenotípicos de KRHT (para mayor información ver Norry et al. 

2004), la línea endocriada SH2 fue seleccionada de un total de 23 líneas endocriadas 

que presentaron una mayor resistencia al calor (el stock SH2 fue creado a partir de la 

endocría de líneas réplicas que fueron seleccionadas para mayor KRHT desde una 

población natural de Melbourne, Australia por McColl et al. 1996; Norry et al. 2004, 

con y sin aclimatación para el calor como pretratamiento, respectivamente). La línea 

D48 fue elegida de un total de 42 líneas endocriadas, obtenidas por Norry et al. (2004), 

todas las cuales fueron de baja resistencia al calor, y que fueron seleccionadas para baja 

KRHT a partir de la generación 10 de laboratorio derivada de una muestra de una 

población  natural del Este de Jutlandia (Dinamarca). 

 Para la construcción de las líneas RIL el procedimiento utilizado por los 

trabajadores que realizaron la tarea fue el siguiente. Cuatro hembras –F1- (progenie del 

cruce de D48 × SH2) fueron cruzadas con 7 machos de D48, y a la progenie se les 

permitió aparearse al azar durante dos generaciones. Luego de estas dos generaciones, 

se apartaron parejas para que se apareen y la progenie de cada una de las parejas se 

utilizo como parental de cada línea RIL producto de endocría mediante el apareamiento 

de hermanos completos durante 15 generaciones, así es como se obtuvo el panel de 

líneas denominado “RIL-D48”. De forma similar, cuatro hembras –F1- (progenie del 
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cruce de D48 × SH2) fueron cruzadas con 7 machos de SH2 y siguiendo el 

procedimiento anterior se obtuvo el stock de líneas denominado “RIL-SH2”. En el 

presente trabajo se utilizaron 32 RIL-D48 y 21 RIL-SH2 que fueron genotipadas para 

una serie de marcadores moleculares. 

 Los marcadores moleculares que se utilizaron para el genotipado de las RIL son 

los loci microsatélites que se indican en la Tabla 1. A partir de la extracción de ADN de 

4 machos y 4 hembras de cada línea se realizaron los genotipados. La totalidad del 

genotipado o tipificación de ambos paneles RIL así como también la obtención del 

mapa genético (Tabla 1) fue realizada por Fabián M. Norry en colaboración con Volver 

Loeschcke del Aarhus Centre for Environmental Stress (Dinamarca). Las condiciones 

para las PCR fueron las mismás que las descriptas en Norry et al. (2004). Para más 

detalles técnicos ver Norry et al. (2008). 
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Tabla 1. Loci microsatélites utilizados por Norry et al. (2008) como marcadores moleculares en 

las líneas RIL (RIL-D48 y RIL-SH2) de D. melanogaster. Las posiciones genéticas 

corresponden al mapa genético estimado por Norry et al. (2008). 

 

Medición de CCR en las RIL 

 Todos los individuos experimentales de cada línea RIL fueron criados en 

condiciones estándar a 25ºC (80 larvas de primer estadio por botella de 125ml, con 

30ml de medio de cría estándar a base de puré de papa, con un régimen de 12h de luz y 

12h de oscuridad). Para medir CCR (David et al. 1998) en las líneas RIL, se usaron 

moscas experimentales de 3 días de edad que fueron sexadas mediante un tratamiento 

de frío a 0ºC durante 10min (las moscas permanecen inmóviles a esta temperatura) en el 

momento antes de comenzar con el estrés, de manera tal que una vez sexados los 

individuos fueron transferidos inmediatamente a tubos vacíos, sin permitirles que se 

recuperen y sin cambiar la temperatura que los rodea (0ºC). Para cada uno de los sexos 
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y para cada RIL se colocaron 30 individuos en un tubo vacío y se ubico el mismo 

durante 20h dentro de una caja térmica con hielo molido (0ºC) que a su vez fue 

depositada en una cámara refrigerada a 4ºC. Luego de las 20h de estrés, los individuos 

fueron vueltos a depositar a temperatura no estresante (25ºC). El tiempo de CCR fue 

registrado en segundos, midiendo el tiempo transcurrido para cada individuo entre el 

momento en que se lo devolvía a 25ºC y el momento en que el mismo lograba pararse 

sobre sus patas. La medición de CCR fue realizada en dos oportunidades para cada línea 

RIL y para cada sexo en diferentes días y el promedio de ambas se utilizo para cada 

RIL. Para evitar los posibles efectos de variaciones producto del ritmo circadiano las 

mediciones fueron realizadas entre las 11h y las 15h. 

 

Análisis estadístico 

 Para determinar si existe variación fenotípica significativa entre los paneles RIL 

para el caracter CCR realizamos análisis de varianza (ANOVA) dos vías, utilizamos el 

efecto fijo panel, el efecto fijo sexo y su interacción. 

 Luego realizamos una serie de pruebas estadísticas para explorar las 

características genéticas  y fenotípicas de las RIL. Entre ellas destacamos las siguientes. 

 Dentro de cada panel (RIL-D48 y RIL-SH2) evaluamos para cada sexo por 

separado, los componentes de la varianza a través de un ANOVA de una vía para lo que 

es necesario que el  efecto (línea) sea considerado aleatorio. A partir de este resultado, 

calculamos la heredabilidad en sentido estricto (h2) mediante el cociente entre el 

componente de varianza aportado por el efecto aleatorio línea (VL)  y la suma de este 

último con el componente de varianza dentro de las líneas (VE). El siguiente grupo de 

análisis consiste en ANOVA de dos vías para cada panel (RIL-D48 y RIL-SH2) por 

separado donde un factor evaluado es el factor aleatorio línea (L), el Sexo (S) es el 

segundo factor (factor fijo) y se analiza la interacción entre ambos (LxS) que nos 

permite identificar la interacción genotipo-por-sexo (GSI). Entre los diferentes paneles 

(RIL-D48 y RIL-SH2) para evaluar la importancia del componente de varianza aportado 

por el factor aleatorio línea (VL) respecto de la media correspondiente calculamos el 

coeficiente de varianza (CVL) como el cociente entre la raíz cuadrada de VL y la media 

para cada sexo en cada panel (Para más detalles de todos los análisis estadísticos ver 

Morgan & Mackay 2006). Todos los análisis fueron efectuados usando el STATISTICA 

(data analysis software system), version 6, StatSoft, Inc. (2001). 
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Análisis de QTL 

 Los genotipos para los marcadores moleculares fueron numerados en función de 

la cantidad de alelos de SH2 (0 o 2) tanto para RIL-D48 como para RIL-SH2. El mapeo 

de intervalo compuesto (Zeng 1994) fue utilizado para evaluar la hipótesis de que un 

intervalo flanqueado por dos marcadores adyacentes contenga un QTL. Para identificar 

QTL hemos utilizado el modelo de mapeo de intervalo compuesto del software QTL 

Cartographer (Wang et al. 2010), con el diseño Ri2 (para líneas RIL, de apareamiento 

de hermanos completos), inicialmente utilizamos cinco marcadores control y un tamaño 

de ventana de 10cM. 

 Exploramos los efectos de alterar la combinación de los parámetros usados 

inicialmente. La posición de los QTL encontrados usando 10cM como ventana y cinco 

marcadores control, fue la más consistente dentro un amplio rango de combinaciones 

puestas a prueba. El umbral de significación fue determinado mediante 1000 

permutaciones al azar (para más detalles ver Hughes & Leips 2006). Los efectos de la 

aditividad fueron calculados mediante el software en el mapeo de QTL. Evaluamos 

también las posibles interacciones epistáticas entre los pares de marcadores moleculares 

utilizados usando el modelo lineal y = mx + my + mxmy + e; siendo mx y my los 

genotipos de los marcadores moleculares x e y (Morgan & Mackay 2006; Fedorowicz et 

al. 1998) Donde mx es un factor de dos niveles (cantidad de alelos de SH2: 0 o 2) y my 

es otro factor de otros dos niveles (cantidad de alelos de SH2: 0 o 2) evaluamos con 

prueba de ANOVA de dos factores prestando particular atención a la significación de la 

interacción entre los factores mx y my. 

 Para la selección de los genes candidatos en los varios caracteres evaluados se 

realizo la búsqueda dentro de cada región de los QTL detectados entre los genes de 

función conocida que estuvieran relacionados con los parámetros de búsqueda: 

resistencia al frío, recuperación desde la exposición al frío y sensibilidad al frío en la 

base de datos FlyBase Gene database (FlyBase et al. 2004) 

 

Resultados 

 

Fenotipos de los paneles RIL para CCR 

 El resumen de medias con sus errores estándar para los paneles RIL-D48 y RIL-

SH2 puede verse en la Tabla 2. Cuando se comparan las medias de los paneles entre si, 

se puede ver que difieren significativamente para el caracter estudiado. Por otro lado, 
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todas las pruebas de ANOVA para los paneles (Tabla 3) dieron diferencias 

significativas en el factor aleatorio línea. 

 

 

Figura 1. Se muestra CCR para ambos sexos de las RIL-D48 en unidades porcentuales respecto 

del valor medio para cada sexo (para ver lo valores medios de cada sexo utilizados ver Tabla 2). 

Los números en el eje x corresponden a la numeración arbitraria que recibieron cada una de las 

líneas RIL. 

 

 

Figura 2. Se muestra CCR para ambos sexos de las RIL-SH2 en unidades porcentuales respecto 

del valor medio para cada sexo (para ver lo valores medios de cada sexo utilizados ver Tabla 2). 

Los números en el eje x corresponden a la numeración arbitraria que recibieron cada una de las 

líneas RIL. 

 

 En las Figuras 1 y 2 pueden observarse las medias de cada una de las líneas de 

cada panel (RIL-D48 y RIL-SH2) para cada sexo; las medias generales de cada 

retrocruza pueden verse en la Tabla 2. El panel RIL-D48 tiene una media general mayor 

que el panel RIL-SH2 (Tabla 2). Es posible que haya existido segregación transgresiva 
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en CCR para ambas retrocruzas (Figuras 1 y 2, Tabla 2), lo cual fue aparente en 

comparaciones con las líneas parentales hechas en Norry et al (2008). 

 

Tabla 2. Valores fenotípicos medios para los paneles RIL-D48 y RIL-SH2 en CCR. Entre 

paréntesis están los correspondientes valores de error estándar. Los estadísticos para las líneas 

RIL fueron computados promediando los valores medios de todas las RIL. 

 

 

Análisis estadísticos entre las líneas de cada panel para sexos separados 

 Los ANOVA realizados dentro de cada panel y cada sexo mostró resultados 

altamente significativos (P < 0.0001) para el factor aleatorio línea (L) (Tabla 3). Pese a 

los altos valores de significación del factor línea, los valores estimados de heredabilidad 

en sentido estricto (h2) son relativamente bajos para CCR en ambos paneles (0.178 ≤ h2 

≤ 0.263). Es importante recordar que la h2 tiene sentido solo para estos paneles y para 

los ambientes donde se han realizado los experimentos no pudiendo extrapolarse estos 

resultados a otros ambientes u otras líneas. 

 El coeficiente de varianza (CVL) expresa una relación entre la varianza explicada 

por diferencia entre las líneas y la media del caracter para cada panel dentro de cada 

sexo. CCR presenta resultados homogéneos para CVL en ambos paneles y ambos sexos 

(16.12 ≤ CVL ≤ 24.45). 

 

 

Tabla 3. Resultados del ANOVA para CCR entre las líneas RIL dentro de cada panel y de cada 

sexo por separado; seguido se presentan los valores para la heredabilidad en sentido estricto (h2) 

y el coeficiente de variación (CVL). 
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Análisis estadísticos para la interacción Genotipo-por-Sexo (GSI) 

 Para CCR evaluamos la interacción entre genotipo y sexo. Dos ANOVA de 

modelo mixto (factor aleatorio línea (L); factor fijo sexo (S) y su interacción (LxS)) se 

realizaron separadamente para cada panel (Tabla 4). El efecto aleatorio línea resultó ser 

altamente significativo en ambos casos, explicando un porcentaje de la varianza 

fenotípica total que varia entre 20.6% para RIL-D48 y 18.1% para RIL-SH2. El efecto 

fijo sexo no fue significativo para ninguna de los dos paneles (Tabla 4). 

 La interacción entre ambos factores (LxS) fue estadísticamente significativa en 

ambos casos. De la varianza fenotípica total, LxS explica porcentajes menores y 

similares en ambos paneles, 4.8% para RIL-D48 y 3.5% para RIL-SH2 (Tabla 4) 

 Por último, evaluamos la correlación entre ambos sexos para cada panel por 

separado (resultados no presentados). En todos los casos la estima de correlación fue 

estadísticamente significativa y están entre los siguientes valores 0.76 ≤ r ≤ 0.86, lo cual 

es consistente con la hipótesis de que la arquitectura genética de CCR puede ser similar 

entre los sexos, más allá de que algunos QTL fueron significativos en solo uno de los 

sexos. 

 

Tabla 4. Resultados para el ANOVA entre las líneas RIL dentro de cada panel por separado. 

Entre paréntesis esta presentado: primero, el error estándar de la media, en los casos restantes, 

representa el porcentaje de varianza explicada por el factor aleatorio línea (VL) o por la 

interacción entre de este factor con el factor fijo sexo (VL×S) o el porcentaje de varianza 

explicada por el error dentro (VE). 

 

 

Mapeo de QTL 

 Utilizamos el mapeo de intervalo compuesto de QTL y obtuvimos los siguientes 

resultados (Tabla 5). Para CCR se encontraron cuatro QTL, todos ellos en el panel RIL-

SH2 (uno de ellos es marginalmente significativo). En RIL-SH2 tres de los cuatro QTL 

se encontraron en hembras (1: Cromosoma 2 (C2), QTL range: 34C-42F; 2: C3, QTL 

range: 73A-90B; 3: C3, QTL range: 90E-95C); el QTL restante, que es marginalmente 

significativo, se encontró en machos (C2, QTL range: 34C-42F) (Tabla 5; Figura 3) 
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Figura 3. Grafico de los valores para la tasa de probabilidad (LR) en función de la posición del 

mapa (en cM) para el mapeo de intervalo compuesto para CCR en D.melanogaster tanto para 

RIL-D48 como para RIL-SH2 en ambos sexos. Los umbrales de significación fueron 

determinados mediante 1000 permutaciones al azar (líneas horizontales). Los triángulos sobre el 

eje x corresponden a la posición de los marcadores moleculares utilizados en el mapeo de 

intervalo compuesto.  

 

 Solo un QTL solapó para ambos sexos en el mismo panel (C2, QTL range: 34C-

42F) (Tabla 5, Figura 3) 

 El solapamiento entre los QTL de distinto sexo sugiere una arquitectura genética 

similar, aunque no necesariamente idéntica, para ambos sexos.  

 

Tabla 5. QTL para CCR en cada sexo y en cada panel junto con su correspondiente efecto  

aditivo (a), el porcentaje de variación fenotípica explicada (%Var) y posibles genes candidatos. 

 

 

Efectos de los QTL 

 Evaluamos los efectos epistáticos entre todos los posibles pares de marcadores 

usados en nuestro análisis para todos los caracteres medidos, y no detectamos ningún 

efecto epistático significativo (luego de la corrección para múltiples comparaciones). 

 Luego estimamos el efecto de la aditividad (a) para los picos de QTL 

identificados, también calculamos el porcentaje de variación fenotípica total (% Var) 
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explicada por cada QTL (Tabla 5). Todos los QTL encontrados son específicos del 

panel RIL-SH2. Los porcentajes de variación fenotípica explicada para cada QTL se 

sitúan entre un 11% y un 35% de la variación fenotípica. 

 Los QTL que explican los menores porcentajes de variación fenotípica (11 y 

18%) muestran valores positivos de efectos aditivos (a), esto nos indica que el alelo 

proveniente de la línea parental SH2 incrementaría el tiempo de recuperación para el 

coma por enfriamiento (CCR). El QTL que explica el mayor porcentaje de variación 

fenotípica (35%) presenta valores negativos de “a”, indicando que el alelo de SH2 para 

este QTL disminuye los tiempos necesarios para lograr la recuperación del individuo. 

 Esto implica que los alelos provenientes de la línea parental SH2 estarían 

teniendo efectos negativos, a través de los QTL de menor efecto, al aumentar los 

tiempos de recuperación. Asimismo, el QTL de mayor efecto revertiría el efecto de los 

primeros, explicando así la presencia de segregación transgresiva luego de la 

construcción de las líneas recombinantes. Este resultado, se condice con los valores 

medios que presentan el panel RIL-SH2 respecto del panel RIL-D48 (Tabla 2) y los 

valores extremos observados para algunas RIL en las Figuras 1 y 2. 

 

Discusión 

 

 A pesar de que la base genética de la recuperación al frío ha sido ampliamente 

estudiada, aún es poco lo que se conoce de la arquitectura genética de este caracter 

(Hoffmann et al. 2003; Norry et al. 2008; Morgan & Mackay 2006). Con este estudio 

hemos tratado de ampliar los conocimientos sobre la arquitectura genética de la 

recuperación al congelamiento en Drosophila melanogaster. Nosotros estimamos 

parámetros de genética cuantitativa y con ellos hemos logrado localizar QTL que 

afectan la variación en los tiempos de recuperación en adultos en una población de 

líneas RIL. Hemos encontrado varianza genética significativa entre las líneas utilizadas 

en el mapeo y nos fue posible detectar 3 QTL relacionados con la exposición al frío, 

hemos encontrado QTL de gran efecto en ambos cromosomas mayores autosómicos 

pero no en el cromosoma X. La mayoría de estos QTL resultaron específicos para la 

recuperación al frío, existiendo muy poca superposición con QTL para la resistencia al 

calor mapeados en las mismas líneas (Norry et al. 2008). Este resultado es consistente 

con trabajos previos en distintas líneas RIL (Morgan & Mackay 2006). Esta falta de 

superposición entre la mayoría de los QTL de estos caracteres parece representar una 
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característica prominente en lo que respecta a la base genética de la resistencia a los 

extremos de temperatura. 

 Ambos sexos parecerían compartir una única respuesta para la recuperación al 

frío, el estudio de mapeo de QTL no permite ahondar demasiado en la superposición de 

QTL detectados para cada sexo, de cualquier modo cabe destacar que el único QTL que 

se encontró en machos (marginalmente significativo) solapa con uno de los tres QTL 

que fueron encontrados en hembras. Los QTL detectados explican una porción variable 

de la varianza fenotípica total (11 – 35 %). Los bajos valores de heredabilidad en 

sentido estricto, pese a no ser un método particularmente robusto para el cálculo de 

heredabilidad, nos sugieren prestar particular atención a la posible debilidad de los QTL 

detectados pese a los altos valores de porcentaje de varianza explicada por cada QTL. 

 La estima de lo efectos de aditividad para los QTL es consistente con la 

dirección de divergencia entre las medias de RIL-D48 y RIL-SH2 donde el efecto de 

aditividad muestra valores negativos para el QTL de mayor efecto compensando así el 

efecto de los otros dos QTL que presentan valores positivos en las mismas RIL. 

 Este estudio es un primer paso para reconocer la arquitectura genética de este 

caracter. A pesar de esto, nosotros no avanzamos más allá de este mapeo de QTL, queda 

pendiente poder realizar experimentos de complementación de deficiencias o mapeos de 

QTL de alta resolución para poder diseccionar más aún la arquitectura genética de estos 

caracteres (Anholt & Mackay 2004). 

 Hemos identificado varios genes candidatos basados en el efecto de alguno de 

sus fenotipos mutantes y del efecto sobre caracteres de termotolerancia (Tweedie et al. 

2009) 

 Dentro de los QTL detectados podemos agrupar algunos genes candidatos según 

la función biológica conocida. Un primer grupo de genes candidatos están relacionados 

con genes del grupo de las proteínas de “Heat-shock” (Hsps – “Heat shock proteins”) 

que intervienen en el acople con proteínas mal plegadas. Las HSP están involucradas en 

la respuesta a muchos factores diferentes de estrés (Feder & Hofmann 1999). El gen 

Hsp60D, así como los CG7130, CG14650, CG11035, Hsc70-2, Trap1 y el gen Droj2 

son genes que presentan alteraciones en la respuesta al calor de los individuos para los 

diferentes alelos de cada uno de ellos, todos estos genes se ven involucrados en el 

proceso de plegamiento de proteínas (Tweedie et al. 2009). También encontramos 

varios genes candidatos en un mismo QTL que pertenecen a la familia de HSP y están 
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involucrados la respuesta al calor (Hsp70Aa, Hsp70Ab, Hsp70Ba, Hsp70Bb, Hsp70Bbb, 

Hsp70Bc). 

 Otro gen, el InR (93E4-93E9), fue mapeado y reconocido dentro de un QTL 

detectado. Este gen, que tiene relación con la respuesta a la cocaína (Willard et al. 2006) 

y que posee actividad de receptor de insulina en Drosophila (Petruzzelli et al. 1985), 

tiene una gran cantidad de efectos pleiotrópicos y reconocida influencia en la respuesta 

a diferentes factores de estrés (Tweedie et al. 2009). 

 Otros genes candidatos que se encontraron en los QTL detectados en este trabajo 

presentan distinto grado de relación con la resistencia al frío. Es así que ppk esta 

vinculado con el comportamiento dependiente de la temperatura (Kim et al. 2002). Otro 

gen candidato, el rl , presenta gran cantidad de efectos pleiotrópicos (Tweedie et al. 

2009), de los que se destaca el acople con proteínas en cuanto a su función molecular 

(Kim et al. 2006) y la respuesta comportamental al etanol como factor de estrés (Corl et 

al. 2009). También se destaca el gen ort, que presenta alteraciones en la respuesta al éter 

cuando se estudian fenotipos mutantes (Iovchev et al. 2002) así como alteraciones para 

la termotaxis (comportamiento dependendiente de la temperatura) (Hong et al. 2006). 

 Dos genes que están vinculados a la respuesta al calor como factor de estrés son 

el TotA, que a partir de fenotipos mutantes evidenció sensibilidad a los factores de estrés 

(Ekengren et al. 2001), particularmente en respuesta al calor (Agaisse & Perrimon 

2004) y el gen Atpα, que si bien posee efectos epistáticos sobre cantidad de caracteres, 

se ha reconocido por fenotipos mutantes, modificaciones en la respuesta ante un estrés 

térmico (Palladino et al. 2003; Feng et al. 1997). 

 En estudios previos se encontró que la disminución de la resistencia para el frío 

y el aumento de la resistencia para el calor se vieron asociados con un alelo del gen que 

pertenece a las heat-shock, hsr-omega (Rako et al. 2007; Anderson et al. 2003) El QTL 

encontrado para CCR en el brazo derecho del cromosoma 3 (QTL3) incluye la región 

donde mapea el gen hsr-omega (Tabla 5). Este resultado confirma que esta región  

define un QTL asociado a la tolerancia térmica. 

 Por último, hemos detectado la presencia del gen Fst (“frost”: heladas). Este 

gen mostró diferencias en su patrón de expresión cuando se expone a los individuos a 

golpes de bajas temperaturas (Goto 2001) lo que sugiere que es un robusto gen 

candidato. 

 Finalmente, dos de los QTL encontrados en este estudio para CCR (QTL1 y 

QTL2) colocalizaron con regiones de QTL de trabajos previos (Morgan & Mackay 
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2006). La segregación transgresiva resulta, típicamente, de la recombinación entre las 

líneas parentales que poseen dos QTL con efectos antagónicos para un caracter (por 

ejemplo, aquí podría explicarse por la presencia en SH2 de dos QTL, uno que 

incrementa la velocidad –QTL2- y otro que la disminuye –QTL1-; la recombinación de 

ambos en las RIL podría explicar los fenotipos extremos para algunas de estas). 

 La línea D48 utilizada en este estudio derivó de una población más adaptada al 

frío, proveniente de Dinamarca, pero los alelos respectivos de esta línea aumentan los 

tiempos de recuperación en dos de los tres QTL (QTL1 y QTL3) cuando se los compara 

con los alelos de SH2. La hibridización intercontinental de este estudio puede ser el 

factor que haya generado los fenotipos extremos vistos en algunas líneas RIL. 
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CAPITULO III 

 

“Análisis de loci para caracteres cuantitativos (QTL) para la respuesta al 

etanol en adultos y larvas en un panel intercontinental de líneas 

recombinantes endocriadas (RIL) de Drosophila melanogaster” 

 

Resumen 

 

(Aclaración: Cuando en este capítulo figure la primera persona del plural, estará 

haciendo referencia a la Lic. Raquel Defays y al autor de esta tesis) 

 

 El alcohol etílico es una de las drogas más ampliamente utilizada en el mundo. A 

pesar de que beber en exceso puede conducir a serios problemas de salud, como ataques 

cerebro vasculares, alta presión sanguínea, cirrosis y cáncer; y que el 30% de los 

accidentes fatales de transito involucran el consumo de alcohol por alguna de las partes, 

la base genética de la respuesta al etanol es aún poco conocida. En su ambiente natural, 

rico en materiales orgánicos en proceso de fermentación, la mosca del vinagre, 

Drosophila melanogaster, encuentra niveles relativamente altos de etanol. El efecto del 

etanol y sus metabolitos en Drosophila es objeto de estudio desde hace décadas, como 

un excelente modelo para evaluar la adaptación. A pesar de que muchos trabajos han 

hecho hincapié en documentar patrones de variación genética, bastante menos se conoce 

sobre las regiones génicas o los genes que podrían estar explicando la variación genética 

para la respuesta al etanol. Para comenzar a entender e identificar los genes que 

controlan la respuesta al etanol, nosotros utilizamos una población de líneas 

recombinantes endocriadas (RIL) para mapear loci de caracteres cuantitativos (QTL) 

que afecten la variación en la resistencia y en la recuperación en adultos y la tolerancia 

en larvas. La población mapeada deriva del cruce entre dos líneas de D.melanogaster, 

una de Australia y otra de Dinamarca, denominadas SH2 y D48 respectivamente, que 

fueron seleccionadas para fenotipos relacionados con la tolerancia térmica. Nosotros 

mapeamos en los tres cromosomas 14 QTL que afectaron la respuesta al etanol. Siete de 

ellos mapearon para la resistencia al etanol en adultos, dos para la recuperación y cinco 

más para la tolerancia en larvas. La mayoría de los QTL fueron específicos para cada 

caracter, sugiriendo cierta superposición pero generalmente pudimos ver una única 
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arquitectura genética subyacente para cada caracter. Cada QTL explica en promedio un 

16.8% de la variación fenotípica entre las líneas. Algunos de los genes potencialmente 

candidatos incluidos dentro de las regiones de los QTL que hemos encontrado fueron 

identificados y comentados. 

 

Introducción 

 

 El alcohol es una de las drogas más ampliamente utilizada en el mundo. A pesar 

del hecho de que el exceso en su consumo puede producir serios problemas de salud, 

como ataques cerebro vasculares, alta presión sanguínea, cirrosis y cáncer; y que el 30% 

de los accidentes fatales de tránsito involucran el consumo de alcohol en al menos una 

de las partes involucradas (Cowmeadow et al. 2005) y que el 8.7% de las muertes en los 

hombres y el 1.7% en las mujeres para todas las Américas en el 2002 fueron atribuibles 

directamente al consumo de alcohol (OPS/OMS, Alcohol, genero, cultura y daños en las 

Américas: reporte final del multicéntrico OPS. Washington, USA. 2007), aún nuestra 

compresión sobre los mecanismos que regulan las funciones del sistema nervioso y el 

comportamiento asociados al consumo de alcohol es rudimentario. Algunas de las 

dificultades para entender los mecanismos de acción del etanol en los organismos 

derivan del hecho, a diferencia de abusos para otras drogas (así como nicotina, cocaína 

y heroína), que el etanol parece tener un espectro de objetivos moleculares en el sistema 

nervioso mucho más amplio (Heberlein et al. 2004). Se argumenta que los efectos del 

etanol en el sistema nervioso son causados primariamente por alteraciones no 

específicas de las propiedades de las membranas de las neuronas (Wood et al. 1991). De 

cualquier modo, hoy aumenta la evidencia de que ciertas proteínas estarían implicadas –

en su mayoría proteínas de membrana- como dianas directas del etanol en el sistema 

nervioso (Peoples et al. 1996; Heberlein et al. 2004; Heberlein et al. 2006). 

 El alcoholismo es un complejo desorden determinado por interacciones entre los 

factores de riesgo de origen genético y ambiental. En su ambiente natural, 

habitualmente rico en materiales de origen orgánico en descomposición, la mosca del 

vinagre, Drosophila melanogaster, esta expuesta a altos niveles de etanol. Los efectos 

del etanol y sus metabolitos en Drosophila han sido ampliamente estudiados por 

décadas como un buen modelo de adaptación al medio ambiente (Fry 2003). 

 Últimamente, Drosophila empezó a ser utilizada como un modelo de estudio 

para las bases moleculares de los caracteres relacionados al etanol. Drosophila 
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representa un poderoso sistema modelo para diseccionar la arquitectura genética de la 

sensibilidad al etanol, dando ventajas como la posibilidad de criar grandes números de 

individuos con relativa facilidad, con un determinado entorno genético y bajo 

controladas condiciones ambientales (Hoffmann et al. 2003). Más aún, reforzando la 

importancia de Drosophila como modelo, las moscas expuestas al etanol presentan 

cambios fisiológicos y comportamentales similares a los que presenta un humano en 

condiciones de intoxicación con etanol, incluyendo la pérdida de control postural, 

sedación, desarrollo de tolerancia y muerte (Morozova et al. 2007; Scholz et al. 2000). 

 La probabilidad de identificar genes que expliquen los diferentes efectos que 

produce el etanol se vio incrementada a partir de un número creciente de 

procedimientos que se desarrollaron recientemente. Uno de estos enfoques consiste en 

evaluar la probabilidad para todos los genes involucrados en una repuesta en particular 

de forma funcional, sin diseccionar al individuo o su genoma (Crawshaw et al. 2001). 

Nosotros utilizamos este tipo de enfoque, empleando una herramienta estadística para 

asociar la repuesta fenotípica con una serie de marcadores moleculares para identificar 

loci para caracteres cuantitativos (QTL). 

 La esencia de la genética cuantitativa es comprender la base genética y la 

arquitectura de la variación de los caracteres cuantitativos dentro y entre las 

poblaciones. La arquitectura genética de los caracteres cuantitativos conecta los 

genotipos con los fenotipos: esta consiste básicamente en el número, la posición 

genómica, la frecuencia y los efectos de los loci para caracteres cuantitativos (QTL), así 

como la interacción de los alelos de un gen (dominancia) y entre genes (epístasis), los 

posibles efectos pleiotrópicos de cada QTL y la interacción de los QTL con el ambiente, 

entre varios de los factores a evaluar de mayor importancia (Falconer & Mackay 1996, 

Zeng et al. 1999). 

 En este estudio, nosotros presentamos los resultados de un mapeo geonómico 

para QTL que afectan la variación fenotípica de tres distintos caracteres: la resistencia al 

vapor de etanol en adultos (REV – “resistance to ethanol vapor”); la recuperación al 

coma por consumo de etanol en adultos (REC – “recovery to ethanol-coma”) y la 

supervivencia de larvas en medios de cultivo con etanol (SME – “survival in medium 

with ethanol”). Utilizamos un diseño de RIL a partir de retrocruzas reciprocas y de 

mapeo de intervalo compuesto con dos poblaciones de líneas recombinantes 

endocriadas (RIL) derivadas de líneas endogámicas seleccionadas para la resistencia al 

estrés térmico provenientes de Australia y de Dinamarca, denominadas SH2 y D48, 
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respectivamente (Norry et al. 2004). A pesar de que SH2 y D48 no fueron seleccionadas 

para la resistencia o la recuperación al etanol, las líneas RIL mostraron fenotipos con 

gran variación fenotípica para los tres caracteres estudiados. 

 Usando este diseño de mapeo de QTL nos planteamos responder las siguientes 

preguntas: ¿Existe en estas líneas varianza genética para los caracteres medidos? ¿Cuál 

es la relación entre los diferentes caracteres medidos en adultos y en larvas? ¿Qué 

regiones del genoma de Drosophila melanogaster influencian a los fenotipos de los 

caracteres medidos? ¿Existe superposición (colocalización) o no en las arquitecturas 

genéticas de estos tres diferentes caracteres? ¿Y entre los sexos? 

Objetivos: 

• Interpretar la complejidad fenotípica y genotípica de la respuesta al etanol a 

través del análisis del conjunto de datos fenotípicos obtenidos en los tres 

caracteres. 

•  Comprender la arquitectura genética de la respuesta al etanol mediante el 

mapeo de QTL utilizando las líneas RIL en los tres caracteres. 

• Evaluar la posible superposición en las arquitecturas genéticas de estos tres 

diferentes caracteres y entre los sexos. 

•  Identificar posibles genes candidatos que podrían estar determinando la 

variabilidad fenotípica encontrada para la respuesta al etanol.  

 

Materiales y métodos 

 

Líneas endocriadas recombinantes (RIL) 

 Las moscas parentales para obtener líneas RIL derivaron de una línea australiana 

y una danesa, rotuladas SH2 y D48 respectivamente, como se describe en Norry et al. 

(2004). Estas líneas fueron obtenidas por selección artificial para la resistencia al coma 

por alta temperatura (KRHT) y, posteriormente endocriadas. La construcción de las 

líneas RIL se detalla en Norry et al. (2008) y se describe brevemente en Materiales y 

Métodos del Capítulo II. Loci microsatélites se utilizaron como marcadores moleculares 

(Tabla 1 del Capitulo II). La descripción de la extracción de ADN, la técnica de PCR y 

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

 Todos los individuos experimentales de cada una de las RIL fueron criados bajo 

condiciones estandarizadas a 25+1ºC bajo un ciclo de 12-horas oscuridad/12-horas luz. 

REV se midió como la proporción de individuos que se mantienen activos en tubos de 

vidrio (11cm de largo y 2,5 cm de diámetro). Para evitar cualquier posible variación 

circadiana, todas las mediciones REV se realizaron entre las 11:30 h y 15:30 h, ya que 

se conocen caracteres que varían su respuesta luego del atardecer, incluso en las moscas 

criadas en laboratorio (por ejemplo Sorensen & Loeschcke 2002). Para separar a ambos 

sexos se utilizó anestesia con CO2 por lo menos 48 horas antes del ensayo. Veinte a 25 

moscas de cada sexo de cada RIL de 5 días de edad se probaron en cada 

tubo. Utilizamos 5 réplicas para cada una de las RIL y para cada sexo. Todas las 

medidas se realizaron a 25 º C. 

 Para el tratamiento del estrés, las moscas fueron expuestas 10 min en tubos de 

vidrio invertidos con tapón de algodón embebidos en una solución de etanol/agua 

(70:30) cubierto por un tul (ver figura 2 del Capitulo I). Después de 10 min. se anotó la 

proporción de individuos que fue capaz de sostenerse sobre sus patas en cada uno de los 

tubos (para ver un método similar ver Hoffmann & Parsons 1993) El valor medio de las 

proporciones para los 5 tubos, multiplicado por 1000, se utilizó para obtener la estima 

final de REV para cada RIL. 

 

Ensayo de recuperación al coma por exposición al etanol (REC) 

 Todos los individuos experimentales de cada una de las RIL fueron criados bajo 

condiciones estandarizadas a 25+1ºC bajo un ciclo de 12-horas de oscuridad/12-horas 

de luz. Todas las medidas se realizaron a 25+1ºC. REC se midió, prácticamente, casi de 

la misma forma que la descripta en trabajos previos (Berger et al. 2004).  

 Para cada una de las RIL y para cada sexo, 5 réplicas de aproximadamente 20 

moscas cada una, fueron colocadas en tubos de 15 ml Falcon cónico con pequeñas 

perforaciones y un gorro de tul para permitir el flujo de vapor. Unos 30 tubos Falcon 

fueron colocados en una caja hermética con 300 ml de una solución de etanol:agua 

(70:30); Berger et al. (2004) utilizaron en esta etapa tubos Falcon de 50 ml e 

intoxicaron las moscas mediante el uso de un evaporador. Para lograr el coma por 

intoxicación con etanol en las moscas y la recuperación de las mismas, las exposiciones 

al vapor de etanol se realizaron durante 30 min. Tras la exposición al etanol, la mayoría 

o todas las moscas habían perdido el control postural y en general estaban inmóviles en 
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el fondo de los tubos. A continuación, los 30 tubos fueron retirados de la caja con 

solución de etanol y las moscas de cada tubo fueron transferidas a otro tubo Falcon 

vacío de 50 ml cónico con pequeñas perforaciones para permitir el flujo de aire en 

donde se observó la recuperación de los individuos; aquí, Berger et al. (2004), hacen 

uso de otro tipo de tubo para la recuperación. A medida que los individuos se 

recuperaban de la intoxicación, volvían a tener control de los movimientos e intentaban 

trepar por las paredes del tubo producto de la geotaxis negativa propia de las moscas 

adultas. El momento en que la mosca logró subir a las paredes laterales de los tubos 

hasta la marca de 20 ml en el tubo cónico de 50 ml Falcon fue tenido en cuenta como el 

tiempo de recuperación para cada individuo, en el trabajo de Berger et al. (2004) se 

muestreo cada minuto las moscas restantes en cada tubo, considerando recuperada 

cualquier mosca que estuviese parada en la pared del tubo. Para tomar el registro de los 

tiempos en segundos se utilizó el mismo programa desarrollado por el tesista que fue 

utilizado en el capitulo I para la medición de CCR en la G34 descrito en el ANEXO 

I. El porcentaje de recuperación ((número de moscas recuperadas / número de moscas 

totales) × 100%) se grafica en función del tiempo. El tiempo de recuperación media 

(MRT- “mean recovery time”), es el tiempo para el cual el 50% de las moscas presentes 

en el tubo de una muestra se había recuperado y fue calculado como en Berger et al. 

(2004) con el programa SigmaPlot (SPSS Inc., Chicago, IL). Una vez transcurrido una 

hora del comienzo del ensayo de recuperación, las moscas que no subieron por las 

paredes de los tubos se consideraron como muertas ("muerte"). Se promediaron los 

valores de MRT de las 5 repeticiones para obtener una estima de REC para cada RIL y 

cada sexo. Para mejorar la comprensión de los datos, efectuamos la siguiente 

transformación de la variable REC. Usamos un valor arbitrario (3000) al que le 

restamos el MRT promedio obtenido de cada línea. De esta manera aquellas líneas que 

presentan mayor velocidad de recuperación (menor MRT) poseen los valores más altos 

de REC y viceversa. De manera tal de asociar los valores más altos de la variable a las 

mayores velocidades de recuperación. 

 

Determinación de la supervivencia de las larvas en un medio con etanol (SME) 

 Todos los individuos experimentales de cada línea RIL fueron criados bajo 

condiciones estandarizadas, 25ºC de temperatura y bajo un ciclo de 12h luz /12h 

oscuridad, como para todo el resto de los ensayos con RIL. Todas las mediciones se 
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realizaron a 25ºC. La medición de SME se efectuó de forma muy similar a la realizada 

en trabajos anteriores (Fry 2001). 

 La supervivencia, tanto de larva a pupa como de larva a adultos, de cada RIL se 

midió en dos medios diferentes: medio control (medio con 0% de etanol) y medio con 

etanol (medio con 3% de etanol v/v). Para cada una de las RIL y para cada medio se 

realizaron 5 mediciones réplicas. Las larvas fueron recogidas luego de permitir a las 

moscas adultas poner huevos en pequeñas cucharas con Agar y levadura. En cada tubo, 

se colocaron 20 moscas adultas con una cucharita plástica que tenia Agar y levadura. A 

las moscas se les permitió poner huevos durante 48 horas. Después de este tiempo, las 

moscas fueron retiradas y larvas del primer estadio fueron recogidas de las 

cucharitas. Para cada tubo con el medio control o medio con etanol se colocaron 20 

larvas. Entre los días 11-20 posteriores a la construcción de los tubos experimentales, se 

contaron las pupas y los emergidos en cada tubo. Las moscas emergidas fueron retiradas 

al menos una vez cada dos días. La media del porcentaje de pupas para el medio de 

etanol ((Número de pupas / Número de larvas por tubo (20)) × 100% = (PET) ), fue 

dividida por la media del porcentaje de pupas para el medio control ((Número de 

pupas / Número de larvas por tubo (20)) × 100% = (Pcontrol) ) para cada una de las líneas 

RIL. Este mismo algoritmo se utilizó para el caso de la supervivencia desde larva a 

adulto. Esto previene que la tasa de supervivencia intrínseca de cada línea tenga 

influencia en el análisis de la tolerancia al etanol propiamente dicha. Para mejorar la 

distribución de la variable y obtener una distribución normal de los datos, sumamos uno 

al cociente y aplicamos el logaritmo natural. Esta nueva variable [P-SME - 

supervivencia desde larva a pupa en un medio con etanol = ln ((PET / Pcontrol) + 1)] se 

calculó para obtener la estima final de la supervivencia desde larva a pupa en un medio 

con etanol (3%) para cada RIL. Para estimar la supervivencia desde larva a adultos (A-

SME - supervivencia desde larva a adulto en un medio con etanol) se utilizó el número 

de adultos que emergió en lugar del número de pupas, tanto en medio de control como 

en el medio con etanol. 

 

Análisis estadístico 

 Para los caracteres REV, REC, P-SME y A-SME realizamos análisis de varianza 

(ANOVA) de una (para P-SME y A-SME) y dos vías (para REV Y REC), en este 

último caso utilizamos el efecto fijo de “tipo de línea” (RIL-SH2 versus RIL-D48), el 

efecto fijo sexo y su interacción. 
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 Luego realizamos una serie de pruebas estadísticas para explorar, en los cuatro 

caracteres, las características genéticas  y fenotípicas de las RIL. Entre ellas destacamos 

las siguientes. Dentro de cada conjunto de líneas RIL (RIL-D48 y RIL-SH2) evaluamos 

para cada sexo por separado, los componentes de la varianza a través de un ANOVA de 

una vía para lo que es necesario que el  efecto (línea) sea considerado aleatorio. A partir 

de este resultado, calculamos la heredabilidad en sentido estricto (h2) mediante el 

cociente entre el componente de varianza aportado por el efecto aleatorio línea (VL)  y 

la suma de este último con el componente de varianza dentro de las líneas (VE). Hemos 

utilizado la heredabilidad en sentido estricto (VarAditividad  / VarFenotípica siendo que 

VarGenética = VarAditividad + VarDominancia + VarEpístasis) en lugar de la heredabilidad en 

sentido amplio (VarGenética / VarFenotípica ) debido a lo siguiente: Si bien el uso de líneas 

RIL permite suponer que no existe varianza producto de los efectos de dominancia 

debido a la homocigosis de las líneas y habiendo realizado el análisis de epístasis,  

preferimos, pese a que pueden existir efectos propios de la epístasis que no han sido 

detectados por la prueba de epístasis, utilizar la heredabilidad en sentido estricto 

sabiendo que podemos estar sobrevalorando el valor de la misma. Asimismo realizamos 

pruebas de estima de la correlación de Pearson (r) para cada sexo por separado entre los 

siguientes caracteres REC, REV y P-SME (no se informa el resultado con A-SME ya 

que los resultados son prácticamente idénticos a P-SME) El siguiente grupo de análisis 

consiste en ANOVA de dos vías para cada RIL derivada de cada retrocruza (RIL-D48 y 

RIL-SH2) por separado donde un factor evaluado es el factor aleatorio línea (L), el Sexo 

(S) es el segundo factor (factor fijo) y se analiza la interacción entre ambos (L x S) que 

nos permite identificar la interacción genotipo-por-sexo (GSI), para esto último también 

evaluamos la estima de correlación (r) en la respuesta para cada caracter entre los sexos. 

Por último para comparar entre los distintos caracteres (REV, REC, P-SME y A-SME) 

y entre las diferentes RIL derivadas de retrocruzas (RIL-D48 y RIL-SH2) la importancia 

del componente de varianza aportado por el factor aleatorio línea (VL) respecto de la 

media correspondiente calculamos el coeficiente de varianza (CVL) como el cociente 

entre la raíz cuadrada de VL y la media para cada sexo dentro de cada caracter y cada 

RIL derivada de retrocruzas (para más detalles de todos los análisis estadísticos ver 

Morgan & Mackay 2006). Todos los análisis fueron efectuados usando el STATISTICA 

(data analysis software system), version 6, StatSoft, Inc. (2001). 
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Análisis de QTL 

 Los genotipos para los marcadores moleculares fueron numerados en función de 

la cantidad de alelos de SH2 (0 o 2) tanto para RIL-D48 como para RIL-SH2. El mapeo 

de intervalo compuesto (Zeng 1994) fue utilizado para evaluar la hipótesis de que un 

intervalo flanqueado por dos marcadores adyacentes contenga un QTL. Para identificar 

QTL hemos utilizado el modelo de mapeo de intervalo compuesto del programa QTL-

Cartographer (Wang et al. 2010), con el diseño Ri2 (para líneas RIL, de apareamiento 

de hermanos completos), inicialmente utilizamos cinco marcadores control y un tamaño 

de ventana de 10cM. 

 Exploramos los efectos de alterar la combinación de los parámetros usados 

inicialmente. La posición de los QTL encontrados usando 10 cM como ventana y cinco 

marcadores control, fue la más consistente dentro un amplio rango de combinaciones 

puestas a prueba. El umbral de significación fue determinado mediante 1000 

permutaciones al azar (para más detalles ver Hughes & Leips 2006). Los efectos de la 

aditividad fueron calculados utilizando el programa QTL-Cartographer. Las 

interacciones epistáticas fueron evaluadas usando el modelo lineal (ver Capitulo II) de a 

pares de marcadores moleculares (Morgan & Mackay 2006; Norry et al. 2008). 

 Para la selección de los genes candidatos en los varios caracteres evaluados se 

realizó una búsqueda dentro de cada región de los QTL detectados entre los genes de 

función conocida que estuvieran relacionados con los parámetros de búsqueda o 

palabras claves como ser resistencia al etanol/alcohol, recuperación desde la exposición 

al etanol/alcohol y sensibilidad al etanol/alcohol en la base de datos FlyBase Gene 

database (FlyBase et al. 2004) www.flybase.org. 

 

Resultados 

 

Fenotipos de los paneles RIL para REC, REV y SME 

 El resumen de medias con sus errores estándar para los paneles RIL (RIL-D48 y 

RIL-SH2) puede verse en la Tabla 1. Todas las pruebas de ANOVA para las RIL 

derivadas de  retrocruzas (excepto en RIL-D48 para REV cuando se evaluaron los 

machos, P-SME y A-SME, ver Tabla 2)  dieron diferencias significativas en el factor 

aleatorio línea, vale recordar que, aunque en general se utilizan líneas parentales que 

difieren para los caracteres a evaluar, no es necesario que así sea; dos líneas parentales 

con medias fenotípicas que no difieren entre si pueden estar ocultando varianza genética 
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que se evidencia en los efectos sobre el fenotipo de las RIL derivadas de retrocruzas 

(por segregación transgresiva) obteniendo líneas con fenotipos significativamente 

mayores y/o menores a los fenotipos parentales (Mackay 2001) 

 

 

Figura 1. Se muestran REC y REV de cada línea para las RIL-D48 en unidades porcentuales 

respecto del valor medio para cada sexo y para cada caracter. Los números en el eje x 

corresponden a la numeración arbitraria que recibieron cada una de las líneas RIL. 

 

 

 

Figura 2. Se muestran REC y REV de cada línea para las RIL-SH2 en unidades porcentuales 

respecto del valor medio para cada sexo y para cada caracter. Los números en el eje x 

corresponden a la numeración arbitraria que recibieron cada una de las líneas RIL. 
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Figura 3. Se muestran P-SME y A-SME de cada línea para las RIL-D48 y seguido para las 

RIL-SH2, en unidades porcentuales respecto del valor medio para cada caracter correspondiente 

a cada RIL derivada de retrocruza. Los números en el eje x corresponden a la numeración 

arbitraria que recibieron cada una de las líneas RIL. Aquí puede verse que los valores para P-

SME y para A-SME son muy similares. Consecuentemente, se utilizara SME para hablar de 

cualquiera de los dos caracteres ya que son prácticamente equivalentes. 

 

 En las figuras 1, 2 y 3 pueden observarse las medias de cada una de las líneas de 

cada retrocruza (RIL-D48 y RIL-SH2) para cada uno de los caracteres; las medias 

generales de cada RIL derivada de retrocruza pueden verse en la Tabla 2.  

 

Tabla 1. Valores fenotípicos medios para los paneles RIL-D48 y RIL-SH2 en todos los 

caracteres medidos (REV, REC y SME). Entre paréntesis están los correspondientes valores de 

error estándar de la media. Los estadísticos para las líneas RIL fueron computados promediando 

los valores medios de todas las RIL. 

 

 

Análisis estadísticos entre las líneas de cada RIL derivada de retrocruza para sexos 

separados 

 Los ANOVA realizados dentro de cada RIL derivada de retrocruza y cada sexo 

mostró resultados altamente significativos (P < 0.0001) para el factor aleatorio línea (L) 

excepto en REV-M, P-SME y A-SME en la RIL derivada de retrocruza RIL-D48 donde 

el factor línea fue estadísticamente no significativo (NS) y en REV-F de RIL-D48, P-

SME y A-SME de RIL-SH2 donde el factor línea no fue extremadamente significativo 
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(0.05 > P > 0.001) (Tabla 2). En consonancia con esto último, los valores de 

heredabilidad en sentido estricto (h2) son altos para REC en ambas RIL derivadas de 

retrocruzas (0.325 ≤ h2 ≤ 0.518) siendo mayores aún para REV en RIL-SH2 (0.624 ≤ h2 

≤ 0.646). Para REV-F de RIL-D48, P-SME y A-SME de RIL-SH2 donde el factor línea 

fue moderadamente significativo la h2 fue menor (0.122 ≤ h2 ≤ 0.168). Menor aún para 

aquellos que el factor línea dio resultados no significativos (0.058 ≤ h2 ≤ 0.074). Es 

importante recordar que la h2 tiene sentido solo para estas RIL derivadas de retrocruzas 

y para los ambientes donde se han realizado los experimentos no pudiendo extrapolarse 

estos resultados a otros ambientes u otras líneas. El coeficiente de varianza (CVL) 

expresa una relación entre la varianza explicada por diferencia entre las líneas y la 

media del caracter para cada RIL derivadas de retrocruza dentro de cada sexo. REC 

presenta resultados homogéneos para CVL en ambas RIL derivadas de retrocruzas y 

ambos sexos (17.83 ≤ CVL ≤ 23.45) no así REV (22.04 ≤ CVL ≤ 61.59) ni SME (13.93 

≤ CVL ≤ 36.05) que presentaron valores de CVL muy heterogéneos entre las RIL 

derivadas de retrocruzas y entre los sexos. 

 Por último se evaluó, dentro de cada RIL derivada de retrocruza, la correlación 

entre los distintos caracteres para cada uno de los sexos por separado. Si bien las 

estimas de correlación (r) variaron entre -0.353 y 0.350 ninguna de estas fueron 

significativamente distintas de cero. Esto nos indica que puede estar existiendo, para 

esta población, una única arquitectura genética para cada caracter independientemente 

(Tabla 2) 
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Tabla 2. Resultados del ANOVA para los caracteres REC, REV y SME entre las líneas RIL 

dentro de cada retrocruza y de cada sexo por separado; seguido se presentan los valores para la 

heredabilidad en sentido estricto (h2) y el coeficiente de variación (CVL). También se muestran 

los coeficientes de correlación (r) entre cada par evaluado, ninguno de estos pares fue 

estadísticamente significativo para la correlación. 

 

 

Análisis estadísticos para la interacción Genotipo-por-Sexo (GSI) 

 Para los caracteres REC y REV evaluamos la interacción entre genotipo y sexo. 

Cuatro ANOVA de modelo mixto (factor aleatorio línea (L); factor fijo sexo (S) y su 

interacción (L x S)) se realizaron separadamente para cada RIL derivada de retrocruza y 

cada caracter (Tabla 3). El efecto aleatorio línea resultó ser altamente significativo en 

todos los casos, explicando, en el caso de REC, un porcentaje de la varianza fenotípica 

total que varia entre 36.6% para RIL-D48 y 28.4% para RIL-SH2; en el caso de REV, 

los porcentajes presentan mayor dispersión, siendo 17.8% para RIL-D48 y 50.2% para 

RIL-SH2. El efecto fijo sexo fue solo significativo para el caracter REC en ambas RIL 

derivadas de retrocruzas, no así para el caracter REV (Tabla 3). 

 La interacción entre ambos factores (L x S) fue estadísticamente significativa 

para REC en RIL-D48 y más ampliamente significativa para REV en RIL-SH2. De la 

varianza fenotípica total, L x S explica porcentajes moderados y similares para REC 

(8% para RIL-D48 y 5.8% para RIL-SH2) y, nuevamente, una mayor dispersión para 

REV (0% para RIL-D48 y 13.3% para RIL-SH2) (Tabla 3) 

 Por último, evaluamos la correlación para cada caracter entre ambos sexos para 

cada retrocruza por separado. En todos los casos la estima de correlación fue 

estadísticamente significativa y están entre los siguientes valores (0.610 ≤ r ≤ 0.796) 

sugiriendo que la arquitectura genética de ambos sexos es similar para cada uno de los 

caracteres en ambas paneles de líneas RIL (Tabla 3) 
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Tabla 3. Resultados para el ANOVA en los caracteres REC y REV entre las líneas RIL dentro 

de cada retrocruza por separado. Entre paréntesis esta presentado: primero, el error estándar de 

la media, en los casos restantes, representa el porcentaje de varianza explicada por el factor 

aleatorio línea (VL) o por la interacción entre de este factor con el factor fijo sexo (VL×S) o el 

porcentaje de varianza explicada por el error dentro (VE). También se presentan los coeficientes 

de correlación (r) entre los sexos con sus respectivos valores de significación estadística para 

ambos caracteres en ambas RIL derivadas de retrocruzas. 

 

 

Mapeo de QTL 

 Utilizamos el mapeo de intervalo compuesto de QTL y obtuvimos los siguientes 

resultados (Tabla 4). Para REV se encontraron ocho QTL, seis de ellos en la retrocruza 

RIL-SH2 y los dos restantes en RIL-D48 (uno de ellos es marginalmente significativo). 

En RIL-D48 uno de los QTL se encontró para hembras (Cromosoma 1 (C1), QTL 

range: 16F3-F6) y otro para machos (Cromosoma 3 (C3), QTL range: 97F-99D). En 

RIL-SH2 los seis QTL se encontraron solo en hembras (1: Cromosoma 2 (C2), QTL 

range: 38E1-E9; 2: C2, QTL range: 50C-54B; 3: C2, QTL range: 56D-59A; 4: C3, QTL 

range: 73A-86E; 5: C3, QTL range: 86E-90B; 6: C3, QTL range: 97F-99D) (Tabla 4; 

Figura 4) 

 Para REC se encontraron tres QTL, todos ellos en RIL-D48, dos de ellos en 

hembras (1: C1, QTL range: 4F-10A; 2: C3, QTL range: 64D-66E) y un tercero en 

machos (C1, QTL range: 4F-10A) (Tabla 4; Figura 4) 

 

 

Figura 4. Grafico de los valores para la tasa de probabilidad (LR) en función de la posición del 

mapa (en cM) para el mapeo de intervalo compuesto para REV y REC (solo aquellos que 
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presentaron al menos un QTL) en D.melanogaster tanto para RIL-D48 como para RIL-SH2 en 

ambos sexos. Los umbrales de significación fueron determinados mediante 1000 permutaciones 

al azar (líneas horizontales). Los triángulos sobre el eje x corresponden a la posición de los 

marcadores moleculares utilizados en el mapeo de intervalo compuesto.  

 

 Para SME se encontraron siete QTL para P-SME y tres QTL para A-SME. 

Cinco QTL para P-SME se detectaron en RIL-D48 (1: C1, QTL range: 4F-10A; 2: C1, 

QTL range: 10A-12E; 3: C1, QTL range: 12E-16F; 4: C2, QTL range: 30A-34D; 5: C3, 

QTL range: 90E-95C), otros dos se detectaron en RIL-SH2 (1: C1, QTL range: 4F-7B; 

2: C1, QTL range: 10A-12E). Para A-SME, dos QTL fueron detectados en RIL-SH2 (1: 

C1, QTL range: 4F-7B; 2: C1, QTL range: 10A-12E) y uno más en RIL-D48 (C1, QTL 

range: 4F-7B) (Tabla 4, Figura 5) 

 

 

Figura 5. Grafico de los valores para la tasa de probabilidad (LR) en función de la posición del 

mapa (en cM) para el mapeo de intervalo compuesto para P-SME y A-SME (solo se presentan 

aquellos gráficos en los que se encuentre al menos un QTL) en D.melanogaster tanto para RIL-

D48 como para RIL-SH2. Los umbrales de significación fueron determinados mediante 1000 

permutaciones al azar (líneas horizontales). Los triángulos sobre el eje x corresponden a la 

posición de los marcadores moleculares utilizados en el mapeo de intervalo compuesto.  

 

 Solo un QTL solapó para ambos sexos en la misma RIL derivada de retrocruza y 

fue solo para REC (C1, QTL range: 4F-10A). Un QTL más solapo para los distintos 

sexos pero fueron los machos de RIL-D48 con las hembras de RIL-SH2 para REV (C3, 

QTL range: 97F-99D) (Tabla 4, Figura 4) 

 Entre ambas retrocruzas solapan dos QTL para P-SME, uno parcialmente y otro 

completamente (1: C1, QTL range: 4F-7B; 2: C1, QTL range: 10A-12E) y un QTL para 

A-SME (C1, QTL range: 4F-7B) (Tabla 4, Figura 5) 

 Entre REC y REV no solapan ningún QTL. Mientras que los tres QTL 

encontrados para A-SME se solapan con QTL encontrados para P-SME. Por último, se 
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encontró un único QTL (C1, QTL range: 4F-10A) que solapa entre caracteres, estos 

caracteres son REC de RIL-D48 (en ambos sexos) con P-SME de RIL-D48 (y 

parcialmente con P-SME de RIL-SH2 y A-SME de ambas retrocruzas) (Tabla 4, Figura 

4 y 5) 

 El solapamiento entre los QTL de distinto sexo sugiere una arquitectura genética 

similar, no idéntica, para ambos sexos en lo que respecta a REC y REV. Por otro lado, 

la falta de solapamiento entre los QTL de los distintos caracteres sugiere que la 

arquitectura genética sería independiente para cada uno de ellos. 
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Tabla 4. QTL para los tres caracteres medidos (REV, REC y SME) en cada sexo y en cada RIL 

derivada de retrocruza junto con su correspondiente efecto de aditividad (a), el porcentaje de 

variación fenotípica explicada (%Var) y los genes candidatos. 

 

 

Efectos de los QTL 

 Evaluamos los efectos epistáticos entre todos los posibles pares de marcadores 

usados en nuestro análisis para todos los caracteres medidos, y no detectamos ningún 

efecto epistático significativo (luego de la corrección para múltiples pruebas). Luego 

estimamos el efecto de la aditividad (a) para los picos de QTL identificados, también 

calculamos el porcentaje de variación fenotípica total (% Var) explicada por cada QTL 

(Tabla 4). Casi todos los QTL encontrados son específicos para cada caracter y para 

cada RIL derivada de retrocruza. Los porcentajes de variación fenotípica explicada para 

cada QTL muestran que una gran parte de los QTL que se encontraron en la RIL 

derivada de retrocruza RIL-D48 explican un porcentaje mayor que los QTL encontrados 

en RIL-SH2. En promedio, cada QTL encontrado en este mapeo, explica un 6.5% de la 

variación fenotípica del correspondiente caracter. 
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 Para el caso de REV, los QTL que explican los mayores porcentajes de variación 

fenotípica (16.8 % > % Var > 6.3%) muestran valores positivos de a, esto nos indica 

que el alelo proveniente de la línea parental SH2 incrementaría la resistencia a los 

vapores de etanol (REV); aquellos QTL que explican los pequeños porcentajes de 

variación fenotípica (1.3% > % Var > 0.2%) poseen tanto valores positivos como 

negativos de a. 

 Para REC, los únicos tres QTL encontrados, todos en las RIL-D48, explican 

valores moderados de variación fenotípica (8.2% > % Var > 5.1%), asimismo todos 

poseen valores negativos de a, consecuentemente con los valores medios de las RIL 

derivadas de retrocruzas (Tabla 1) donde el panel RIL-SH2 muestra valores menores 

que el panel RIL-D48. 

 Para SME, todos los QTL encontrados de mayor efecto (4.2% > % Var > 13.5%) 

poseen valores negativos de a, mientras que todos los QTL encontrados de menor efecto 

(1.7% > % Var > 0.9%) poseen valores positivos. Esto implica que los alelos 

provenientes de la línea parental SH2 estarían teniendo efectos negativos, a través de los 

QTL de mayor efecto, en el caracter SME. Este resultado, se condice con los valores 

medios que presentan las RIL derivadas de retrocruzas RIL-SH2 respecto de las RIL 

derivadas de retrocruzas RIL-D48 (Tabla 1). 

 

Discusión 

 

 A pesar de que las respectivas bases genéticas de la resistencia y la recuperación 

al etanol han sido ampliamente estudiadas, aún es poco lo que se conoce de la 

arquitectura genética de estos caracteres (Chakir et al. 1996; Fry 2003; Heberlein et al. 

2006). Con este estudio hemos tratado de ampliar los conocimientos sobre la 

arquitectura genética de los tres caracteres estudiados que están íntimamente 

relacionados con la exposición, la resistencia y la recuperación al etanol en Drosophila 

melanogaster. Nosotros estimamos parámetros de genética cuantitativa y con ellos 

hemos logrado localizar QTL que afectan la variación en los tiempos de recuperación en 

adultos y en la resistencia tanto en adultos como en larvas en una población de líneas 

RIL. Hemos encontrado varianza genética significativa para los tres caracteres 

estudiados entre las líneas utilizadas en el mapeo y nos fue posible detectar 13 QTL 

relacionados con la exposición al etanol. Se han encontrado QTL para distintas regiones 

en los tres cromosomas mayores de D.melanogaster, y estos han mostrado 
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relativamente poca colocalización entre los caracteres, sugiriendo que, si bien puede 

haber un mínimo solapamiento, estaríamos en presencia de arquitecturas genéticas 

independientes para cada caracter. Sin embargo, ambos sexos parecerían compartir una 

única arquitectura genética para REV y otra para REC siendo que para cada uno de los 

caracteres la superposición entre los QTL detectados para cada sexo es completa, de 

cualquier modo cabe destacar que solo un QTL se encontró para REV y otro para REC 

en machos, mientras que siete QTL para REV y dos para REC fueron encontrados en 

hembras. Los QTL detectados explican una porción variable según el caracter, la línea o 

el sexo de la varianza fenotípica total (8.2 – 31.7 %). Para casi todos los caracteres el 

porcentaje de varianza fenotípico explicado por los QTL resultó menor que las 

heredabilidades en sentido estricto calculadas (Tabla 2), pero REV-M y SME en D48 

presentaron valores de heredabilidad en sentido estricto menores que el porcentaje de 

variación fenotípica explicada por los QTL, consistente con esto, estos caracteres fueron 

los únicos que no mostraron efectos estadísticamente significativos cuando se evaluó 

mediante ANOVA el efecto de las líneas (VL). Esta situación nos fuerza a prestar 

particular atención a la posible debilidad de los QTL detectados para estos caracteres. 

La estima de lo efectos de aditividad para los QTL es consistente con la dirección de 

divergencia entre las medias de RIL-D48 y RIL-SH2 excepto por REV donde los 

efectos de aditividad muestran valores positivos para los QTL de mayor efecto mientras 

que RIL-SH2 presenta medias menores que RIL-D48 para ese caracter. 

 Este estudio es un primer paso para reconocer la arquitectura genética de estos 

caracteres relacionados con el etanol. A pesar de esto, nosotros no avanzamos más allá 

de este mapeo de QTL, queda pendiente poder realizar experimentos de 

complementación de deficiencias o mapeos de QTL de alta resolución para poder 

diseccionar más aún la arquitectura genética de estos caracteres (Anholt & Mackay 

2004). 

 Hemos identificado varios genes candidatos basados en el efecto de alguno de 

sus fenotipos mutantes o de la función molecular si esta estaba relacionada con el 

metabolismo del etanol (Tweedie et al. 2009). Algunos de estos genes candidatos están 

implicados directamente en procesos relacionados con el sistema nervioso. Por ejemplo, 

nob (4F-4F11), que mapeo para REC en la línea RIL-D48 y para SME en ambas 

retrocruzas. Si bien su función molecular es desconocida, nob es fundamental para la 

formación del complejo central del sistema nervioso de Drosophila (Fleischmann et al. 

1995). La mutación de este gen causa defectos estructurales en el complejo central del 
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sistema nervioso central de adultos y produce alteraciones al comportamiento en las 

larvas, algunos mutantes de nob muestran reducida su movilidad en medios con 

levadura (longitud de los trayectos de forrajeo más cortos que en las larvas no mutantes) 

cuando se los compara con controles (Varnam & Sokolowski 1995). También se vió 

que afecta el caminar en adultos (Strauss 2002). En este sentido, también hemos 

encontrado al gen cex (11A7-11B9) como posible candidato en QTL para SME en 

ambas retrocruzas. La mutación de este gen también produce defectos estructurales en 

el complejo central, alterando el comportamiento locomotor de las larvas (Varnam & 

Sokolowski 1995). Es más, el mutante cex1 mostró disminuida la capacidad de 

desarrollar tolerancia al etanol en trabajos previos (Scholz et al. 2000). 

 Otro gen candidato relacionado con el sistema nervioso es Tbh (7D2), este gen 

está involucrado en la actividad beta-monooxigenasa de la dopamina (Monastirioti et al. 

1996). Algunos fenotipos mutantes de Tbh presentan defectos en el comportamiento 

locomotor tanto en adultos como en larvas (Certel et al. 2007; Fox et al. 2006; Hardie et 

al. 2007). Inclusive, el mutante TβHnM18 presenta disminuida la capacidad de desarrollar 

tolerancia al etanol (Scholz et al. 2000). También relacionado al sistema nervioso y 

presente en el mismo QTL para SME encontramos el gen iav (6D3) asociado también a 

la octopamina al igual que Tbh (O'Dell 1993). La función molecular de iav se predice 

por estructura que estaría vinculada con la actividad de canal de calcio en membrana 

(Tweedie et al. 2009) y algunos mutantes de este gen presentan inconvenientes a la hora 

de desarrollar sensibilidad a la cocaína (McClung & Hirsh 1999), es necesario entender 

que existen vinculaciones fuertes entre los procesos relacionados con la repuesta a la 

cocaína y los procesos relacionados con la respuesta al etanol (Rothenfluh & Heberlein 

2002; Abarca et al. 2003). El último de los genes candidatos encontrado que esta 

vinculado directamente con el sistema nervioso es Sh (16F3-16F5). Este gen, que posee 

actividad de canal de cationes sensible al cambio de voltaje, tiene importantes efectos 

pleiotrópicos reconocidos, entre ellos se destaca la sensibilidad al éter en fenotipos 

mutantes (Sokolowski 2001). El gen Sh fue encontrado en solo un QTL para REV en 

hembras de RIL-D48 y son necesarios otros estudios para confirmar la importancia de 

este gen como candidato para la respuesta al etanol. 

 Muchos de los genes candidatos están relacionados con el metabolismo del 

cAMP. Por ejemplo, agn (11A8) que se encontró en la región de un QTL para SME en 

ambas retrocruzas. Algunos mutantes de este gen muestran dañado el metabolismo de 

cAMP y la actividad locomotora disminuida (Savvateeva et al. 1991), también 
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encontramos a Pka-R1 (banda 77E8) y AcCoAS (bandas 78C3-78C4) ambos 

involucrados en el metabolismo del cAMP pero con poca relación con la respuesta al 

etanol y encontrados solo para REV en hembras de RIL-SH2. De cualquier modo, 

encontramos dos genes candidatos más relacionados al metabolismo del cAMP y con 

importante influencia en la respuesta al etanol. Uno de estos es rut (banda 12F4), que 

posee actividad adenilato ciclasa y actividad adenilato ciclasa dependiente de calcio y 

calmodulina (Heisenberg 2003); algunos fenotipos mutantes presentan sensibilidad al 

etanol en adultos (Wolf et al. 2002), este gen fue localizado para un QTL de SME en la 

retrocruza RIL-D48 pero no para REC o REV que son los dos caracteres medidos en 

adultos. En este sentido es importante destacar el hecho que rut posee cantidad de 

efectos pleiotrópicos. El otro gen candidato relacionado con el cAMP es Pka-C1 (30C5) 

que también se encontró en un QTL para SME en RIL-D48, Pka-C1 cumple un rol 

fundamental en la cascada de cAMP en el corpora pedunculata del sistema nervioso de 

Drosophila mediando los procesos de aprendizaje y memoria (Skoulakis et al. 1993) y 

mutantes fenotípicos de este gen tienen incrementada la sensibilidad al etanol en adultos 

(Moore et al. 1998; Sokolowski 2001; Rothenfluh & Heberlein 2002). 

 Otro grupo de genes candidatos está relacionado con el metabolismo de 

carbohidratos. Particularmente, estos genes están involucrados en procesos como la 

glicólisis y el ciclo de Krebs. Uno de los caminos de desintoxicación metabólica del 

etanol tiene como intermediario al Acetil-CoA que juega un rol crucial en el ciclo de 

Krebs (Figura 6). Este es el porque este grupo de genes fue considerado de importancia 

para explicar la respuesta de caracteres relacionados con el etanol.  
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Figura 6. Ruta metabólica del etanol y su relación con procesos vinculados al metabolismo de 

carbohidratos. 

 

 Los genes candidatos relacionados a este proceso metabólico son: Mdh1 (31B1-

31F2) que esta localizado en un QTL detectado para SME en RIL-D48. Este gen es 

particularmente interesante debido a que recientemente (Eanes et al. 2009) se encontró 

que el fenotipo de un mutante para Mdh1 disminuía la tolerancia al etanol, este gen tiene 

actividad L-Malato deshidrogenasa, enzima importante en el ciclo de Krebs. También 

encontramos el gen CG7362 (88D2) que posee actividad piruvato quinasa y está 

involucrado en la glicólisis (Tweedie et al. 2009). Este gen está localizado dentro de la 

región de un QTL encontrado para REV en hembras de RIL-SH2. Otro gen vinculado a 

la glicólisis, pero de menor importancia para este estudio, y que colocaliza con QTL 

encontrados para REV en hembras de RIL-SH2 y para REV en machos de RIL-D48, es 

Pglym78 (98F12-98F13) que tiene actividad fosfoglicerato mutasa (Tweedie et al. 

2009). Finalmente, encontramos varios genes más que podrían ser candidatos para la 

respuesta al etanol y están vinculados a la glicólisis  – CG7311 (34D1); Pglym87 

(87B3); CG7998 (90F8-90F9); PyK (94A6); CG7069 (94A6); CG7059 (94A11) -. 
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 El Acetil-CoA es también un importante intermediario en la síntesis de lípidos 

(Figura 6) y es por eso que incluimos un par de genes candidatos para la respuesta al 

etanol que están vinculados con la síntesis de lípidos. El gen Fum (5C1-6C11), que 

posee actividad fumarato hidratasa esta relacionado con la repuesta al etanol en larvas 

(Geer et al. 1983) y esta localizado en un QTL para SME en ambas retrocruzas y 

también para REC en ambos sexos de la retrocruza RIL-D48. El gen Idh (66C8) 

localizado en el un QTL de REC para hembras de RIL-D48 esta involucrado en la 

atomización de lípidos así como el gen desat1 (87B10-87B11) que localiza con un QTL 

de REV en hembras de RIL-SH2 (Beller et al. 2006). 

 Otro grupo de genes candidatos está relacionado con genes del grupo de las 

proteínas de “Heat-shock” (HSP – “Heat shock proteins”) que intervienen en el acople 

con proteínas mal plegadas. A pesar de que parecería que las HSP tuviesen poca 

relación con la repuesta al etanol, las HSP están involucradas en la respuesta a muchos 

factores diferentes de estrés (Feder & Hofmann 1999). El gen Hsc70-5 (50E6), que esta 

en la región de un QTL para REV en hembras de RIL-SH2 y posee función de HSP 

(Tweedie et al. 2009) y también esta implicado en la atomización de lípidos (Beller et 

al. 2006). También encontramos varios genes candidatos en un mismo QTL (86E-90B) 

que pertenecen a la familia de HSP y están involucrados la respuesta al calor (Hsp70Aa, 

Hsp70Ab, Hsp70Ba, Hsp70Bb, Hsp70Bbb, Hsp70Bc). 

 El gen Clk (66A12), que localiza con un QTL para REC en hembras de RIL-

D48, es un muy interesante gen candidato debido a que esta involucrado en diferentes 

procesos. Este tiene un importantísimo rol en la regulación circadiana de la expresión de 

los distintos genes (Hung et al. 2007), también es necesario para la sensibilidad a la 

cocaína (Rothenfluh & Heberlein 2002) y tengamos presente la vinculación entre la 

respuesta a la cocaína y al etanol antes citada, lo que sugiere que la respuesta a las 

drogas puede estar bajo efectos de la regulación circadiana. Consistentemente con esto, 

cyc (76C6), también implicado en la regulación circadiana de la expresión génica, esta 

íntimamente ligado a Clk ya que ambos son los componentes de un complejo (Clk.cyc) 

que es parte del “reloj central” (Blau 2001). El gen cyc también esta involucrado en la 

respuesta a la cocaína (Rothenfluh & Heberlein 2002) y en la resistencia al hambre (Xu 

et al. 2008). Este gen colocaliza con un QTL para REV en hembras de RIL-SH2. 

Ambos genes (Clk y cyc) resultan muy interesantes debido a lo poco que se sabe de la 

relación entre el ritmo circadiano y la respuesta al etanol (Spanagel et al. 2004; 

Spanagel et al. 2005). 
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 Otro gen más, el InR (93E4-93E9), fue mapeado y reconocido dentro de un QTL 

para REC en machos de RIL-D48 y en otro para REC en hembras de RIL-SH2 que tiene 

relación con la respuesta a la cocaína (Willard et al. 2006) y que posee actividad de 

receptor de insulina (Petruzzelli et al. 1985). 

 Por último, encontramos un conjunto grande de genes candidatos que tienen 

vinculación con la respuesta al etanol confirmada en trabajos anteriores. Uno de ellos es 

el gen vap (14A5-14A6), este esta localizado dentro de un QTL para SME en RIL-D48. 

El gen vap esta implicado en el desarrollo del corpora pedunculata y fenotipos 

mutantes presentan mayor sensibilidad al etanol (Scholz et al. 2000). Otro gen 

candidato es hang (14C4) que localiza en el mismo QTL que vap y fenotipos mutantes 

tienen alteraciones en la respuesta corportamental frente al etanol (Scholz et al. 2005). 

Otro gen más que recientemente fue asociado a la respuesta corportamental al etanol 

(LaFerriere et al. 2008) localizado dentro de la región de un QTL para REV en hembras 

de RIL-SH2, es el gen elm (83B8). Este gen está aparentemente asociado con órganos 

olfativos. Relacionado con este último, encontramos un gen candidato, gk (75B11-

75B12) que también esta implicado en el comportamiento asociado a los órganos 

olfativos. Este gen localiza en el mismo QTL que elm, tiene importancia en el 

comportamiento olfativo de Drosophila, fenotipos mutantes resultaron más sensitivos al 

etanol que los individuos controles (Shiraiwa et al. 2000). Otro importante gen 

candidato es Egfr (57E9-57F1). Este gen localiza dentro de un QTL para REV en 

hembras de RIL-SH2, siendo que este último posee cantidad de efectos pleiotrópicos 

cabe destacar uno de estos efectos que esta vinculado con la respuesta comportamental 

frente al etanol (Corl et al. 2009). 

 Finalmente, encontramos dos genes candidatos más que poseen importantes 

roles dentro del metabolismo del etanol. El primero, Fdh (86C7), localiza en un QTL 

para REV en hembras de RIL-SH2, posee actividad alcohol deshidrogenasa y esta 

involucrada en el metabolismo del etanol y en la oxidación del mismo (Dánielsson et al. 

1994; Tweedie et al. 2009). El último gen candidato presentado es Aldh (30B1) que 

localiza en un QTL para SME en RIL-D48. Este gen posee actividad acetaldehído 

deshidrogenasa (Leal & Barbancho 1992), la función molecular de este gen es 

importante para la desintoxicación del etanol debido a que la enzima transforma 

acetaldehído en acetato en la ruta entre el etanol y el acetil-CoA (Fry & Saweikis 2006). 

Curiosamente, nosotros encontramos este gen en el mapeo para el caracter relacionado 
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con la etapa larvaria pero no en los caracteres medidos en adultos, este resultado es el 

opuesto al esperado según trabajos anteriores (Heinstra et al. 1989). 

 Para este estudio, nosotros hemos llevado a cabo un primer acercamiento al 

mapeo del genoma en búsqueda de QTL que influencien la respuesta al etanol en D. 

melanogaster. Nuestros resultados han entregado siete QTL para REV, dos para REC y 

cinco para SME en los tres cromosomas mayores. La mayoría de los QTL identificados 

exhiben efectos específicos para cada caracter, sugiriendo que pese a que encontramos 

en la bibliografía respuestas fisiológicas compartidas en la respuesta al etanol para 

diferentes caracteres, la resistencia al etanol (REV), la recuperación al etanol (REC) y la 

tolerancia al etanol en larvas (SME) presentados en este estudio poseen una arquitectura 

genética única para cada uno de los caracteres. Sin bien nosotros identificamos catorce 

QTL en este estudio, debemos reconocer que los QTL identificados en esta población de 

mapeo seguramente representen una porción de todos los loci implicado en la respuesta 

al etanol. Inclusive, las RIL utilizadas en este estudio fueron elegidas por razones 

prácticas, siendo que los genotipos de los marcadores moleculares habían sido 

previamente determinados y otros caracteres relacionados con la tolerancia térmica 

habían sido medidos. Futuros análisis deben llevarse a cabo en base a poblaciones con 

alta divergencia natural derivada de fenotipos extremos para mayor y menor 

sensibilidad al etanol. Por último, deberíamos realizar un mapeo de fina escala para los 

QTL encontrados que permitan diseccionar cada uno de ellos. 
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CAPITULO IV 

 

“Correlación entre la resistencia al frío y la respuesta al etanol utilizando 

los resultados obtenidos en los mapeos de QTL para la recuperación al 

coma por enfriamiento y para la recuperación al coma por etanol, la 

resistencia a los vapores de etanol y la tolerancia al etanol en larvas, en 

líneas RIL de Drosophila melanogaster” 

 

(Aclaración: Cuando en este capítulo figure la primera persona del plural, estará 

haciendo referencia a la Lic. Raquel Defays y al autor de esta tesis) 

 

Resumen 

 

 En los capítulos anteriores hemos intentado avanzar en el conocimiento de las 

arquitecturas genéticas de los caracteres en las líneas RIL de Drosophila melanogaster 

que utilizamos para los experimentos. Hemos trabajado independientemente el mapeo 

para la recuperación al coma por enfriamiento (“Chill-coma recovery” –CCR-) respecto 

de los caracteres asociados al etanol, recuperación al coma por etanol (“Recovery to 

ethanol coma” –REC-), resistencia a los vapores de etanol (“resistance to ethanol 

vapor” –REV-) y tolerancia al etanol en larvas (“Survivance in medium with ethanol” –

SME-). En este capitulo intentaremos desentrañar la relación existente entre la 

resistencia al frío y la respuesta al etanol. La relación entre las altas latitudes y el mayor 

consumo de etanol en humanos registra antecedentes históricos, pero no solo en 

humanos se encuentra esta relación que bien podría tener un origen sociológico tanto 

más que genético, sino que también en Drosophila se han descrito clinas altitudinales en 

relación al aumento de la resistencia al etanol. Nosotros evaluamos las posibles 

correlaciones entre los fenotipos de las distintas líneas en las dos RIL derivadas de 

retrocruzas utilizadas. Así como no se han presentado correlaciones significativas entre 

los caracteres relacionados con la respuesta al etanol tampoco se encontró ninguna 

correlación significativa entre la resistencia al frío y ninguno de los caracteres medidos 

para la tolerancia al etanol. Curiosamente todos los caracteres evaluados (excepto SME 

porque no pudo ser medidos para los sexos por separados) presentaron correlación 
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positiva significativa entre los sexos. Esto nos lleva a pensar que los caracteres 

presentan arquitecturas genéticas independientes, si bien cada caracter comparte una 

única arquitectura genética entre los sexos. También evaluamos la superposición de 

QTL para los mapeos de los caracteres. Encontramos muy poca superposición, siendo 

que de los tres QTL encontrados para CCR solo dos colocalizan con QTL relacionados 

con la respuesta al etanol, y este vínculo es sumamente débil. Este resultado junto con el 

obtenido en las correlaciones nos lleva a pensar que en esta población de RIL la 

respuesta al frío y la respuesta al etanol se producen independientemente en lo que 

respecta a la arquitectura genética. 

 

Introducción 

 

 El etanol es un estresor ambiental para las especies de Drosophila presente en 

las frutas en descomposición, y las adaptaciones que posean para la utilización o 

desintoxicación de esta sustancia puede permitir la expansión del nicho, inclusive en 

D.melanogaster (McKenzie & McKechnie 1979). La tolerancia al etanol covaria de 

forma positiva con la latitud en D.melanogaster en los distintos continentes (David et 

al. 1986). Mientras estas clinas parecen estar claramente sostenidas debido a la 

selección natural (Berry & Kreitman 1993), los mecanismos ecológicos, fisiológicos y 

genéticos que subyacen siguen sin ser del todo claros. Si bien se ha hecho hincapié en 

que las clinas de tolerancia al etanol podrían estar íntimamente asociadas a clinas en las 

frecuencias poblacionales de los alelos de mayor actividad de la enzima alcohol 

deshidrogenasa (Adh) (Berry & Kreitman 1993; David et al. 1986) no esta claro que los 

cambios adaptativos relacionados a la tolerancia al alcohol se manifiesten siempre como 

un cambio genotípico en el locus de Adh o loci relacionados a esta enzima. Así como 

encontramos trabajos de selección que vinculan el aumento de la tolerancia al etanol 

con el aumento del alelo de mayor actividad de Adh (Chakir et al. 1996), en otros casos, 

la adaptación a distintos ambientes con etanol no presentan efectos consistentes sobre 

las frecuencias de los alelos de Adh (Gibson et al. 1979). La falta de consistencia en la 

respuesta a la selección sugiere que el “background” o fondo genético puede alterar la 

relación entre los alelos de Adh y la tolerancia al etanol, haciendo la interpretación de 

esta última un asunto mucho más complejo que excede la explicación mediante la 

influencia de un único gen dando lugar a interpretaciones más sistémicas del genoma 

que llevan a pensarlo como un todo y su relación con el ambiente para poder explicar 
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respuestas de resistencia que involucran cantidad de sistemas y órganos. La 

supervivencia a un estrés producido por una toxina requiere de un complejo proceso 

fisiológico, del cual el metabolismo de la toxina es solo uno de los componentes. Por 

ejemplo, la fluidez de la membrana celular y la composición de fosfolípidos pueden 

estar potencialmente relacionadas con la tolerancia al etanol (Montooth et al. 2006). El 

etanol se inserta en la membrana bi lipídica, aumenta su fluidez e modifica la función de 

las proteínas transmembrana (Geer et al. 1993). El etanol también modifica la 

composición de la membrana lipídica en mamíferos como en moscas a través de la 

interacción con la señalización de enzimas vinculadas con lípidos, fosfolipasa C y D por 

ejemplo (Baker & Kramer 1999). Los cambios adaptativos que aumentan el orden de la 

membrana o median en la interacción con la señalización de lípidos pueden ser otro de 

los tantos mecanismos que podemos encontrar alterando los efectos tóxicos del etanol. 

 Este último caso tiene particular importancia para nosotros, ya que los 

organismos ectotérmicos regulan la fluidez de su membrana en respuesta a los cambios 

de temperatura que se producen en el ambiente, y esta adaptación es comúnmente 

llevada acabo por alteraciones en la composición de lípidos de la membrana 

(Hochachka & Somero 2002). Las membranas celulares de Drosophila están 

compuestas por principalmente por fosfatidílcolina y fosfatidiletanolámina (Jones et al. 

1992). Cuando los niveles de fosfatidiletanolámina están bajos, las proteínas de 

asociación (“binding” ) con elementos regulatorios esteroides de Drosophila  (dSREBP) 

aumentan la trascripción de genes involucrados en la síntesis de ácidos grasos y de 

fosfatidiletanolámina, incluyendo AcCoAS (Dobrosotskaya et al. 2002; Rawson 2003). 

De aquí que es posible presumir que el control de trascripción de AcCoAS resulte 

esencial para la síntesis de ácidos grasos. Este complejo mecanismo someramente 

explicado aquí nos sirve para ejemplificar a nivel fisiológico la interacción entre la 

tolerancia al etanol y la tolerancia al frío. Veamos, la regulación de la síntesis de ácidos 

grasos puede estar actuando simultáneamente sobre la tolerancia al etanol como 

resultado del rol dual que estaría cumpliendo AcCoAS debido a su participación en el 

catabolismo del etanol (Figura 1). 
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Figura 1. Sistemas de genes/enzimas que explican someramente el metabolismo del etanol y las 

rutas de señalización de derivados de lípidos, mediante los efectos regulatorios de dSREBP. Las 

dos líneas curvas representan los límites de la membrana plasmática. AcCoAS, acetil-CoA 

sintetasa; ADH, alcohol deshidrogenasa; ALDH, acetaldehído deshidrogenasa; DAG, 

diacilglicerol; PC, fosfatidilcolina; PE, fosfatidiletanolamina; PEth, fosfatidiletanol; PLD, 

fosfolipasa D (El gráfico y la explicación del proceso en Montooth et al. 2006) 

 

 La tolerancia al etanol puede estar influenciada por la ruta fisiológica que lleva a 

la modificación del estado lipídico de la membrana. La dependencia térmica de la 

fluidez de la membrana en ectodermos puede hacer que mediante la importancia de esta 

ruta fisiológica, genes candidatos para la tolerancia al etanol modifiquen su frecuencia 

manteniendo clinas de tolerancia al etanol o escondiendo posibles genes candidatos, 

debido a los efectos pleiotrópicos de muchos de los genes. Aquí queda claro que la 

complejidad de los caracteres de origen cuantitativo no puede reducirse a un análisis 

atomizado, ni limitarse a explicaciones reduccionistas sino que solo a través de estudios 

diversos podremos comprender mejor la dinámica de interacciones entre caracteres de 

herencia cuantitativa. 

 Para este capitulo hemos intentado por un lado, establecer la relación de los 

fenotipos de las distintas líneas RIL utilizadas en los capítulos anteriores para el caracter 

de tolerancia al frío con los tres caracteres de tolerancia al etanol; en segundo lugar, 

comprobamos si existía y, en el caso de ser así, cual era la relación entre los mapeos de 

QTL, analizando que genes candidatos se encontraban presente en aquellos QTL 

compartidos y que posible explicación encontrábamos a este fenómeno. 
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Objetivos: 

• Evaluar la posible correlación y superposición en las arquitecturas genéticas 

entre los tres diferentes caracteres de respuesta al etanol y CCR como 

respuesta al frío. 

 

Materiales y métodos 

 

Líneas endocriadas recombinantes (RIL) y mapeo de QTL 

 Las líneas RIL utilizadas fueron las mismas que en los capítulos II y III, así 

como los mapeos de QTL son los que se describen en los capítulos anteriores. Para ver 

detalles de la construcción de las líneas y de las condiciones del mapeo ver materiales y 

métodos de cualquiera de los dos capítulos anteriores. Para ver los fenotipos de las 

líneas y los resultados del mapeo véase resultados de ambos capítulos previos. 

 Para evaluar la superposición de las distintos mapeos tomamos en cuenta las 

regiones citológicas determinadas en cada mapeo para los distintos QTL y evaluamos 

cuales de ellas eran solapantes entre CCR y cualquiera de los otros tres caracteres 

(Tabla 3) 

 

Medición de los caracteres 

 Para este capitulo se tomaron los datos obtenidos para los caracteres: 

recuperación al coma por enfriamiento (CCR), para ver el detalle de cómo se midió ver 

materiales y métodos del capitulo II; resistencia al vapor de etanol (REV), recuperación 

al coma por etanol (REC) y tolerancia al etanol en larvas (SME) para la descripción 

detallada de los métodos utilizado para las distintas mediciones véase materiales y 

métodos del capitulo III. 

 

Análisis estadístico 

 Para evaluar la relación entre CCR y los tres caracteres relacionados con la 

tolerancia al etanol utilizamos el software Statistica 6.0. Realizamos matrices de 

correlaciones entre todos los distintos caracteres separando cada uno de los sexos y para 

cada RIL derivada de retrocruza por separado (RIL-D48 y RIL-SH2) (Ver los resultados 

en Tabla 1 y 2). Luego presentamos los gráficos de correlación para cada uno de los tres 

caracteres relacionados con el etanol (REV, REC y SME) vs CCR para cada sexo y para 

cada retrocruza. 
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Resultados 

 

 Se evaluó, dentro de cada RIL derivada de retrocruza, la correlación entre los 

distintos caracteres para cada uno de los sexos por separado, así como la correlación 

entre todas las posibles combinaciones entre caracteres y sexos. Si bien, las estimas de 

correlación (r) para el caso en el que se evaluaron los distintos caracteres dentro del 

mismo sexo, variaron entre -0.353 y 0.350, ninguna de estas fueron significativamente 

distintas de cero. Esto nos indica que puede estar existiendo, para esta población, una 

única arquitectura genética para cada caracter independientemente (Tabla 1 y 2; Figura 

2 y 3) 

 

Tabla 1. Se presentan los resultados de las pruebas de correlación entre todos los caracteres 

para cada sexo en RIL-D48. Los valores para machos están bajo el símbolo M, los valores de 

hembras bajo el símbolo F y SME solo se evaluó en pupas (P) debido a que los resultados para 

adultos (SME A) son casi idénticos. En cada casilla esta arriba el valor de r, donde puede 

apreciarse el signo de la correlación y debajo el valor de p que nos dice si la correlación es o no 

estadísticamente significativa. 
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Tabla 2. Se presentan los resultados de las pruebas de correlación entre todos los caracteres 

para cada sexo en RIL-SH2. Los valores para machos están bajo el símbolo M, los valores de 

hembras bajo el símbolo F y SME solo se evaluó en pupas (P) debido a que los resultados para 

adultos (SME A) son casi idénticos. En cada casilla esta arriba el valor de r, donde puede 

apreciarse el signo de la correlación y debajo el valor de p que nos dice si la correlación es o no 

estadísticamente significativa. 

 

 

 También evaluamos la correlación para cada caracter entre ambos sexos para 

cada retrocruza por separado. En todos los casos la estima de la correlación fue 

estadísticamente significativa, con un rango de valores entre 0.610 ≤ r ≤ 0.850, 

sugiriendo que la arquitectura genética de ambos sexos es generalmente similar para 

cada uno de los caracteres en ambas RIL derivadas de retrocruzas (Tabla 1 y 2) 
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Figura 2. Gráficos de correlación para cada uno de los caracteres relacionados a la tolerancia 

con el etanol (REC, REV y SME) versus CCR en cada sexo por separado solo para la retrocruza 

RIL-D48. 

 

Figura 3. Gráficos de correlación para cada uno de los caracteres relacionados a la tolerancia 

con el etanol (REC, REV y SME) versus CCR en cada sexo por separado solo para la retrocruza 

RIL-SH2. 

 

 Por último evaluamos la superposición (o colocalización) de QTL entre el 

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

superposiciones con otros caracteres.  

 

Tabla 3. QTL para los tres caracteres medidos (REV, REC y SME) en cada sexo y en cada RIL 

derivada de retrocruza, seguido están los QTL para CCR. Todos ellos junto con su 

correspondiente efecto de aditividad (a) y el porcentaje de variación fenotípica explicada 

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

caracter. 

 

 

 La superposición A, que se produce con dos QTL detectados para REV en 

hembras de RIL-SH2 (considerar que todos los QTL detectados lo fueron justamente en 

hembras de RIL-SH2), es un único QTL de CCR que posee efecto de aditividad 
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negativo, o sea que el alelo SH2 aumenta la velocidad de recuperación al frío, mientras 

que se superpone con dos QTL de REV uno con aditividad negativa y otro con 

aditividad positiva, ambos explican muy poco de la variación fenotípica total (0.2 y 

0.5%) mientras que el QTL de CCR explica el 35% de la variación fenotípica. Esto nos 

lleva a pensar en lo espurio de este vínculo. La otra superposición, simbolizada como B, 

se produce entre un QTL de CCR que posee efecto de aditividad positivo (menor 

velocidad de recuperación explicado por el alelo de SH2) que explica el 11% de la 

variación fenotípica con un QTL de SME P de RIL-D48 que explica el 6.1% de la 

variación fenotípica y que posee efecto de aditividad negativa, siendo que en este caso 

tanto el efecto de aditividad como la variación explicada en ambos QTL resultan ser 

bastante similares (recordar que la aditividad para CCR resulta en el mejoramiento de la 

respuesta al caracter cuando el valor de aditividad es negativo) 

 

Discusión 

 

 Ambos mapeos de QTL, tanto para la resistencia al frío como para los caracteres 

vinculados con la tolerancia al etanol, entregaron resultaron sumamente interesantes, 

siendo que en ambos estudios pudieron evaluarse las respuestas fenotípicas, mostrando 

para todos los casos variabilidad presente en las líneas evaluadas. Cada uno de los 

caracteres por separados permitió un análisis de mapeo de QTL detallado, para todos los 

caracteres estudiados hemos encontrado, al menos, tres QTL y varios genes candidatos 

vinculados en cada uno de ellos. Hemos podido avanzar en conclusiones respecto a la 

arquitectura genética de cada caracter entendiendo que, según nuestros resultados, existe 

una arquitectura genética compartida entre los sexos en todos los caracteres evaluados. 

También nos hemos visto sorprendidos al no encontrar correlaciones significativas entre 

los tres caracteres estudiados para la resistencia al etanol. Esto nos llevó a pensar que 

los mecanismos implicados en la resistencia a la exposición de vapores de etanol 

involucran procesos fisiológicos distintos a los que están implicados en la 

desintoxicación que permite la recuperación al coma por exposición al etanol. Por 

último, la falta de correlación de estos dos caracteres antedichos con la tolerancia al 

etanol en larvas puede verse explicada por la ya consabida poca relación entre los genes 

activos en el período larvario y los activos en el período adulto (Fry & Saweikis 2006), 

si bien podemos en todos los casos encontrar la superposición de algunos QTL entre 

distintos caracteres (Ver capitulo III). 
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 Para este capitulo nos propusimos evaluar en las líneas RIL de D. melanogaster 

utilizadas en los capítulos anteriores, la relación entre la resistencia al frío y los 

caracteres vinculados al etanol, siendo esta relación anteriormente registrada por otros 

autores en otras poblaciones y en otros organismos (Alkana et al. 1987; Phillips 2006; 

Montooth et al. 2006). 

 Curiosamente, no encontramos ninguna respuesta correlacionada entre ninguno 

de los caracteres mapeados en respuesta al etanol con el caracter mapeado en respuesta 

al frío. Este resultado no conduce a interpretaciones confusas ya que se puede apreciar 

la falta de correlación entre los distintos caracteres con mucha claridad (Figura 2 y 3). 

Más aún, la falta de superposición de QTL, y lo espurio de la relación de una de las dos 

superposiciones encontradas, nos lleva a pensar en una total independencia de las 

arquitecturas genéticas de estos dos caracteres. Tenemos que tener presente que los 

caracteres aquí estudiados son caracteres complejos y en general de resitencia, que 

implica una labor compleja para poder explicar la base genética de los mismos (Mackay 

& Anholt 2006; Anholt & Mackay 2004). Muchos de los genes candidatos encontrados 

en los distintos caracteres poseen efectos pleiotrópicos que complejizan la interpretación 

de los resultados. Muchos de estos están implicados en procesos fisiológicos 

sumamente amplios que afectan mucho más que el caracter evaluado (Glicólisis, síntesis 

de lípidos, cAMP, etc.) 

 Lo que nosotros hemos encontrado en esta población, recordemos la importancia 

de resaltar que los resultados solo sirven en el contexto de esta población y para los 

caracteres medidos en las condiciones ambientales en que se efectuaron las mediciones, 

es una independencia de arquitecturas genéticas que pueden deberse al origen selectivo 

de la población, siendo las líneas RIL derivadas de líneas de selección para la alta 

temperatura. Si bien, esta documentada la relación entre el frío y la resistencia al etanol 

el vinculo entre ambos no parece ser consistente para cualquier población (Crabbe et al. 

1994; Crawshaw et al. 2001). Más aún, la complejidad de la respuesta genética para los 

caracteres de estrés relacionados con el etanol es tal que involucra distintos procesos 

fisiológicos según como se mida la respuesta (Berger et al. 2004; Fry 2001; Berger et 

al. 2008) 

 Este estudio permite avanzar sobre la respuesta correlacionada entre la 

resistencia al frío y al etanol, dejando en claro la necesidad que existe de avanzar con 

más estudios sobre otras poblaciones que posean distintos orígenes y que permitan 

evaluar en otros genomás cual es el vinculo entre estos caracteres. Mientras estos 
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estudios no se lleven a cabo la información que poseemos nos permite decir que el 

vínculo que existe es dependiente de la población de origen utilizada y de los métodos 

de medición con los que se evaluaron los diferentes estreses. 
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CONCLUSION 

 

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

botella de escocés” Pappo Napolitano 

 

(Aclaración: Cuando en este capítulo figure la primera persona del plural, en lo 

referido a la recuperación del coma por etanol, estará haciendo referencia a la Lic. 

Raquel Defays y al autor de esta tesis) 

 

 En este apartado intentaremos arribar a un conjunto de conclusiones generales 

respecto del trabajo en su totalidad. Así como planteamos en la introducción general, el 

análisis  genético para caracteres cuantitativos es sumamente complejo y tiene distintas 

formas de ser abordado. En nuestro caso realizamos un estudio clásico de selección 

artificial en Drosophila buzzatii, con la innovación respecto a los estudios anteriores en 

resistencia al frío de haber podido seleccionar tanto para mayor resistencia como para 

menor resistencia respecto al control. Este estudio nos permitió también corroborar la 

posible existencia de correlaciones entre el régimen selectivo y otros caracteres, tanto de 

historia de vida como de resistencia a diferentes tipos de estrés. Avanzamos en el 

análisis para dos caracteres cuantitativos, uno es el caracter seleccionado, la 

recuperación al frío, el otro es la respuesta al etanol. Para estudiar estos dos caracteres 

es que decidimos, a partir de la disponibilidad en el laboratorio de líneas RIL en 

Drosophila melanogaster, realizar estudios de QTL para el caracter seleccionado en D. 

buzzatii, recuperación desde el coma por enfriamiento, y para diferentes caracteres 

relacionados con la respuesta al etanol (resistencia en adultos y en larvas y la 

recuperación en adultos). 

 En lo siguiente intentaremos resumir las conclusiones más importantes de cada 

capitulo para cerrar la tesis con un conjunto de conclusiones generales. 

 En primer lugar, del capitulo primero, podemos decir que la recuperación al 

coma por enfriamiento (CCR) respondió significativamente a la selección artificial. 

Estos resultados, en principio, indican que CCR es un caracter heredable en Drosophila 

buzzatii, como recientemente se evidenció en otras especies de Drosophila (Anderson et 

al. 2005; Mori & Kimura 2008). El patrón asimétrico de respuesta que encontramos en 

las distintas generaciones evaluadas también fue encontrado en D.melanogaster (Mori 
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& Kimura 2008) y permite suponer que o bien la población base se encontraba 

parcialmente adaptada al frío o bien CCR es un caracter bajo la presión de la selección 

natural sin fuertes “trade-offs” entre caracteres (Mori & Kimura 2008; Anderson et al. 

2005). Drosophila buzzatii es una especie expuesta a bajas temperaturas durante el 

invierno el sitio de origen de la población base (Sorensen et al. 2005; Norry et al. 2006). 

La inversión del patrón respecto de la respuesta se puede explicar debido a la 

acumulación de mutaciones y el efecto de la deriva producto de la numerosa cantidad de 

generaciones que pasaron hasta retomar el trabajo con estas líneas selectivas (Falconer 

& Mackay 1996). 

 La selección para CCR en este estudio con D.buzzatii no tuvo ningún impacto en 

la resistencia al calor, lo que no solo es consistente con estudios de selección en 

D.melanogaster (Anderson et al. 2005; Mori & Kimura 2008) sino también con la 

ausencia de clinas altitudinales opuestas para la resistencia a la baja y alta temperatura 

estudiadas recientemente en D.buzzatii (Sorensen et al. 2005). Este patrón consistente 

entre distintas especies de Drosophila para la respuesta a la selección y la correlación 

sustentan aún más la hipótesis de que los limites para la resistencia a la baja temperatura 

pueden evolucionar incrementando esta resistencia independientemente de los limites 

para la resistencia a las altas temperaturas (Anderson et al. 2005). 

 Nosotros no encontramos evidencias de “trade-offs” genéticos entre CCR y otros 

caracteres como ser el tiempo de desarrollo, tamaño corporal y resistencia al hambre. 

 Sin embargo, encontramos evidencias de una posible correlación genética entre 

el régimen selectivo para CCR y la resistencia a los vapores de etanol. Es en este 

contexto que podemos decir que para nuestra población de D.buzzatii incrementar 

significativamente la respuesta al frío mediante la selección artificial de CCR acarrea el 

incremento a la tolerancia a los vapores de etanol. Esta correlación tiene antecedentes 

anteriores en D.melanogaster y suele ser de sumo interés para estudios con roedores 

(Alkana et al. 1987; Phillips 2006). Finalmente, esta correlación puede estar explicada 

por la importancia del metabolismo de lípidos tanto para la resistencia al frío como para 

la resistencia al etanol (Grieve et al. 1979; Heberlein et al. 2006; Ohtsu et al. 1998). 

 Por otro lado, Se decidió avanzar con el mapeo de QTL para la resistencia al frío 

que nos permitiría conocer regiones del genoma de D.melanogaster que estuvieran 

implicadas en la recuperación al frío. 

 Para la recuperación al coma por enfriamiento, hemos encontrado QTL de gran 

efecto en ambos cromosomas mayores autosómicos pero no en el cromosoma X. 
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 A pesar que el poder estadístico en este estudio fue limitado debido a la escasa 

densidad de marcadores y al bajo número de RIL, nuevos QTL fueron encontrados para 

el caracter. Un mapeo de fina escala permitiría identificar mejor aquellos genes que 

presentan variabilidad e importancia para el caracter en estudio. 

 En dos de los QTL encontrados en este estudio para CCR (QTL1 y QTL2) 

colocalizaron con regiones de QTL de trabajos previos (Morgan & Mackay 2006). La 

segregación transgresiva resulta, típicamente, de la recombinación entre las líneas 

parentales que poseen dos QTL con efectos antagónicos para un caracter; es importante 

que destaquemos el origen de estas líneas, donde ninguna de las dos, ni SH2 ni D48 

fueron seleccionadas para la recuperación al frío sino para la resistencia al calor. 

 La línea D48 utilizada en este estudio derivó de una población más adaptada al 

frió, la población salvaje proveniente de Dinamarca pero los alelos respectivos de esta 

línea reducen la velocidad de recuperación en dos de los tres QTL (QTL1 y QTL3) 

cuando se los compara con los alelos de SH2. La hibridización intercontinental de las 

líneas utilizadas en este estudio puede ser el factor que haya generado los fenotipos 

extremos vistos en algunas líneas RIL. 

 Habiendo encontrado QTL para la recuperación al frío avanzamos en el mapeo 

de QTL para la respuesta al etanol, medimos el caracter que correlacionó en D.buzzatii, 

así como dos caracteres más relacionados con la respuesta al etanol para abarcar 

distintos aspectos de la este caracter. 

 Nosotros estimamos parámetros de genética cuantitativa y con ellos hemos 

logrado localizar QTL que afectan la variación en los tiempos de recuperación en 

adultos y en la resistencia tanto en adultos como en larvas en una población de líneas 

RIL. Hemos encontrado varianza genética significativa para todos los tres caracteres 

estudiados entre las líneas utilizadas en el mapeo y nos fue posible detectar 13 QTL 

relacionados con la exposición al etanol. Se han encontrado QTL para distintas regiones 

en los tres cromosomas mayores de D.melanogaster, y estos han mostrado 

relativamente poca colocalización entre los caracteres, sugiriendo que, si bien puede 

haber un mínimo solapamiento, estaríamos en presencia de arquitecturas genéticas 

independientes para cada caracter. Sin embargo, ambos sexos parecerían compartir una 

única arquitectura genética para REV y otra para REC siendo que para cada uno de los 

caracteres la superposición entre los QTL detectados para cada sexo es completa. 

 La estima de lo efectos de aditividad para los QTL es consistente con la 

dirección de divergencia entre las medias de RIL-D48 y RIL-SH2 excepto por REV 
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donde los efectos de aditividad muestran valores positivos para los QTL de mayor 

efecto mientras que RIL-SH2 presenta medias menores que RIL-D48 para ese caracter. 

 Este estudio es un primer paso para reconocer la arquitectura genética de estos 

caracteres relacionados con el etanol. A pesar de esto, nosotros no avanzamos más allá 

de este mapeo de QTL, queda pendiente poder realizar experimentos de 

complementación de deficiencias o mapeos de QTL de alta resolución para poder 

diseccionar más aún la arquitectura genética de estos caracteres (Anholt & Mackay 

2004). 

 Hemos identificado varios genes candidatos en la base de datos, basados en el 

efecto de alguno de sus fenotipos mutantes o de la función molecular si esta estaba 

relacionada con el metabolismo del etanol (FlyBase et al. 2004). 

 Algunos de estos genes candidatos están implicados directamente en procesos 

relacionados con el sistema nervioso (nob (4F-4F11), cex (11A7-11B9), Tbh (7D2), 

etc.). Muchos de los genes candidatos están relacionados con el metabolismo del cAMP 

(agn (11A8), Pka-R1 (77E8), AcCoAS (78C3-78C4), rut (12F4), etc.). Otro grupo de 

genes candidatos están relacionados con el metabolismo de carbohidratos. 

Particularmente, estos genes están involucrados en procesos como la glicólisis y el ciclo 

de Krebs. Uno de los caminos de desintoxicación metabólica del etanol tiene como 

intermediario al Acetil-CoA que juega un rol crucial en el ciclo de Krebs. Este es el por 

qué este grupo de genes fue considerado de importancia para explicar la respuesta de 

caracteres relacionados con el etanol (Mdh1 (31B1-31F2), Pglym78 (98F12-98F13), 

etc.). El Acetil-CoA es también un importante intermediario en la síntesis de lípidos es 

por eso que incluimos un par de genes candidatos para la respuesta al etanol que están 

vinculados con la síntesis de lípidos (Fum (5C1-6C11), Idh (66C8), desat1 (87B10-

87B11)). Otro grupo de genes candidatos están relacionados con genes del grupo de las 

proteínas de “Heat-shock” (Hsp – “Heat shock proteins”) que intervienen en el acople 

con proteínas mal plegadas. A pesar de que parecería que las Hsp tuviesen poca relación 

con la repuesta al etanol, las Hsp están involucradas en la respuesta a muchos factores 

diferentes de estrés (Feder & Hofmann 1999). Algunos genes con rol en la regulación 

circadiana de la expresión de los distintos genes y relacionados con la respuesta a la 

cocaína (Clk (66A12), cyc (76C6)). Ambos genes (Clk y cyc) resultan muy interesantes 

debido a lo poco que se sabe de la relación entre el ritmo circadiano y la respuesta al 

etanol (Spanagel et al. 2005; Spanagel et al. 2004). Otro gen, el InR (93E4-93E9), fue 

mapeado que tiene relación con la respuesta a la cocaína (Willard et al. 2006) y que 
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posee actividad de receptor de insulina (Petruzzelli et al. 1985). Por último, encontré un 

conjunto grande de genes candidatos que tienen vinculación con la respuesta al etanol 

confirmada en trabajos anteriores (vap (14A5-14A6), hang (14C4), elm (83B8), gk 

(75B11-75B12), Egfr (57E9-57F1)). Finalmente, encontramos dos genes candidatos 

más que poseen importantes roles dentro del metabolismo del etanol. El primero, Fdh 

(86C7), posee actividad alcohol deshidrogenasa y esta involucrada en el metabolismo 

del etanol y en la oxidación del mismo (Danielsson et al. 1994; FlyBase et al. 2004). El 

otro es Aldh (30B1), posee actividad acetaldehído deshidrogenasa (Leal & Barbancho 

1992), la función molecular de este gen es importante para la desintoxicación del etanol 

debido a que la enzima transforma acetaldehído en acetato en la ruta entre el etanol y el 

acetil-CoA (Fry & Saweikis 2006). Curiosamente, nosotros encontramos este gen en el 

mapeo para el caracter relacionado con la etapa larvaria pero no en los caracteres 

medidos en adultos, este resultado es el opuesto al esperado según trabajos anteriores 

(Heinstra et al. 1989). 

 Sin bien nosotros identificamos catorce QTL en este estudio, debemos reconocer 

que los QTL identificados en esta población de mapeo seguramente representen una 

porción de todos los loci implicado en la respuesta al etanol. Inclusive, las RIL 

utilizadas en este estudio fueron elegidas por razones prácticas, siendo que los genotipos 

de los marcadores moleculares habían sido previamente determinados y otros caracteres 

relacionados con la tolerancia térmica habían sido medidos. Futuros análisis deben 

llevarse a cabo en base a poblaciones con alta divergencia natural derivada de fenotipos 

extremos para mayor y menor sensibilidad al etanol. Por último, deberíamos realizar un 

mapeo de fina escala en un futuro para los QTL encontrados que permitan diseccionar 

cada uno de ellos. 

 Ambos mapeos de QTL, tanto para la resistencia al frío como para los caracteres 

vinculados con la respuesta al etanol, resultaron sumamente interesantes, siendo que en 

ambos estudios pudieron evaluarse las respuestas fenotípicas, mostrando para todos los 

casos variabilidad presente en las líneas evaluadas. Cada uno de los caracteres por 

separados permitió un análisis de mapeo de QTL detallado, para todos los caracteres 

estudiados hemos encontrado, al menos, tres QTL y varios genes candidatos vinculados 

en cada uno de ellos. Hemos podido avanzar en conclusiones respecto a la arquitectura 

genética de cada caracter entendiendo que, según nuestros resultados, existe una 

arquitectura genética compartida entre los sexos en todos los caracteres evaluados. 

También nos hemos visto sorprendidos al no encontrar correlaciones significativas entre 
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los tres caracteres estudiados para la resistencia al etanol. Esto nos llevó a pensar que 

los mecanismos implicados en la resistencia a la exposición de vapores de etanol 

involucran procesos fisiológicos distintos a los que están implicados en la 

desintoxicación que permite la recuperación al coma por exposición al etanol. 

 Curiosamente, no encontramos ninguna respuesta correlacionada entre ninguno 

de los caracteres mapeados en respuesta al etanol con el caracter mapeado en respuesta 

al frío. Tenemos que tener presente que los caracteres aquí estudiados son caracteres 

complejos y en general de resistencia, que implica una labor compleja para poder 

explicar la base genética de los mismos (Anholt & Mackay 2004; Mackay & Anholt 

2006). Muchos de los genes candidatos encontrados en los distintos caracteres poseen 

efectos pleiotrópicos que complejizan la interpretación de los resultados. Muchos de 

estos están implicados en procesos fisiológicos sumamente amplios que afectan mucho 

más que el caracter evaluado (Glicólisis, síntesis de lípidos, cAMP, etc.) 

 Lo que nosotros hemos encontrado en esta población, recordemos la importancia 

de resaltar que los resultados solo sirven en el contexto de esta población y para los 

caracteres medidos en las condiciones ambientales en que se efectuaron las mediciones, 

es una independencia de arquitecturas genéticas que pueden deberse al origen selectivo 

de la población, siendo las líneas RIL derivadas de líneas de selección para la alta 

temperatura. Si bien, esta documentada la relación entre el frío y la resistencia al etanol 

el vinculo entre ambos no parece ser consistente para cualquier población (Crabbe et al. 

1994; Crawshaw et al. 2001). 

 Hasta aquí un breve resumen de las conclusiones de los capítulos previos, 

resaltando los puntos más importantes de cada una de ellos. 

 Es destacable los resultados que se obtuvieron al trabajar con una población 

natural colectada recientemente (D. buzzatii) y los que se obtuvieron con líneas que 

llevan mucho más tiempo de cría en laboratorio y particularmente de endocría. También 

debemos recordar que se estuvo trabajando con dos especies diferentes, particularmente 

con una típicamente de climas templados como es Drosophila buzzatii. Por último, 

hacemos hincapié que los diseños experimentales utilizados en ambas especies fueron 

sustancialmente diferentes. Es por todo esto principalmente que podemos no 

extrañarnos de no haber encontrado en D.melanogaster la correlación entre la 

recuperación al frío y la respuesta al etanol que encontramos en D.buzzatii. 

 Una de las razones que podemos suponer explica este resultado esta vinculado 

con una de las limitaciones propias del diseño de QTL en líneas RIL. Si recordamos 
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brevemente como se construyen las líneas RIL es mediante cruzamientos durante 

muchas generaciones de hermanos completos, de esa forma obtenemos un individuo 

experimental que posee un genoma casi plenamente homocigoto, si bien esto es 

fundamental para poder efectuar el mapeo que hicimos, también tenemos que destacar 

que en el proceso de construcción de las RIL la gran parte de las parejas iniciales se 

perdieron en el transcurso de la endocría. En general esto se debe a la homocigosis en 

alelos que resultan deletéreos, estos suelen estar presentes en genes sumamente 

pleiotrópicos que producen fallos en varios procesos y terminan por hacer inviable al 

individuo o su descendencia (Gromko 1995; Rose 1982; Falconer & Mackay 1996). Sin 

embargo estos mismos alelos en heterocigosis pueden mantenerse en la población sin 

afectar la aptitud. Curiosamente, los procesos que hasta aquí se han descrito que 

vinculan a la respuesta al frío con la respuesta al etanol suelen involucrar a varios genes 

de efectos pleiotrópicos amplios (Scholz et al. 2000; Heberlein et al. 2006; Montooth et 

al. 2006). También es importante hacer hincapié en que las líneas parentales de las RIL 

no fueron seleccionadas ni para CCR ni para la respuesta al etanol, lo que implica que 

muchos genes de efectos pleitrópicos tengan presente en ambas parentales alelos de 

similar efecto debido a la falta de selección para estos carateres. Las líneas de selección, 

si bien, producto de estar en el laboratorio y manejar un número limitado de individuos, 

pueden ser algo endogámicas, suelen presentar una heterocigosis muchísimo mayor que 

las líneas RIL, y en esta situación pueden reflejarse los efectos de alelos que no 

podríamos encontrar en las líneas RIL. 

 Este estudio permite avanzar sobre la respuesta correlacionada entre la respuesta 

al frío y al etanol, dejando en claro la necesidad que existe de avanzar con más estudios 

sobre otras poblaciones que posean distintos orígenes y que permitan evaluar en otros 

genomas cual es el vinculo entre estos caracteres. Uno de estos estudios podría ser el 

mapeo en líneas generadas a partir del cruzamiento de algunas líneas RIL seleccionadas 

por sus fenotipos con otras líneas RIL de distinto origen para evaluar los efectos de 

dominancia en un entorno de plena heterocigosis. Mientras estudios como este u otros 

similares no se lleven a cabo la información que poseemos nos permite decir que el 

vinculo que existe entre la respuesta al frío y al etanol es dependiente de la población de 

origen utilizada y de los métodos de medición con los que se evaluaron las diferentes 

respuestas. 

 



 115 

Bibliografía de la Conclusión 

 

Alkana, R. L., Bejanian, M., Syapin, P. J. & Finn, D. A.  (1987). Chronic Functional 

Ethanol Tolerance in Mice Influenced by Body-Temperature During Acquisition. Life 

Sciences, 41, 413-420. 

Anderson, A. R., Hoffmann, A. A. & McKechnie, S. W.  (2005). Response to selection 

for rapid chill-coma recovery in Drosophila melanogaster: physiology and life-history 

traits. Genetical Research, 85, 15-22. 

Anholt, R. R. H. & Mackay, T. F. C.  (2004). Quantitative genetic analyses of complex 

behaviours in Drosophila. Nature Reviews Genetics, 5, 838-849. 

Crabbe, J. C., Belknap, J. K., Mitchell, S. R. & Crawshaw, L. I.  (1994). Quantitative 

trait loci mapping of genes that influence the sensitivity and tolerance to ethanol-

induced hypothermia in BXD recombinant inbred mice. J.Pharmacol.Exp.Ther., 269, 

184-192. 

Crawshaw, L. I., Wallace, H. L., Christensen, R. & Crabbe, J. C.  (2001). Influence of 

ethanol on thermoregulation: mapping quantitative trait loci. Physiol Genomics, 7, 159-

169. 

Dánielsson, O., Atrian, S., Luque, T., Hjelmqvist, L., Gonzalez-Duarte, R. & Jornvall, 

H.  (1994). Fundamental molecular differences between alcohol dehydrogenase classes. 

Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 91, 

4980-4984. 

Falconer, D. S. & Mackay, T. F. C. (1996). Introduction to quantitative genetics. Essex, 

U.K: Addison-Wesley Longman. 

Feder, M. E. & Hofmann, G. E.  (1999). Heat-shock proteins, molecular chaperones, 

and the stress response: Evolutionary and ecological physiology. Annual Review of 

Physiology, 61, 243-282. 



 116 

FlyBase, C., Swiss-Prot, P. M. & InterPro, P. M.  Gene Ontology annotation in FlyBase 

through association of InterPro records with GO terms.  2004.  

Ref Type: Internet Communication 

Fry, J. D. & Saweikis, M.  (2006). Aldehyde dehydrogenase is essential for both adult 

and larval ethanol resistance in Drosophila melanogaster. Genetical Research, 87, 87-

92. 

Grieve, S. J., Littleton, J. M., Jones, P. & John, G. R.  (1979). Functional Tolerance to 

Ethanol in Mice - Relationship to Lipid-Metabolism. Journal of Pharmacy and 

Pharmacology, 31, 737-742. 

Gromko, M. H.  (1995). Unpredictability of Correlated Response to Selection - 

Pleiotropy and Sampling Interact. Evolution, 49, 685-693. 

Heberlein, U., Scholz, H., Kong, E., Lee, S. & Berger, K. H.  (2006). Mechanisms of 

ethanol tolerance in Drosophila. Alcoholism-Clinical and Experimental Research, 30, 

269A. 

Heinstra, P. W. H., Geer, B. W., Seykens, D. & Langevin, M.  (1989). The metabolism 

of ethanol-derived acetaldehyde by alcohol dehydrogenase and aldehyde dehydrogenase 

in Drosophila melanogaster larvae. The Biochemical Journal, 259, 791-797. 

Leal, J. F. M. & Barbancho, M.  (1992). Acetaldehyde detoxification mechanisms in 

Drosophila melanogaster adults involving aldehyde dehydrogenase (ALDH) and 

alcohol dehydrogenase (ADH) enzymes. Insect Biochemistry and Molecular Biology, 

22, 885-892. 

Mackay, T. E. C. & Anholt, R. R. H.  (2006). Of flies and man: Drosophila as a model 

for human complex traits. Annual Review of Genomics and Human Genetics, 7, 339-

367. 

Montooth, K. L., Siebenthall, K. T. & Clark, A. G.  (2006). Membrane lipid physiology 

and toxin catabolism underlie ethanol and acetic acid tolerance in Drosophila 

melanogaster. Journal of Experimental Biology, 209, 3837-3850. 



 117 

Morgan, T. J. & Mackay, T. F. C.  (2006). Quantitative trait loci for thermotolerance 

phenotypes in Drosophila melanogaster. Heredity, 96, 232-242. 

Mori, N. & Kimura, M. T.  (2008). Selection for rapid and slow recovery from chill- 

and heat-coma in Drosophila melanogaster. Biological Journal of the Linnean Society, 

95, 72-80. 

Norry, F. M., Sambucetti, P., Scannapieco, A. C. & Loeschcke, V.  (2006). Altitudinal 

patterns for longevity, fecundity and senescence in Drosophila buzzatii. Genetica, 128, 

81-93. 

Ohtsu, T., Kimura, M. T. & Katagiri, C.  (1998). How Drosophila species acquire cold 

tolerance - Qualitative changes of phospholipids. European Journal of Biochemistry, 

252, 608-611. 

Petruzzelli, L., Herrera, R., Garcia-Arenas, R. & Rosen, O. M.  (1985). Acquisition of 

insulin-dependent protein tyrosine kinase activity during Drosophila embryogenesis. 

Journal of Biological Chemistry, 260, 16072-16075. 

Phillips, K.  (2006). Ethanol tolerance in temperate Drosophila. Journal of 

Experimental Biology, 209, iii. 

Rose, M. R.  (1982). Antagonistic Pleiotropy, Dominance, and Genetic-Variation. 

Heredity, 48, 63-78. 

Scholz, H., Ramond, J., Singh, C. M. & Heberlein, U.  (2000). Functional ethanol 

tolerance in Drosophila. Neuron, 28, 261-271. 

Sorensen, J. G., Norry, F. M., Scannapieco, A. C. & Loeschcke, V.  (2005). Altitudinal 

variation for stress resistance traits and thermal adaptation in adult Drosophila buzzatii 

from the New WorlD. Journal of Evolutionary Biology, 18, 829-837. 

Spanagel, R., Abarca, C., Zghoul, T., Sanchis-Segura, C., Schumann, G. & Albrecht, U.  

(2004). Interaction of ethanol and clock genes. Alcoholism-Clinical and Experimental 

Research, 28, 60A. 



 118 

Spanagel, R., Rosenwasser, A. M., Schumann, G. & Sarkar, D. K.  (2005). Alcohol 

consumption and the body's biological clock. Alcoholism-Clinical and Experimental 

Research, 29, 1550-1557. 

Willard, S., Koss, C. M. & Cronmiller, C.  (2006). Chronic cocaine exposure in 

Drosophila: life, cell death and oogenesis. Developmental Biology, 296, 150-163. 



 119 

ANEXO 

 

Software para registrar tiempos 

 

Aclaración: el diseño, desarrollo y utilización del programa aquí descrito es de 

autoría exclusiva del autor de esta tesis, no contó con la autorización ni el apoyo del 

director de la misma. 

 

 El programa desarrollado en Visual Basic 6.0 permitió medir de forma más 

precisa y eficiente los caracteres REC (recuperación al coma por etanol) y CCR 

(recuperación al coma por enfriamiento). Mediante el uso de este programa se logró 

medir simultáneamente por un único operador 15 líneas. No solo permitió realizar las 

mediciones mejorando su eficiencia y precisión sino que también hizo extremadamente 

sencillo y veloz pasar los datos del formato crudo a una planilla Excel con el formato 

necesario para poder utilizar tanto el Statistica 6.0 como el SigmaPlot 11.0, ambos 

programas de estadística fueron los utilizados en esta tesis. 

 Posee pantalla única para su ejecución (Figura 1) a través del ingreso por el 

archivo “Registro.exe”; una vez ingresado el nombre de la línea en el casillero justo 

encima de cada columna, pudiendo especificar el sexo, se procede a presionar el botón  

“Activar” de la columna correspondiente en el momento en que se da comienzo al 

experimento con esa línea. Desde ese momento comienza a funcionar el cronómetro 

para esa columna, cuando se quiere tomar un registro de la línea se precisa presionar el 

número (o letra) correspondiente a la columna especificados sobre cada una de ellas, de 

esa forma se ingresa automáticamente el registro del tiempo, si se ingresa algún dato por 

error puede eliminarse presionando el botón “Borrar último”. Una vez terminado el 

registro se ingresan aquellos individuos que se consideraron muertos presionando el 

botón “Muerto”; luego se procede a desactivar la columna “clickeando” sobre “Activar” 

y acto siguiente se presiona el botón “Borrar y generar” que limpia la columna y envía 

los datos a un archivo Excel ya abierto por el programa que va agregando los datos que 

se envían de cada línea una debajo de la otra. Para cada dato enviado se especifica en 

cada fila los siguientes parámetros en la hoja Excel: “Tiempo” es el registro absoluto de 

tiempo de cada individuo; “Frec acumulada” es la frecuencia acumulada en porcentaje 

del total de individuos que se van recuperando respecto del total registrado de la línea; 
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“línea” es el código de línea que se introdujo inicialmente y “Sexo” el sexo 

seleccionado. De esta manera queda codificado cada uno de los individuos registrados, 

por último también se imprime en la planilla Excel el día y la hora del experimento 

(Figura 2). Cualquiera que quiera acceder al programa no tiene más que solicitarlo al 

correo cib1979@hotmail.com ya que es de acceso gratuito y libre, junto con el mismo 

se encuentra un archivo pdf que posee el código de programación. 

 

 

Figura 1. Ejemplo del programa en funcionamiento. Pueden verse las columnas 

correspondientes a cada línea con sus respectivos nombres en el casillero superior y el número 

correspondiente de código para ingresar los registros (1, 2, 3 y 5 ocupados en el ejemplo). En la 

parte inferior se observan los cronómetros en funcionamiento, la casilla de “Activar”, los 

botones “Borrar y generar”, “Borrar último”, las casillas para seleccionar el sexo y el botón 

“Muerto” respectivamente. 
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Figura 2. Ejemplo de planilla Excel generada por el programa donde se aprecian las cuatro 

columnas y el formato adecuado para el uso en los programas de estadística (Statistica 6.0 y 

SigmaPlot 11.0 entre otros) 
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