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Base genética de la respuesta a diferentes agentes
de estres ambiental y de la longevidad en el
organismo modelo Drosophila

Resumen

La expectativa de vida de una especie puede evolucionar a través de los genes
que estan involucrados en la reparacién del soma, tales como los sistemas de la
respuesta al estrés, segun lo propone la teoria del soma desechable o genes con
mutaciones perjudiciales o deletéreas de efecto tardio. En los ambientes naturales, los
organismos frecuentemente soportan condiciones de estrés por falta de alimento y por
baja temperatura. Como la energia ocupa un rol central en la vida de los organismos,
mejorar la resistencia al estrés involucra cambios fenotipicos a diferentes niveles, desde
sefializacion intracelular hasta caracteres de historia de vida. La resistencia al hambre
severo se define como el tiempo de sobrevida a la privacién total de alimento y sus
valores fenotipicos rondan entre 20 a 200 horas en esa condicion. La resistencia al estrés
por baja temperatura es un caracter ecolégicamente relevante que puede regular el nivel
de actividad bajo condiciones de frio en la naturaleza. Este caracter adaptativo puede
tener multiples correlatos a nivel de otros caracteres de historia de vildapriesente
tesis con el objetivo general de elucidar la base genética y molecular apienaelel
proceso de envejecimiento, y los mecanismos de la respuesta al estrés ambiental, se
estudiaron caracteres de historia de vida como la longevidad, la resistencia a la falta de
alimento y al frio y la relacion entre ellos mediante dos metodologias: mapeo de QTL y
utilizacion de isolineas en los organismos modelo Drosophila melanoga$ler
buzzatii, respectivamente.

Se estudio la longevidad a 25°C en condiciones de control como asi también

luego de un pre-tratamiento de estrés por calor en lineas recombinantes endogamicas
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(RIL) de D. melanogaster. También se estudio la resistencia a la inanicién o al hambre
(RH) en adultos y pre-adultos mediante un mapeo por intervalo compuesto sobre lineas
RIL de D. melanogaster. Todos estos caracteres resultaron variables en las RIL
analizadas. Se identificaron varios QTL que mapean sobre los tres cromosomas mayores
de Drosophila melanogaster que explican gran parte de la variabilidad en la longevidad.
El tratamiento de calor redujo el nUmero de QTL significativos, encontrando solo dos
QTL para la longevidad (rang@®C1-4F2 y 38E1-4R) en esta condicion. Estos QTL,
serian QTL generales de la longevidad més bien que QTL especificos de una condicion.
Con respecto a la resistencia al hambre, encontramos QTL que explican la variabilidad
de la RH tanto en adultos como en pre-adultos. Una regién de QTL, 16F3-19F6, resulto
significativa tanto en machos como en hembras adultas y en el estadio pre-adulto. Se
observo una correlacion positiva en machos entre la longevidad de moscas tratadas y la
RH de adultos, en uno de los paneles de RIL. A su vez, las regiones 16F3-19F6, 42A-
49C y 67A-86E3 corresponden a QTL que colocalizacién entre el estudio de mapeo de
la longevidad y de la RH. Esta colocalizacion entre caracteres estd en concordancia con
la teoria del soma desechable.

Con un abordaje diferente, la utilizacion de isolineas de D. buzzatii se estudi6 la
variabilidad de caracteres de historia de vida y sus posibles correlaciones, se continuo
con el estudio de la base genética de la respuesta al estrés y la senescemtia.sBara
midio la longevidad a 25°C, la resistencia al hambre (RH), la resistencia a la desecacion
(RD) y dos caracteres de resistencia al frio (RF). Todos los caracteres resultaron
variables en las isolineas de D. buzzatii, con una varianza entre lineas varia desde un
14% hasta un 38 a través de los diferentes caracteres medidos. Se encontré0 una
correlacion positiva entre la RH y la RF, sin embargo no comprobamos una correlacion

entre la RH y la longevidad o la RD. Las isolineas mostraron una clara correlacion



positiva entre estos dos caracteres (RH y RF), en contraposicion a la hipotesis del trade-
off planteada por Hoffmann et al (2005). También encontramos una correlacion positiva
entre la longevidad y RD y RF. Las correlaciones positivas entre los diferentes tipos de
caracteres estudiados y también con la longevidad estdn en concordancia con la teoria
del soma desechable, que propone justamente que las respuestas a los diversos tipos de
estresores y la longevidad peecvolucionar a traves de los mismos genes. De acuerdo

a esta teoria, los individuos que soporten mejor el estrés ambiental seran a la vez los

mas longevos.

Palabras clave:Drosophila, estrés ambiental, QTL, isolineas, longevidad, resistencia a

la falta de alimento, resistencia al frio, resistencia a la desecacion.



Genetic base of the response to different
environmental stressors and longevity in the model
organism Drosophila

Abstract

Life span of different species can evolve through genes that are involved in soma
reparation, such as stress response systems as proposed by the disposable soma theory
and also through genes with harmful or deleterious late effect mutations. In nature
organisms often support r stress condition as lack of food and low temperature. Energy
plays a central role in organisms life, increased resistance to stress involves phenotypic
changes at different levels, from intracellular signaling to life history characters.
Starvation resistance is defined as the survival time in conditions of total food
deprivation and its phenotypic values are between 20 to 200 hours in that condition. The
resistance to low temperature is an ecologically relevant character that can regulate the
insect activity level under cold conditions in nature. Adaptive characters are expected to
be correlated to other life history characters. The aim of my thesis is to investigate the
genetic basis that links aging with mechanisms of response to environmental stress. For
this purpose we studied life history characters such as longevity, starvation and cold
resistance and the relationship between characters following two different
methodologies: QTL mapping and isofemales lines in the model organisms D.
melanogaster and D. buzzatii, respectively.

Longevity was measured at 25 °C under controlled conditions and also after a
pre-treatment of heat stress on a set recombinant inbred lines (FLwlanogaster.
The starvation resistance (SR) phenotypes of pre-adults and adults were used in a
composite interval mappingf RIL lines of D. melanogaster. We identified several

QTL that map on the three major chromosomes of Drosophila melanogaster that
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explain part of the variance in longevity. The heat treatment reduced the number of
significant QTL, finding only two QTL for longevity (3C1-4F2 and 38E1-42A rahges
for this condition. These QTL, would be general longevity-QTL rather than specific of a
condition. We found QTL that explain the variance of RH both in pre-adults and adults
individuals. The QTL region, 16F3-19F6, was significant in both adult (males and
females) and in the pre-adult stage of the life cycle. There was a positive correlation
between longevity in treated male flies and adults-SR, in a RIL panels. In turn, 16F3-
19F6, 42A-49C and 67A-86E3 regions correspond to QTL that colocalized between
both characters mapped, longevity and SR. Thiscalization between characters is
consistent with the disposable soma theory.

With a different approach, using isofemales lines of D. buzzatii, we continued
studying the genetic basis of stress response and senescence. In this way, we analyzed
the variability of life history characters and their putative correlations, measuring
longevity at 25 °C, starvation resistan&R), desiccation resistance (DR) and two cold-
resistance traits (RF). All characters were variable in the isofemales lines of D. buzzatii,
with a variance component between lines from 14% to 38 through the different
characters measured. We found a positive correlation be@Rand RF, but we found
no correlation betwee®R and longevity or DR. The isofemales lines show a clear
positive correlation between these two characters, as opposed to the trade-off hypothesis
proposed by Hoffmann et al 2005.We also found a positive correlation between
longevity and RD and also between longevity and RF. The positive correlations
between the different characters studied and longevity are also consistent with the
disposable soma theory, which proposes that the response to different kind of stressors
and longevity could evolve through the same genes. According to this theory,

individuals with enhanced environmental stress-resistance will be also the longer-lived.
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resistance, cold resistance, desiccation resistance.
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Capitulo 1:
Introduccion general



1. Introduccion general

1.1Lineamientos generales

El plan de la presente tesis verso sobre la genética cuantitativa de los mecanismos de
la respuesta a diferentes agentes de estrés ambiental y del proceso de senescencia.
Drosophila fue utilizada como un organismo modelo, la falta de alimento y la baja y
alta temperatura como modelos de estrés. Para ello abordamos la investigacién mediante
un estudio de isolineas y el mapeo de loci de caracter cuantitativo (QTL) en lineas
recombinantes endogamicas (RIL).

La realizacion de esta tesis se desarrollé en el Laboratorio de genética evolutiva de
la resistencia al estrés y senescencia (GERES), Departamento de Ecologia, Genética y
Evoluciéon, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires.
Como director de tesis y de beca de doctorado el Dr. Fabian Norry y como consejero de
estudios el Dr. Arturo Romano.

El Capitulo 1 consta de una introduccién general a la genética cuantitativa, al
concepto de estrés, a los caracteres cuantitativos estudiados como longevidad, estrés
térmico y por falta de alimento, abarcando los mecanismos que los explican y las
relaciones ente ellos. Se abordard el modelo de estudio y también los objetivos
generales. De esta manera daremos un pantallazo general a los conceptos y teorias de
las cuales partimos para avanzar en la investigacion de los objetivos planteados.

El Capitulo 2 esta orientado a las investigaciones realizadas mediante uno de los

abordajes planteadosl Mapeo de QTL. Primero haremos una pequefia introduccion a
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los conceptos y metodologias de mapeo, y al disefio utilizado, en este caso el de RIL.
Plantearemos los objetivos e hipétesis especificas. Detallaremos los Materiales y
Métodos utilizados. Luego mostraremos los resultados obtenidos del Mapeo de QTL
para la longevidad y la sensitividad térmica sobre la longevidad en D. melanggaster
plantearemos las conclusiones pertinentes. De la misma manera abarcaremos los
resultados y conclusiones del mapeo de QTL para resistencia al hambre en moscas
adultas y larvas de D. melanogaster. Para culminar el capitulo con un andlisis de la
relacion de los dos caracteres analizados en este capitulo.

El Capitulo 3 esta orientado a las investigaciones realizadas mediante el otro
abordaje planteadda utilizacion de isolineas. En este capitulo utilizamos isolineas de
D. buzzatii generadas a partir de una poblaciéon natural de Chumbicha, Sur de la
provincia de Catamarca, Argentina. Medimos y analizamos los valores fenotipicas de
varios caracteres en las isolineas: la longevidad, la resistencia al hambre (RH), a la
desecacion (RD), la sobrevida al frio (SF) y la recuperacion del coma por enfriamiento
(RCE). Este capitulo consta de una introduccion especifica a la metodologia, materiales
y métodos utilizados, resultados obtenidos y conclusiones arribadas

Luego, en el Capitulo 4, mencionamos los principales aportes y conclusiones a los
que arribamos aportando al conocimiento sobre la basas despuestas a diferentes

agentes de estrés ambiental y del proceso de senescencia en Drosophila.

1.2 Genética cuantitativa

La genética cuantitativa es una rama muy importante de la genética y tiene por

objeto el estudio de la herencia de las diferencias fenotipicas entre los individuos de una
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poblacién o entre poblaciones. A la variacidbn que se muestra como una distribucion
cuasi-continua o continua se la llama variacion cuantitativa y a los caracteres que
exhiben esta forma de variacion se los llama caracteres cuantitativos. El analisis de la
herencia de estas diferencias es de fundamental importancia para el estudio de la
evolucion fenotipica dentro y entre poblaciones. La variacidbn continua se da
basicamente por dos razones: primero por la segregacién simultdnea de muchos genes
con algun efecto sobre el caracter en estudio y segundo por la superposicién de una
variacion realmente continua producida por causas no genéticas (Falconer y Mackay,
1996). De esta manera, la principal deferencia entre los caracteres que se comportan de
manera mendeliana y los que lo hacen de manera cuantitativa reside en el nimero de
genes que afectan al caracter y la magnitud de los efectos de dichos genea sobre |
variacion fenotipica relativos a otras fuentes de variacion. Un carécter determinado por
un gen efecto lo suficientemente grande para causar una discontinuidad apreciable, aln
en la presencia de otros loci segregando y de la variacion de origen no genético, en ese
caso se habla de caracteres con herencia mendeliana (mas que cuantitativa) y puede
estudiarse por métodos mendelianos. De manera contraria, un gen con cuyo efecto no es
suficiente para marcar una discontinuidad, no puede ser evaluado individualmente.

Las observaciones en una poblacion en relacion con los caracteres cuantitativos
se cuantifican en términos de medias, las varianzas y las covarianzas, por.ejemplo
Todas estas observaciones deben estar basadas en medidas de los valores fenotipicos.
La primera division del valor fenotipico (P) es en componentes atribuibles a la
influencia del genotipo (G) y del ambiente (E), simbdlicamente: P = G + E (Falconer y
Mackay, 1996). El genotipo es el conjunto particular de los alelos que porta un
individuo en cada gen que posee, mientras que el ambiente son todas las circunstancias

no genéticas que influyen al valor feéipico. La desviacion ambiental media de la
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poblacién toma un valor de cero, de esta forma, el valor fenotipico medio es un buen
estimador del valor genotipico. La variacion total observada para un caracter, expresada
como la varianza fenotipica del mismas(Mesulta de la varianza genéticas)Vy de la
varianza ambiental (% de dicho caracter, tal como se expresa a continuacion: W
+ Ve

La Vg de un caracter es la fracciébn de la varianza fenotipica atribuible a la
accion combinada de los genes que afectan a la distribucién de ese caracter en la
poblacién. A su vez, el efecto genotipico que ejercen los genes sobre el fenotipo puede
variar entre los distintos loci, de manera que dentro dedlasé/ distinguen tres
componentes principales denominados varianza aditiy® (Mrianza de dominancia
(Vp) y varianza de interaccion epistatica)(MLa Va representa la fraccion degV
atribuible a los efectos aditivos de los alelos dentro y entre loci. Dicha varianza es la
principal determinante de las propiedades genéticas observables de una poblacién y de
la respuesta a la seleccion. Para entender que gsdabbémos entender primero que es
el efecto medio de un gen, el valor mejorante del individuo que los porta. Los conceptos
de efecto medio y valor mejorante surgen de que en realidad lo que un individuo
trasmite a su descendencia no es su genotipo, sino sus genes. El efecto medio de un gen
(alelo) podria definirse como la desviacion, con respecto a la media de la poblacion, de
la media de los individuos que recibieron dicho alelo de uno sus padres, mientras que el
otro alelo recibido del otro padre fue tomado al azar de la poblacion. Explicado de otro
modo: si un cierto numero de gametas que llevan el alglseAunen al azar con
gametas de la poblacion, la media de los genotipos resultantes se desvia de la media de
la poblacion en una cantidad que es igual al efecto medio del alglbakoner y
Mackay, 1996). Al valor medio de un individuo juzgado por el valor medio de sus hijos,

se lo llama valor mejorante. Lapa\es entonces, la varianza de los valores mejorantes.
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Este es el componente genético mas importante ya que es el principal responsable del
parecido entre parientes, y por consiguiente el principal determinante de las propiedades
genéticas observables en una poblacion. lae¥ la fraccion de ¥ debida a las
desviaciones de dominancia dadas por interacciones entre alelos o intra-locus. La
desviacién por dominancia surge de la propiedad de dominancia entre los alelos de un
gen, en ausencia de dominancia el valor genotipico y el mejorante coinciden. La V
representa la varianza debida a las interacciones epistaticas entre los distintos genes, o
dicho de otra forma, debida a la combinacion no aditiva entre loci.

Como se dijo anteriormente, la genética de un caracter cuantitativo gira en torno
a su variacion. La particion de la varianza en componentes permite estimar la
importancia de los distintos determinantes del fenotipo. La importancia relativa de una
fuente de variacion es la varianza debida a ésta como proporcion de la varianza
fenotipica total. A esta importancia relativa de la herencia en la determinacion de los
valores fenotipicos se la llama heredabilidad del caraciey (fepresenta la fraccion
heredable de la variacién total del caracter en la poblacion. Cuando un caracter esta
sujeto a seleccion natural o artificial, como resultado de tal seleccion, de los tres
componentes ded/solo Va seré el responsable de los cambios genéticos del caracter en
la poblacion. Esto se debe a qug 86 el Unico componente des;4ue determina la
cantidad en la cual los fenotipos seran afectados por los genes transmitidos de una
generacion a la siguientBebe tenerse en cuenta que la heredabilidad de un caracter
cuantitativo no soélo constituye una propiedad del caracter sino también de la poblacion,
asi como de las condiciones ambientales en las que los individuos se desarrollan y de la
forma en que se evalua el fenotipo. El valor de la heredabilidad depende de la magnitud
de todos los componentes de la varianza y, por tanto, se vera afectada por los cambios

gue experimente cualquiera de ellos. Dado que todos los componentes genéticos son
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funcion de las frecuencias génicas, éstos pueden diferir de una poblacién a otra debido a
razones histéricas. La varianza ambiental, por su parte, depende de las condiciones de
cultivo o de manejo y por lo tanto la heredabilidad disminuye en condiciones mas
variables y aumenta cuando éstas son mas uniformes. Por lo tanto, el valor de la
heredabilidad de un caracter determinado se refiere a una poblacion y unas condiciones
ambientales concretas y que los valores que pudieran calcularse en otras poblaciones o
circunstancias seran mas o menos similares dependiendo del grado de semejanza de la
estructura poblacional y de las caracteristicas del medio. Ejemplo de esto es el amplio
rango de variacion en las estimas de heredabilidad obtenidas para un mismo caracter y
organismo, reflejando diferencias entre las poblaciones consideradas o entre las
condiciones ambientales en las que éstas se han estudiado (ver Falconer y Mackay,
1996). Sin embargo, las diferencias en la heredabilidad entre caracteres suelen ser ain
mayores y se ha sugerido que la magnitud de la heredabilidad depende de la naturaleza
del caracter, siendo los caracteres mas estrechamente ligados a la aptitud, aquellos con
menores valores de heredabilidad. Esta relaciébn ha sido evidenciada en amplias
recopilaciones de heredabilidades de diferentes caracteres en Drosophila (Roff y

Mousseau, 1987) y en otros organismos (Mousseau y Roff, 1987).

1.3 Teorias evolutivas del envejecimiente ¢, Por que envejecemos?

Bajo la teoria de seleccion natural, los individuos con mayor fithess dentro de
una poblacion dejardn mayor descendencia que los individuos con menor fitness y su
contribucion a la siguiente generacion serd mayor. La seleccion natural siempre actuara

para maximizar la aptitud (o “fitness”) media de la poblacion. Dos componentes
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fundamentales del fithess son la reproduccién y la supervivencia. En organismos de
reproduccién sexual, (mas estrictamente hablando en los organismos en los que existe
una sub-divisién en células somaticas y células germinales), tanto la reproduccion como
la supervivencia disminuyen con la edad (Rose, 1991). La senescencia o envejecimiento
puede definirse como el aumento de la tasa de mortalidad intrinseca y disminucion de la
fertilidad con la edad, lo que surge como consecuencia del progresivo deterioro
fisioldgico en los organismos de reproduccién sexual para revisiones ver Rose, 1991.
Este proceso es evidentemente detrimental para el individuo bajo la teoria de la
seleccion natural, ya que justamente disminuye los dos componentes fundamentales del
fitness. Entonces cabe preguntarse: ¢ por qué envejecemos?, ¢ Cudl es el origen evolutivo
del envejecimiento?, ¢por qué este proceso natural parece haber limitado que la
supervivencia y reproduccion aumenten indefinidamente?

Estos atributos (la reproduccion y la supervivenaaberian diseminarse
rapidamente a través de las distintas especies debido a su alta tasa de transmisién. La
validez de esta idea fue sustentada matematicamente, demostrandose que la seleccién
natural generalmente actia de manera tal de maximizar la aptitud media de una
poblacién (Nagylaki, 1977; Ewens, 1979). Sin embargo, la gran cantidad de variacién
cuantitativa entre las especies en sus tasas de senescencia indica claramente que la
senescencia puede evolucionar (Comfort, 1979; Finch, 1990; Rose, 1991; Wachter y
Finch, 1997) a pesar de que el envejecimiento no parece ser en si mismo adaptativo ni
mucho menos un proceso programado, ya que no existe gen alguno que haya
evolucionado para producir una disminucion en las tasas de supervivencia y
reproduccién con la edad. Los primeros intentos por dar una explicacion adaptativa a la
senescencia fueron hechos por Alfred Russel Wallace, quien arrib6é a la teoria de la

seleccion natural de manera paralela e independiente a Darwin. Wallace, en una breve
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nota escrita entre 1865 y 1870 (citada en Weismann, 1889) introduce la idea del
sacrificio de la “inmortalidad” en favor del incremento de la reproduccion a nivel
individual. Posteriormente, esta idea fue retomada y profundizada por el biélogo aleman
August Weismann en su trabajo “The Duration of Lif¢ (1889). En este trabajo,
Weismann introduce el concepto de la influencia de la adaptacion al ambiente externo
sobre la extension de la vida, y propone que la duracién de la vida no depende
solamente de consideraciones fisiologicas sino que se ve determinada también por la
adaptacion al ambiente y las necesidades de cada especie (Weismanm, 1889). Esta idea,
que seria fundamental para el posterior desarrollo de las teorias evolutivas del
envejecimiento, fue retomada luego de varias décadas por Medawar (1946, 1952) y, con
mayor énfasis, por Williams en el afio 1957 (Rose et al 2008).

Existen varias teorias evolutivas de la senescencia que intentan responder
preguntas tales como las mencionadas arriba para poder explicar el origen evolutivo del
proceso de senescencia o envejecimiento. Estas teorias proponen que la causa ultima de
la senescencia es la disminucion en la fuerza de la seleccién natural con la edad (Figura
1.1). La fuerza de la seleccién disminuye con la edad debido a que en condiciones
naturales la mayoria de los individuos viven solo una pequefia fraccién del tiempo que
podrian potencialmente llegar a vivir, ya que en cambio mueren en edades relativamente
tempranas como consecuencia de factores extrinsecos (por ejemplo: predacién, hambre,
frio, calor extremo o infeccién). En las poblaciones naturales s6lo una pequefia
proporcion de los individuos salvajes muestra envejecimiento, y el proceso de
senescencia se puede visualizar en ambientes protegidos en los cuales las causas de
mortalidad extrinseca son eliminadas o reducidas sustancialmente. Bajo tales
circunstancias (ambientes protegidos) se verifica el proceso de senescencia como un

aumento progresivo de la tasa de mortalidad con la edad (Partridge and Mangel, 1999).
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Ahora mencionaremos y explicaremos las teesias sobre la evolucién de la
senescencianejor demostradas. Todas ellas estan basadas en la existencia de genes con
efectos especificos de la edad (Charlesworth, 1994). Dichas teorias establecen diferentes
mecanismos genéticos que pudieron estar involucrados en la evolucion del
envejecimiento. La primera de ellas es la teoria de la acumulacion de mutaciones
(Medawar, 1952), y propone que en edades avanzadas la fuerza de la seleccién es
demasiado débil como para impedir la acumulacibn de mutaciones con efectos
deletéreos de expresion tardia (Medawar, 1952; Patridge y Barton, 1993). Como se
explico en el parrafo anterior, esta disminucion de la fuerza de la seleccion natural con
la edad, se da ya que los organismos en la naturaleza no viven mas de cierto tiempo ya
que mueren por causas extrinsecas (Figura 1.1). Estos alelos perjudiciales se van
acumulando durante las generaciones debido a@uerian “vistos” por la seleccion
natural, ya que los individuos en estado salvaje mueren por causas extrinsecas en edades
relativamente tempranas (disminucion de la seleccién natural con la edad). Por lo tanto
segun esta teoria, la acumulacion de mutaciones perjudiciales que actian tardiamente en
la vida es lo que condujo al origen y evolucion de la senescencia.

Una segunda teoria fue propuesta por Williams en 186Zonoce como la
teoria de pleiotropia antagonista y sugiere la segregacion de genes pleiotropicos con
alelos beneficiosos en edades tempranas pero perjudiciales en edades avanzadas
(Williams, 1957; Rose, 1991; Patridge y Barton, 1993). En otras palabras, dado que la
seleccion es deébil en edades avanzadas pero fuerte en edades tempranas, la seleccion
natural favorecera a los alelos que confieren una ventaja reproductiva en edades jovenes
a pesar de que algunos de ellos sean perjudiciales en edades avanzadas, por lo que tales
alelos segregaran en las poblaciones. De acuerdo a esta teoria, la senescencia habria

evolucionado como un subproducto de la seleccion natural (Zwaan, 1999). Esta teoria
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introduce el relevante concepto de compromiso evolutivo o “trade off entre los

distintos caracteres de historia de vida. Dicho concepto es también central en una tercera
teoria evolutiva de la senescencia y la longevidad. Esta Ultima y tercera teoria se conoce
como la teoria del soma desechable y propone que todo organismo vivo experimenta
inevitablemente un dafio somatico que es acumulativo y progresivo con la edad. La
reparacion de dicho dafio involucra demandas energéticas que compiten con muchas
otras funciones, especialmente con la reproduccion. De acuerdo a esta teoria, la
expectativa de vida de una especie puede evolucionar a través de genes que estan
involucrados en la reparacion del soma, tales como los sistemas de la respuesta al estrés
(Lithgow y Kirkwood, 1996; Kirkwood y Austad, 2000). Es asi como esta teoria predice
una correlacion generalmente positiva entre la resistencia al estrés y la longevidad.

La teoria del soma desechalilene su fundamento en la idea de que el
mantenimiento celular es costoso y que la energia disponible en un individuo es finita.
Esta teoria propone que el dafio molecular, celular y tisular originado por los sub-
productos metabdlicos, por el estrés impuesto por la reproduccion y por otras funciones,
se acumula con la edad (Westendorp y Kirkwood, 1998; Sgro y Partridge, 1999).
Kirkwood enfatizé que la tasa de acumulacién de dicho dafio es modulada por varios
mecanismos bioquimicos que previenen o reparan el dafio, como la produccion de
antioxidantes y la reparacion del ADN. Estos mecanismos de reparacion acarrean costos
para el organismo en términos de reduccion de recursos que de otra manera podrian
haber sido usados para la reproduccidon o para superar la mortalidad en situaciones de
estrés. La alta tasa de mortalidad extrinseca en ambientes naturales hace queecarezca
cualquier sentido adaptativo la utilizacion de recursos energéticos metabdlicos en la
reparacion somatica mas alla de un determinado tiempo. Dicho de otra forma, en la

naturaleza, la reparacion del dafio somatico que sufren inevitablemente los organismos,
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es beneficioso repararlo hasta cierto punto de la vida de los mismos, ya que ,estos
mueren jovenes por causas extrinsecas. Es mucho méas beneficioso evolutivamente, en
cambio, utilizar esa energia en pos de aumentar la capacidad reproductiva en edades
tempranas, porque ello permite aumentar demograficamente el nimero de progenie en
las sucesivas generaciones, es decir, su fitness. Por ende, segun la teoria del soma
desechable, los organismos evolucionan de manera tal que la relacion costo-beneficio
sea Optima entre la reparacién del soma y la reproduccién. Vale recordar lo mencionado
anteriormente: que esto se aplica a organismos en los que existe una sub-division en
células sométicas y células germinales.

Mientras méas alta sea la tasa de mortalidad extrinseca, se espera que menos
energia se adjudique al rol del mantenimiento del soma y que mayor sea la inversién en
la actividad reproductiva. La alta tasa de mortalidad extrinseca se da ya que en
ambientes naturales, no protegidos, los individuos se mueren por causas externas como
la predacion, frio, hambre, etc y no por envejecimiento. Que los individuos se mueran a
edades tempranas, antes de llegé&rigjos”, hace que carezca de sentido evolutivo
utilizar la energia en la reparacion del dafio somético que sufren inevitablemente los
organismos y por lo contrario utilizarla en, por ejemplo, aumentar la capacidad
reproductiva en edades tempranas. Las teorias de pleiotropia antagonista y del soma
desechable se basan en principios similares. La diferencia radica en que la ultima se
enfoca principalmente en los mecanismos, particularmente en el rol del mantenimiento
y la reparacion del soma; mientras que la teoria de pleiotropia antagonista esta
formulada en términos mas generales de accion génica que pueden involucrar genes
pleiotrépicos de varios tipos (Kirkwood y Austand, 2000).

Las tres teorias evolutivas del envejecimiento mencionadas arriba explican en

forma complementaria la evolucion de la senescencia. Mas aun, todos los mecanismos
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genéticos anteriormente explicados pueden actuar sinérgicamente en una poblacién en
un mismo tiempo. Cada una de las teorias cuenta con un vasto soporte empirico a partir
de estudios poblacionales realizados con organismos modelos inclaBndsophila

(ver Kirkwood y Austad, 2000 para una revision). El principal determinante en la
evolucion de la longevidad seria el nivel de mortalidad extrinseca experimentado en
condiciones naturales (Kirkwood y Austand, 2000). Si el nivel de mortalidad extrinseca

es alto, entonces se espera: i- que la expectativa de vida en la naturaleza sea baja siendo
la tasa de senescencia mas alta en cada generiacique la fuerza de la seleccion
natural se atenle rapidamente con la edad, permitiendo no sélo la acumulacién de
mutaciones deletéreas en edades tardias sino también que la demanda de recursos
energéticos destinados para el mantenimiento y reparacién somética disminuya
evolutivamente con la edad. Contrariamente, si el nivel de mortalidad extrinseca es bajo

o nulo, las diferentes teorias evolutivas de la senescencia predicen que la seleccion
natural sera fuerte incluso en edades avanzadas, purgando en la poblacién en cuestion

todo tipo de alelos que aceleren el envejecimiento.

Respecto a las evidencias a favor de la teoria de la acumulacién de mutaciones,
la mayor parte de los experimentos se han concentrado en la medicion de la varianza
genética aditiva (¥) y la varianza de dominancia f) especifica de la edad en
caracteres relacionados con la aptitud, debido a que esta teoria predice un aumento en
dichos parametros con la edad (Hughes y Charlesworth, 1996). Por ejemplo, para la
mortalidad en Drosophila se verifico un aumento significativo emlg Va Vp con la
edad (Charlesworth y Hughes, 1996). También se observan incrementos en estos
parametros para la mortalidad y la fecundidad con la edad (Promislow et al., 1996; Tatar

et al., 1996; Hughes et al., 2Q0Ros resultados de dichas investigaciones evidenciaron
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tanto incrementos significativos en la varianza genética especifica de edad en la
mortalidad y en la fecundidad temprana (Charlesworth y Hughes, 1994; Promislow et

al., 1996; Tatar et al., 1996; Hughes et al., 2002), como mutaciones deletéreas con
efectos especificos de edad sobre la mortalidad en lineas de Drosophila (Pletcher et al.,
1998).

Con respecto a la teoria pleiotropia antagonista, Rose y Charlestworth (1981a)
fueron unos de los primeros en demostrar correlaciones genéticas negativas entre la
fecundidad temprana y la longevidad en el modelo Drosophila. Asimismo, en una serie
de experimentos con el mutante age-1 de Caenorhabditis elegans, Friedtinason
(1988) evidenciaron que dicha mutacion confiere una expectativa de vida extendida en
asociacion con una considerable reduccion de la fecundidad. En Poa annua se verifico
que una alta fecundidad temprana estaba correlacionada con una reducciéon en la
supervivencia y la fecundidad tardia (Law, 1977). Otras evidencias fueron aportadas
basdndose en la seleccion artificial como modelo de evolucion experimental. Por
ejemplo, en poblaciones de laboratorio de Drosophila subobscura se observé un
reducido éxito reproductivo en edades tempranas como consecuencia de la seleccién
artificial para extender la longevidad (Wattiaux, 1968a). En otro estudio se observé una
reduccion de la fecundidad temprana en hembras de D. melanogaster luego de ser
exitosamente seleccionadas para incrementar la expectativa de vida (Rose vy
Charlesworth, 1980; Luckinbill et al., 1984, 1987; Rose, 1984b; Hutchinson y Rose,
1990). Resultados similares se obtuvieron en Poa annua y en el anfipodo Gammarus
lawrencianus (Doyle y Hunte, 1981; Law, Bradshaw y Putwain, 1977). También se han
obtenido evidencias sobre patrones clinales y de diferenciacion interespecifica para la
longevidad y la fecundidad que son consistentes con las teorias del envejecimiento en

Drosophila (Sambucetti et al., 2005; Norry et al., 2006). Por otro lado, Westendorp y
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Kirkwood (1998) encontraron una relacion negativa entre la longevidad y la
reproduccién en Homo sapiens usando registros historicos para la aristocracia britanica.

La teoria del soma desechable predice que el esfuerzo metabdlico destinado a
procesos de mantenimiento y reparacion celular varian segun la expectativa de vida de
la poblacion en cuestion (Kirkwood y Austand, 2000). Varios estudios moleculares y
celulares confirmaron esta idea. Comparando especies cercanamente emparentadas se
pueden obtener evidencias que apoyen a esta teoria. Por ejemplo, la especie de roedores
Peromyscus leucopus exhibe una alta longevidad y menor generaciébn de especies
enziméaticas reactivas al oxigeno (las cuales son consideradas importantes factores que
causan envejecimiento, como se vera en la&@edc#t). En cambio cuandsecompara
con su especie hermana, filogenéticamente cercana pero poco longeva, Mus musculus
esta tiene mayor concentracion de enzimas antioxidantes y menores niveles de dafio
oxidativo (Sohal et al.,, 1993). Asimismo, en numerosos estudios comparativos
realizados en mamiferos se observdé que la capacidad de reparacion del ADN esta
correlacionada positivamente con la longevidad (Kirkwood, 1989). Experimentos
realizados en ungulados (Carranza et al., 2004) también brindaron soporte empirico a la
teoria del soma desechable.

Segun la evidencia mencionada arriba, las tres teorias evolutivas de la
senescencia parecen plantear mecanismos genéticos ciertamente involucrados en la
evolucion de la longevidad y del envejecimiento. EI hecho de que animales que
presentan adaptaciones que resultan en un incremento de la proteccion contra la
mortalidad extrinseca (por ejemplo, las alas, conchas de proteccion o en el cerebro de
gran tamafio) posean mayor longevidad (de los murciélagos, aves, tortugas y humanos)
es una evidencia a favor de la teoria del soma desechable. Entre estas adaptaciones, se

encuentran las que otorgan mayor tolerancia a los factores ambientales que tienen
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influencia sobre los individuos en la naturaleza. Un ejemplo de estas adaptaciones es la
resistencia a las altas y bajas temperaturas y al estrés por inanicion (Hoffman et al
2003). Al comparar una poblaciéon continental de zariglieyas que estd sometida a una
depredacion significativa por los mamiferos, con una poblacion de una isla que no esta
sujeta a la depredacion de los mamiferos se encontrd, como es esperado, un
envejecimiento mas lento en la poblacion de la isla (Austad 1993). Entre las especies de
insectos sociales, los que tienen la mayoria de los nidos protegidos contienen las
hembras reproductoras, con mucho, los lapsos de vida mas larga (Keller y Genoud
1997). Un analisis comparativo de los patrones de mortalidad entre las aves encontro
gue la tasa de aumento de la mortalidad con la edad se correlaciona directamente con la

magnitud de la mortalidad extrinseca (Ricklefs 1998).

Seleccion
v v natural

T 1‘ Mutacién

Tasa de mortalidad

Figura 1.1. La tasa de mutacion se mantiene constante a lo largo de la vida. La seleccion natural
se opone a estas mutaciones, purgando a la poblacién de mutaciones con efectos perjudiciales
tempranos, manteniendo las tasas de mortalidad bajas. La fuerza de la seleccién natural
disminuye con la edad. En edades muy avanzadas, la fuerza de seleccion natural ea muy baj
Esto conduce a un deterioro de la balanza entre la seleccion y otras fuerzasasyautiv
particular la mutacion. De esta manera se acumulan a lo largo de las geasrauiteciones,

perjudiciales o deletéreas con efectos tardios.
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1.4 Mecanismos del envejecimiento;, Como envejecemos?

Existen varios mecanismos que explican o mantienen una estrecha relacién con el
proceso del envejecimiento y la expectativa de vida de un organismo, aqui
mencionaremos tres, la teoria de radicales libres, las heat shock proteins (hsp) y por
ualtimo, la regulacién de la longevidad a través del camino de las hormonas.

Uno de los procesos ampliamente reconocidos que juegan un rol importante como
causante del envejecimiento es la acumulacién de dafio oxidativo, conocida como la
teoria de los radicales libres(Harman 1956; Beckman y Ames 1998; Finkel y
Holbrook 2000; Nemoto et al. 2004, Monaghan et al 2008). La produccion normal de
ATP por la mitocondria produce como subproducto varias especies reactivas de oxigeno
(ROS) que pueden oxidar una gran variedad de macromoléculas incluyendo a los
lipidos, proteinas y DNA e interferir con la funcién celular y tisular (Finkel y Holbrook
2000; Barja 2004). Dicho dafio oxidativo es un fuerte candidato para explicar, por lo
menos en parte, los cambios de los individuos relacionados con la senescencia
(Stadtman 1992; Hamilton et al 2001; Kujoth et al. 2007). La produccién de ROS en las
mitocondrias puede reducirse cambiando el gradiente de protones de la membrana
(Brand 2000; Balaban, Nemoto y Finkel 2005), pero esto resultaria en una reduccion en
la eficiencia de la produccion de ATP (Serra et al. 2003; Speakman et al. 2004;
Humphries et al. 2005). La produccion de ROS y el dafio concomitante, pueden ser
apaciguados por la produccion de enzimas antioxidantes y otros antioxidantes (Sohal,
Mockett y Orr 2002). Sin embargo, este mecanismo requiere energia y una
redistribucion de los recursos y potencialmente interfiere con las funciones de la

sefalizacion de ROS y en la defensa contra patdogenos. Un balance entre la produccion
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de radicales libres y la defensa contra el estrés oxidativo es un claro trade-off como
plantea la teoria de soma desechable y afecta a diversos caracteres de historia de vida.
Las Heat shock proteins (Hsp)actian como defensas de emergencia y cumplen
funciones de reparacion que intervienen en la regulacion de la expectativa de vida. Son
candidatas para explicar un mecanismo general del estrés y seran tratadas en el apartado
siguiente (1.4). Brevemente, estas proteinas se expresan como respuesta a una amplia
gama de formas de estrés y pueden tener efectos beneficiosos sobre la longevidad, por
ejemplo muchas enfermedades son consecuencia de la agregacion de proteinas
(Alzheimer en humanos). En lineas de seleccion artificial para aumentar la longevidad,
la seleccidn trajo aparejado un incremento en la expresibsp22y hsp23 (Kurapati
et al., 2000). Sin embargo, la seleccion para mayor longevidad produce una disminucion
en la expresion de la proteina inducible por estrés Hsp70, sugiriendo que existen otros
mecanismos mas importantes, como la estabilidad de las proteinas o el nivel
constitutivo de proteccion (Norry y Loeschcke, 2003). Wang et al. (2004) informé que
en un screening, 13 de los transcriptos que son sobre-expresados en condiciones de
multiple estrés en adultos de Drosophila, se encuentran las hsp26 y hsp27.
Posteriormente se demostré que estas dos proteinas, hsp26 y hsp27, son responsables de
aumentar la esperanza de vida de adultos. La sobre-expresion de Hsp ha demostrado
tener efectos beneficiosos sobre la longevidad, la supervivencia especifica de la edad y
la resistencia al estrés (Morrow et al., 2004; Tatar et al., 1997), pero también se han
observado efectos perjudiciales sobre estos mismos caracteres (por ejemplo, Bhole et
al., 2004). Presumiblemente, estas discrepancias surgen porque las Hsp tienen funciones
especificas que son sensibles al momento y el lugar de expresion. La expresion ectopica

puede facilmente dar lugar a efectos perjudiciales, como la expresion de Hsp puede
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causar un alto costo en términos de crecimiento, tasa de desarrollo y la fertilidad
(revisado en Sgrensen et al., 2003).

Uno de los principales y mas reconocidos mecanismos metabdlicos que
determina la expectativa de vida de un organismo es la regulacién de longevidad a
través delcamino de las hormonasLos genomas de D. melanogasye€. elegans
contienen un locus que codifica para un receptor del factor de crecimiento de tipo
insulina insulin/IGF-like (INR o daf-2) y muchos loci que codifican ligandos insulin-
like. Existen siete ligandos en el genoma de D. melanogaster (Brogiolo et al., 2001),
mientras que el genoma de C. elegans contiene 37 genes insulin-like (Pierce et al.
2001); estos genes se encuentran generalmente agrupados en clusters, sugiriendo a la
duplicacién génica como el origen evolutivo més probdlteimpresionante nimero
de fenotipos estan regulados a través del receptor insulina/IGF de la mosca y del
gusano, incluyendo el crecimiento, el metabolismo de nutrientes, la diapausa o Dauer, la
reproduccion y el envejecimiento (Partridge 2010).

El aumento en la longevidad como consecuencia de una reduccion del camino de
sefializacion del factor de crecimiento de tipo insulina insulin/IGF-like (11S) fue
descubierto en el gusano Caenorhabditis elegans, de manera directa a través de un
screening de mutaciones que aumentaban la longevidad (Kenyon, 2010; Partridge,
2010). Una reduccion en la ruta metabolica de TOR, que esta intimamente relacionado
con el 1IS, también muestra un aumento significativo en las longevidades de C. elegans
(Vellai et al., 2003), luego demostrado en Drosophila (Kapahi et al., 2004) y luego en
levaduras (revisado en Kenyon, 2010). También, una reduccion de estas dos rutas
metabdlicas, a través de manipulacion genética o inhibicion quimica, puede extender la
expectativa de vida en ratones (Fontana et al., 2010; Kenyon, 2010). Existen varios

estudios de genética de poblaciones en humanos donde encuentran una asociacion entre
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la longevidad y Foxo3a, un gen ortdlogo del factor de transcripcion forkhead DAF-16
de C. elegans involucrado en IIS (Kenyon, 2010). Mutaciones que reducen la actividad
del receptor BF-2 (Kenyon et al., 1993; Kimura et al., 1997) geAl (Friedman and
Johnson, 1988; Morris et al., 1996) extienden la longevidad de los gusanos adultos mas
de un 100%. El receptor de la insulina via la regulacion del camino de sefalizacién
PI3K-AKT/SGK, el cual culmina en una regulacién negativa del factor de transcripcion
Forkhead Foxtaf-16 (Brunet et al., 1999; Kops et al., 1999; Lin et al., 1997; Ogg et
al., 1997).

La regulacion de la senescencia mediante el camino de sefializacion de la
insulina esta ampliamente conservado desde los gusanos hasta los mamiferos (Cuadro
1). En Drosophila melanogaster, las mutaciones en el receptor extienden la longevidad
de las hembras en un 85% aproximadamente y una mutacion en el sustrato del receptor
de la insulina (IRS) Chico causa un aumento del 45% (Clancy et al., 2001; Tatar et al.,
2001). La sobreexpresion de foxo en Drosophila extiende la expectativa de vida en un
15-52% (Giannakou et al., 2004; Hwangbo et al., 2004). También alguna mutaciones en
Lnk (Slack et al., 2010) extienden la longevidad, asi como el incremento de la expresion
de PTEN (regulador negativo de la via) (Hwangbo et al., 2004). En C. elegans, el factor
de transcripcion forkheadd® 16 esta negativamente regulado por IS y es esencial para
la extension de la longevidad mediante la reduccion de IIS. Todavia no esta claro el rol
del ortélogo de Drosophila dFoxo en la extension de la longevidad por IIS, pero la
sobreexpresion de dFoxo en si misma extiende la longevidad (Giannakou et al., 2004;
Hwangbo et al., 2004). Una reduccion en la actividad de la via de TOR a traves de la
modulacion de varios genes como dTscl, dTsc2, dTOR y dS6K también extiende la
longevidad (Kapahi et al., 2004), asi como la inhibicion de TORC1 por rapamycin

(Bjedov et al., 2010). En ratones, la falta de un alelo del receptor del factor de
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crecimiento insulin-like 1 (IGF1) muestra un incremento de un 26% en la longevidad
media (Holzenberger et al., 2003). El camino de sefializacion de la insulina es
importante en una amplia variedad de tejidos para extender la expectativa de vida. Una
mutacion en el tejido adiposo de raton incrementa la longevidad en un 18% (Bluher et
al., 2003), mientras que un knock-out cerebro-especifico la incrementa en un 18%
(Taguchi et al., 2007).

El sistema nervioso y el tejido graso son los dos principales tejidos implicados
en la extension de la longevidad por la reduccion de la via insulin/TOR. En los adultos
de Drosophila dilps 2, 3 y 5 son producidos en el cerebro (Revisado en Partridge et al
2010, Gronke et al., 201.Gun-N-terminal quinasa (JNK) se actiea respuesta a una
variedad de estreses y las moscas modificadas genéticamente para aumentar la actividad
de JNK muestran una longevidagtendida (Wang et al., 2003). Del mismo modo, la
expresion de una forma dominante-negativéademp53 supresora de tumores en estas
células, extiende la vida util y reduce el nivel de transcripcion de dilp2 (Baakr
2007), y al eliminarlos se extiende la longevidad (Gronke et al., 2010). La restriccidon
dietaria (DR)en Drosophila, que extiende generalmente la expectativa de vida, resulta
en niveles reducidos transcripcionales de ddp®s MNC (Min etal., 2008), a pesar de
la supresion del gen dilp5 por si sola no altera la respuesta a RD, posiblemente a causa
de incremento en la expresion compensatoria de dilps 3 (Gronke et al., 2010JaTanto
via de 1IS, que responde a las sefiales nutricionales y jun-N-terminal quinasa (JNK) que
responde frente al estrés, convergen en la via FOXO, lo que convierte a este ultimo en
un integrador central de control de adaptaciones celulares y de organismos, incluyendo
la resistencia al estrés y la longevidad (Wang et al., 2005). La actividad de FOXO

también puede ser modulada traduccionalmente por la interaccion con TOR, que
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responde a cambios en factores de crecimiento, amino&cidos, la tension de oxigeno y el

estado de la energia (Luong et al., 2006) (Cuadro 1).

Cuadro 1. El camino de sefializacién del factor de crecimiento de tipo insulina
insulin/IGF-like (11S)
La sefalizacion se inicia con la unién de un ligando con un receptor adecuado que if
dimerizacion del receptor y autofosforilacion del dominio citoplasmético. Los rayoo&ses
mamiferos tienen tres ligandos (insulina, IGF-1 e IGF-2), mientras que lo®gyskas moscal
tienen no menos dd8 y 7 ligandos respectivamente. Los gusanos y las moscas tier
receptor, mientras que los ratones tienen tres que, ademas, pueden formar heterodin
seflal es transducida ya sea directamente desde el receptor (en gusanos y m
indirectamente a través del sustrato del receptor de la insulina (IRSKa(®PIAGE-1 en
gusanos). Los gusanos y las moscas tienen un Unico IRS, mientras que los ratones
cuatro (IRS-1-IRS-4). PI3K convierte [fosfatidilinositol (4,5jdsifato] a PIP2 en segund
mensajero PIP3 [fosfatidilinositol (1,4,5)-trifosfato], y esta actividachrgagonizado por |
fosfatasa PTEN (DAF-18 en los gusanos). Los niveles elevados de PIP3 resultad
activacion de PKB y PDK, y PDK luego fosforila a PKB, activandolo. Lascam tienen ui
Gnico PKB, mientras que los gusanos tienen Akt 1, Akt 2 y SGK-1, y los ratenen #ktl,
Akt 2 y Akt 3. EI PKB activado fosforila el factor de transcripcion forkhdaatkhead TF) dé
manera quseeexcluye del ndcleo y se inactiva. Los gusanos y las moscas contienen un fa
transcripcion forkhead Unico (DAF-16 y FOXO respectivamente), mientrasogueationes
tienen tres [FKHR (Forkhead homologo 1), FKHRL1 (FKHR tipo 1) y AFX (FOXO 4)].
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1.5 Estrés y proteinas de la respuesta al estrés por calor

Todos los organismos en la naturaleza experimentan cierto grado de

estrés

ambiental. Severos niveles de estrés ambiental frecuentemente impactan sobre la

supervivencia y la reproduccion de los individuos en ambientes extremos (Hoffmann y

Parsons, 1991). En estas situaciones, la fuerza neta de la seleccion natural se intensifica

y los cambios evolutivos pueden ocurrir con mayor rapidez pero aumentando al
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tiempo el riesgo de extincién (Hoffman y Parsons, 1991). En geneealy@&se define

como una condicion que perturba el normal funcionamiento de los sistemas biol6gicos
0, en un sentido mas amplio, como una condicion que puede disminuir la aptitud o
fitness (Hoffmann y Parsons, 1991, Bijlsma y Loeschcke, 1997).

Frente al estrés causado por factores ambientales los organismos pueden
responder de dos maneras. Puede existir una respuesta de tipo comportamental, es decir,
que el individuo evite estar sometido directamente al estrés ambiental. Si no existe una
respuesta de tipo comportamental suficientemente exitosa, se puede dar el otro tipo de
respuesta que involucra cambios metabodlicos mediados por hormonas. Este ultimo tipo
de respuesta se caracteriza por la induccion de la expresion déeatsshock
proteins”. Las Hsp, mencionadas en el apartado anterior, son proteinas, muchas de las
cuales son chaperonas moleculares que juegan un importante rol en la respuesta celular
frente a un amplio rango de formas de estrés, incluyendo el estrés por alta temperatura,
de ahi su nombre (Lindquist, 1986; Sgrensen et al., 2003). Estas Hsp estan involucradas
en funciones que garantizan la sintesis de proteinas funcionales, tales como el
transporte, plegamiento, desplegamiento, ensamblaje y desensamblaje de los péptidos,
también participan en la degradacion de proteinas agregadas o mal plegadas. El
significado evolutivo y ecoldgico de las Hsp ha sido una materia de gran interés en los
afios recientes, ya que estas chaperonas moleculares pueden estar directamente
relacionados con la adaptacion al estrés térmico y otras formas de estrés (revisado en
Sgrensen et al., 2003). Los genes de las Hsp estan presentes en practicamente todos los
organismos conocidosincluyendo bacterias, plantas y animales. Los genes que
codifican para las diversas Hsp son altamente conservados en el reino animal, con bajo
nivel de variacion entre especies en las regiones codificantes. Esto sugiere que las Hsp

tienen una gran importancia funcional en la proteccion de la célula y del organismo
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durante y/o después de la exposicion al estrés, pues son relevantes en la recuperacién y
supervivencia luego de la exposicion a diversas formas de estrés (Lindquist, 1986;
Sgrensen et al., 2003).

Un gran numero de experimentos demuestran que las Hsp son componentes
claves de la termotolerancia (Lindquist, 1986). Asimismo, muchas Hsp no son
especificas de la respuesta al estrés por calor sino que se inducen por otras formas de
estrés, incluyendo la exposicién a metales pesados, a etanol, a andlogos de aminoécidos,
infecciones virales, hipoxia e incluso envejecimiento (Schlesinger et al., 1982; Marx
1983; Sgrensen et al., 2003). Tanto las altas como las bajas temperaturas pueden inducir
la expresién de Hsp, aunque esta induccion esta sujeta fuertemente al nicho ecoldgico
del organismo en cuestion (Feder y Hoffmann, 1999).

En estudios de laboratorio se ha visto que pequefios aumentos en el nivel de Hsp
pueden tener efectos sobre multiples caracteres de historia de vida tales como la tasa de
desarrollo, la resistencia al estrés, la longevidad y la fecundidad (Rutherford vy
Lindquist, 1998; Sgrensen y Loeschcke, 2001; Queitsch et al., 2002; Rutherford, 2003;
Sgrensen et al., 2003). Algunas Hsp parecen estar muy involucradas también en el
mantenimiento y reparacion del soma durante el proceso de senescencia (Feder y
Hoffmann, 1999; Tower 2009). Actualmente hay un gran soporte empirico no sélo del
crucial rol de las heat shock proteins como un sistema de defensa fisiologica sino
también como un sistema cuyo nivel de expresion inducida evoluciona adaptativamente
frente al estrés ambiental. Los genes de hgg¥-omega parecen tener un gran efecto
en la respuesta adaptativa al calor extremo en D. melanogaster (ej., Weeks et al., 2002;
Sgrensen et al., 2005a).

Los genes que codifican las Hsp se encuentran agrupados en familias formadas

por varios genes relacionados, con diferentes funciones. En particular, la familia de la
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Hsp70 esta formada por varios genes que codifican para distintas proteinas de un peso
molecular de alrededor de los 70 KD. La mayoria de estos genes son expresados de
manera constitutiva y son sobre-regulados luego de la exposicién al estrés (Velasquez et
al., 1983; Sorensen et al 1995). Sin embargo, el gen de la hsp70 se expresa Unicamente
luego de la exposicion al estrés (Velasquez et al., 1983). La proteina codificada por
dicho gen, Hsp70, parece ser parcialmente responsable del aumento de la resistencia al
calor luego del estrés (Solomon et al., 1991; Feder y Krebs, 1997) y participar en la
regulacion de otros productos inducibles por alta temperatura. Mas aun, estudios de
mapeo de QTL para la resistencia a altas temperaturas en D. melanogaster detectaron un
QTL ubicado en la misma regiébn en donde se encuentra el gen yapiOde los
cognatos hsc70 entre otros (Norry et al., 2004; Morgan y Mackay, 2006). Segun lo
indica un estudio en D. melanogaster (Sgrensen et al., 2009%p70 parece no tener

un rol principal en la resistencia al coma por alta temperatura. A través de un analisis de
expresion del genoma completo realizado sobre lineas de seleccidn artificial para la
resistencia al coma por alta temperatura, Sgrensen et al. (2007) detectaron que los
patrones de expresion de las Hsp, en particular Hsp70, no se modifican como
consecuencia de la seleccién aplicada (Sgrensen et al., 2007). Sin embargo, otro estudio,
también basado un estudio de expresion, detectd un efecto significativo de Hsp70 sobre
la resistencia al coma por alta temperatura (Takahashi et al 2011).

La exposicion a niveles sub-letales de estrés puede desencadenar un tipo de
respuesta adaptativa en el cual los organismos logren contrarrestar los efectos
perjudiciales del estrés y mostrar una recuperacion completa luego del mismo. El
fendmeno mediante el cual los organismos logran restablecer su homeostasis interna y
adquirir una mayor tolerancia frente a una nueva situacién de estrés se conoce como

aclimatacion. En inglés se distinguen dos terminologias que no existen en castellano,
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utilizando aclimatation para el proceso de adquirir mayor tolerancia luego de periodos
largos de exposicion al estrgdheat-hardening para periodos breves de exposicion al
estrés. El fendmeno de aclimatacion es un ejemplo de plasticidad fenotipica, es decir, la
expresion fenotipica variable que puede tener un carcter por parte de un mismo
genoma bajo diferentes condiciones ambientales (Stearns, 1989). En Drosophila y en
muchos otros organismos modelos, la aclimatacién induce cambios fisioldgicos y
modificaciones en los niveles de expresion de ciertos genes. Por ejemplo, el nivel de
expresion inducida del gen hsp70 aumenta significativamente como consecuencia de la
aclimatacién a altas temperatur& han documentado los efectos beneficiosos de la
solre-expresion de Hsp70 en Drosophila, tales como aumentos en la resistencia al
estrés térmico y en la longevidad (e.g. Tatar, 1999) y otro trabajo mostrd que las lineas
mas resistentes a un estés potencialmente letal de calor expresan mas Hsp70 y que la
seleccion para mayor longevidad disminuye la expresion inducible de Hsp70 (Norry y
Loeschcke, 2003), existen costos asociados a altos niveles de expresion de dicha
proteina tanto a nivel celular (e.g., disminucién en el crecimiento y division celular en
los trabajos de Feder et al., 1992; Krebs y Feder, 1997) como a nivel organismico (e.g.,
disminucién en la reproduccién en Krebs y Loeschcke, 1994; Silbermann y Tatar,

2000).

1.6 La longevidad y la sensitividad térmica

El estrés térmico constituye una de las formas de estrés mas comunes en
ambientes terrestres contemporaneos. La temperatura ambiental puede provocar
profundos efectos sobre la morfologia, fisiologia y el comportamiento de los
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organismos (e.g. Hochachka y Somero, 1984; Huey y Bennett, 1987). Mas aun, la
exposiciobn breve o periddica de los organismos a temperaturas extremas es un
importante factor que afecta la dinAmica y evolucion de las poblaciones naturales
(Hoffmann y Parson, 1991; Kaveira et al., 1993; Johnston y Bennett, 1996). Si bien las
temperaturas mayores que un umbral maximo causan tipicamente una muerte rapida, la
exposicion a temperaturas elevadas pero sub-letales resulta ser una caracteristica de
gran relevancia ecoldgica en poblaciones de insectos pequefios como Drosophila
Generalmente, la exposicién a altas pero sub-letales temperaturas puede conducir a un
“coma” reversible en insectos y otros organismos. De esta manera, el estrés térmico

puede regular de manera rutinaria a los niveles de actividad de los insectos bajo
condiciones de calor en la naturaleza. La capacidad para resistir a dicho coma inducido
por el calor es adaptativa. Esto se debe a que los individuos que logran permanecer
activos y por lo tanto pueden tener acceso a la reproduccion, tendran una ventaja
demogréfica respecto a otros individuos que permanecen en estado de coma durante
condiciones de calor extremo en poblaciones naturales (Huey et al., 1992; Loeschcke y
Hoffmann, 2007).

La termo-resistencia es una caracteristica fenotipica que limita la distribucion y
abundancia de las especies, y algunas especies modelo como D. melanogaster pueden
sobrevivir y reproducirse en zonas climaticas que abarcan un amplio espectro térmico,
desde zonas tropicales hasta regiones relativamente frias (Hoffmann et al., 2003). La
adaptacion a temperaturas extremas es un topico de gran interés en la biologia evolutiva
contemporanea, particularmente en la perspectiva de un creciente calentamiento global
inducido en gran medida por la actividad humana (Hoffmann y Parsons, 1997,
Hoffmann y Merila, 1999; Dahlgaard et al., 2000; Hoffmann y Hercus, 2000; Norry et

al., 2004; Sgrensen et al., 2005a; Hoffmann y Weeks, 2007; Hoffmann y Daborn, 2007).
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Ademas el estrés ambiental también tiene implicancias en los mecanismos y evolucion
del proceso de senescencia. Muchos trabajos han descubierto una alta correlacion entre
la resistencia al estrés y la expectativa de vida a temperaturas normales, por lo que
resulta interesante pensar a los genes candidatos para longevidad como los mismos
genes candidatos para la tolerancia al calor (Kirkwood y Austad, 2000; Minois, 2000;
Hoffmann et al., 2002a; Norry y Loeschcke, 2003; Sgrensen et al., 2003, Vermeulen y
Loeschcke 2007). La relacion entre la tolerancia al calor y la expectativa de vida a
temperaturas normales fue también sugerida por la observacion de que mutaciones
genéticas que extienden la longevidad, aumentan también la capacidad para resistir
temperaturas que son extremas para el organismo (Lithgow et al., 1994, 1995).
Experimentos realizados en Drosophila también evidenciaron una correlacion genética
entre los dos caracteres mencionados (Norry y Loeschcke, 2002a,b, 2003).

De esta manera, el estrés puede actuar como una potente fuerza evolutiva y
conducir a respuestas adaptativas que pueden a su vez impactar sobre los mecanismos y
evolucion del proceso de envejecimiento. En particular, la teoria del soma desechable
mencionada en el apartado 1.2 brinda el marco tedrico conceptual para investigar las
relaciones causales entre la tolerancia y respuesta al estrés ambiental y los mecanismos
y evolucion de la senescencia y la longevidad (Lithgow y Kirkwood, 1996; Luckinbill,
1998). En particular, el estrés térmico altera la expresion de cientos o incluso miles de
genes en organismos modelos como Drosophila (Sgrensen et al., 2005b), algunos de los
cuales incluyen los genes que codifican para las “heat-shock proteifis(Hsps), que
pueden tener importantes efectos sobre la longevidad y la fecundidad (ej., Tatar et al.,
1997; Silbermann y Tatar, 2000). De la misma manera, la expresion de muchos genes se

ve alterada en estudios donskecomparan los niveles de transcripto en todos (o casi
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todos) los genes del genoma entre condiciones control y condiciones de inanicion
(starvation) (Harbison et al 2005).

Muchas investigaciones se han realizado en poblaciones experimentales de
diferentes especies con el objetivo de estudiar la relacion entre la resistencia al estrés y
la longevidad. Los experimentos de seleccion artificial han constituido una buena
aproximacion para evaluar la posible correlacion genética entre estos caracteres (ver
seccién hormesis y longevidad). Los resultados generales de dichos experimentos
realizados en D. melanogaster indican que la longevidad y la resistencia al estrés se
encuentran positiva y genéticamente correlacionadas, ya que la seleccién para aumentar
la longevidad incrementa también la resistencia a diversas formas de estrés (Service et
al., 1985; Force et al.,, 1995; Zwaan et al., 1995; Mockett et al., 2001; Bubliy y
Loeschcke, 2005a). Durante las ultimas décadas, se ha implementado un segundo tipo
de aproximacion para evaluar si los mecanismos de respuesta al estrés también estan
involucrados en la modulacion de la longevidad. La estrategia implementada se basa en
someter a individuos de poblaciones experimentales a situaciones de estrés no letal
(generalmente estrés por alta temperatura) y evaluar el efecto que posee la exposicion al
estrés sobre la longevidad (ver efectos horméticos del estrés en el parrafo siguiente).
Los resultados generales de esta aproximacion indican que breves exposiciones a
niveles sub-letales de calor incrementan el tiempo de vida en Drosophila, C. glegans
otros organismos modelo (ver Rattan, 2008 para una revision). En todos los casos
nombrados, la extension de la longevidad estaria explicada por un aumento en el
mantenimiento y reparacion somatica en respuesta al estrés aplicado (Gems y Partridge,
2008), tal como lo indica la teoria del soma desechable.

Al fendmeno en el cual aumenta algin componente de la aptitud como resultado

de la exposicion a niveles moderados de estrés, se lo conoce con el nombre de, hormesis

38



particularmente dentro del campo de la gerontologia. Segun el modelo hormético, la
aptitud maxima de un componente del fitness que esta sujeto a hormesis (ej.,
longevidad) ocurre a bajos o moderados niveles de estrés, mientras que a severas
exposiciones la aptitud disminuye a causa de los efectos deletéreos del mismo factor de
estrés (Figura 1.2). La hormesis se considera entonces como un efecto beneficioso en
respuesta a simples o mdultiples formas de estrés ambiental (Parsons, RAERa).
generalmente, la hormesis puede ser vista como el resultado de la seleccién sobre la
eficiencia metabdlica en respuesta a perturbaciones ambientales (Parsons, 2002a).
Todas las formas o agentes de estrés pueden potencialmente producir hormesis. Las
medidas comunmente usadas para evaluar la hormesis son componentes interesantes del
fitness tales como el crecimiento y la longevidad.

La exposicion a niveles sub-letales 0 moderados de estrés por un periodo de
tiempo puede alterar la expresién de muchos genes en Drosophila (Sgrensen et al. 2005;
Kristensen et al. 2006), afectando de manera drastica algunos caracteres de historia de
vida como la longevidad (e.g., Parsons 2002; Khazaeli et al 1997; Le Bourg et al. 2001;
Hercus et al 2003; Lithgow et al. 2006; Vermeulen y Loeschcke 2007; Tower 2009). De
esta manera, la longevidad puede ser extendida en individuos jovenes como
consecuencia de la exposicion a niveles sub-letales de estrés (e.g., Olsen et al. 2006).
Este efecto beneficioso del estrés es conocido como el fenOmeno de hormesis
mencionado mas arriba (Calabrese et al. 2007), de manera que bajas dosis de estrés
pueden llegar a disminuir la tasa de senescencia y la tasa de mortalidad especifica por
edad en una poblacion (Khazaeli et al 1997; Scannapieco et al 2007). Dicho de otro
modo, la hormesis es un efecto beneficioso como consecuencia de dosis bajas de estrés,
gue se sabe que es perjudicial para el individuo en dosis mas altas (Calabrese et al.

2007). El estrés sub-letal ha mostrado tener un efecto beneficioso sobre la longevidad en
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muchos organismos incluyendo a los gusanos (Lithgow et al. 1995a; Butov et al. 2001,
Cypser and Johnson 2001, 2002, 2003; Yashin et al. 2002; Rea et al. 2005; Olsen et al.
2006; Lithgow et al. 2006) y moscas (Khazaeli et al. 1997; Le Bourg et al. 2000; Hercus
et al. 2003, Scannapieco 2007).

La evidencia mas clara y mejor demostrada de hormesis proviene del efecto
benéfico del estrés por falta de alimento (restriccion dietaria) sobre la longevidad (ver
Tatar 2011 para una revision). Con respecto al estrés por calor, no esta claro aun si la
extension de la longevidad inducida por esta forma de estrés se debe al estrés térmico
per se (ej., induccion de Hsps) o a que debido al calor extremo las moscas interrumpen
la alimentacién y la reproduccion y pueden invertir la energia “ahorrada” en la
reparacion y mantenimiento del soma y por ende la longevidad. En condiciones de
estrés, las poblaciones podrian mantener en un minimo el esfuerzo reproductivo, si
debido al estrés los individuos pueden extender sus expectativas de vida. De esta
manera, al aumentar su longevidad, los individuos pueden reproducirse en condiciones
mas benignas luego del periodo de estrés, aumentando asi el fithess reproductivo global

(Scannapieco et al., 2007)
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Figura 1.2. Modelo de hormesis. La aptitud puede ser evaluada o0 medida como un componente
del fitness (gj., la longevidad) en una temperatura benigna y el estrés puledexpesicion a

alta temperatura. Existe una dosis de estrés para la cual ese parametroitde la fifpess del
individuo es mayor que en la ausencia de estrés. Sin embargo, cuando el esiedses®as

severo la aptitud cae drasticamente. Se supone que la hormesis es genéticamente vaoiable por |
que podria evolucionar (Parsons 2002a).

La relevancia del estudio de la hormesis en investigaciones sobre senescencia y
envejecimiento, se debe a que la respuesta celular inmediata al estrés interno y externo
estd basada en la regulacion de los procesos de mantenimiento y reparacion somatica.
De esta manera, ha sido sugerido que la estimulacién o induccion de rutas bioquimicas
de mantenimiento y reparacion (a través de tratamientos de estrés) puede ser una muy
buena estrategia para comprender las rutas bioquimicas del envejecimiento (Lithgow y
Kirkwood, 1996; Tatar et al., 1997; Rattan, 1998; Minois, 2000, Tower 2009, 2011). En
consecuencia, el estudio de la hormesis puede ser de utilidad para comprender aspectos
de la senescencia segun sugiere la teoria del soma desechable.

En la presente tesie estudiara el efecto de moderados tratamientos de calor
sobre la longevidad, y se estudiara la sensitividad térmica de dicho caracter. En algunas
lineas, el tratamiento térmico tendra efectos beneficiosos (hormesis), mientras que en

otras lineas el efecto sera neutro perjudicial.

1.7 La longevidad y la resistencia a la inanicion

En los ambientes naturales, los organismos frecuentemente soportan condiciones
de estrés por falta de alimento y por baja temperatura (Hoffmann y Harshman 1999;

Hoffmann et al. 2003). Como la energia ocupa un rol central en la vida de los
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organismos, mejorar la resistencia al estrés por falta de alimento involucra cambios

fenotipicos a diferentes niveles, desde sefalizacion intracelular hasta caracteres de
historia de vida. La resistencia al hambre severo se define como el tiempo de sobrevida
a la privacion total de alimento y sus valores fenotipicos rondan entre 20 a 200 horas en
esa condicion (Rion y Kawecki 2007). La resistencia al estrés por baja temperatura es
un caracter ecolégicamente relevante que puede regular el nivel de actividad bajo

condiciones de frio en la naturaleza (David et al. 1998). Este caracter adaptativo puede
tener multiples correlatos a nivel de otros caracteres de historia de vida (Hoffmann et al

2003).

Muchas formas de estrés muestran una correlacion con la resistencia a la
inanicion. La asociacidén entre la resistencia al hambre (RH) y la resistencia a la
desecacion es, probablemente, la que cuenta con las evidencias mas robustas (Harshman
et al. 1999; Bubliy y Loeschcke 2005). Otras formas de estrés que mostraron
correlaciones genéticas con RH, son, por ejemplo, la alta densidad larvaria (Joshi et al.
1998; Borash et al. 2000) y heat shock (Bubliy y Loeschcke 2005). Asimismo la
bibliografia es inconsistente, mostrando que existen caminos alternativos para la
adaptacion a dichos estresores. Otra correlacion interesante es la que se observé con la
resistencia al frio (RF). Hoffman y colaboradores (Hoffmann et al. 2005) observaron
una correlacion negativa entre la RH y la RF en lineas seleccionadas para ambos
caracteres mostrando un claro trade-off. Sin embargo otro experimento muestra que la
RH aumenta en lineas de seleccion a la baja temperatura (Bubliy y Loeschcke 2005). En
la presente tesis se estudid la correlacion entre estos caracteres aportando a esta
discusion.

La bibliografia también muestra una robusta asociacion evolutiva entre una alta

RH y alta expectativa de vida. La asociacion entre RH y el peso al momento de la
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eclosion puede deberse a una mayor acumulacion de reservas de lipidos o carbohidratos
por parte de las larvas, sin un aumento grande en el tamafio corporal (Chippindale et al
1996; Hoffmann et al. 2005). Una manera de tomar estas reservas adicionales es
aumentar el tiempo de alimentacion de las larvas, es decir, retardando el momento del
empupe (Edgar 2006), de esta forma se puede explicar el tiempo de desagtalgona

en lineas de seleccion a la RH. La disminucién de la fecundidad y el aumento de la
expectativa de vida de moscas seleccionadas para alta RH, no parece ser consecuencia
de una mayor adquisicion de lipidos al momento de la eclosibn. M&s aun, moscas
seleccionadas para una acumulacién mayor de reservas han mostrado tener una alta
fecundidad temprana y una longevidad menor (Foley y Luckinbill 2001).

La relacion evolutiva entre la resistencia a la inanicion y la longevidad se ha
confirmadoen algunos experimentos de seleccion. Los datos relevantes de Drosophila
se basan casi exclusivamente en estudios con D. melanogaster. Lineas de laboratorio
seleccionadas para una mayor longevidad también son mas resistentes al estrés
inanicion (Rose y Archer, 1996), ademas de seleccion para la resistencia al ed#és pue
aumentar la longevidad (Rose et al, 1992; Hoffmann y Parsons, 1993). Ademas,
mutantes deD. melanogaster con una longevidad aumentada por lo general son
resistentes al estrés (Lin y Benzer, 1988)gen chicoen D. melanogaster codifica un
sustrato del receptor de la via de sefalizacion de factor de crecimiento de tipo insulina
(insulin/insulin-like growth factor (IGF)). Algunas mutacemde chico extienden la
longevidad hasta en un 48% y también aumetdamesistencia a la inanicién en las
hembras (Clancgtal., 2001). Sin embargo, estos resultados no siempre son coherentes,
como se explica en el parrafo siguiente.

También hay evidencia de procesos que afectan a la resistencia a la inanicion y

la longevidad de forma independiente. Por ejemplo, la via de sefializacion del blanco de
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de Rapamycin (TOR) se cree que regula la longevidad (Tatar et al., 2003). Varios genes
que participan en esta via pueden ser manipglpdra aumentar la esperanza de vida

sin cambios asociados en la resistencia a la inanicion (Kapahi et al., 2004). Por otro
lado, la hormona adipocinética (AKHs, neuropéptidos metabdlicos) también puede
regular el comportamiento alimenticio en la inanicion. Las moscas carentes de neuronas
AKH carecian de hiperactividad frente a la inanicjdtambién mostraron una fuerte
resistencia a la falta de alimento en comparacién con de moscas de tipo salvaje, pero no
mostraron expectativa de vida mayor (Lee y Park, 2004).

Existe una base genética que explica el aumento de la abundancia de lipidos que
esta asociada con resistencia a la inaniciébn y la longevidad en D. melanogaster
(Chippindale et al., 1996). El mapeo de caracteres cuantitativos (QTL) arroja evidencia
de que muchos genes que determinan la resistencia a la inanicién estan involucrados en
la acumulacién de lipidos (Harbison et al., 2004). Por otra parte, los estudios
fisiolégicos de los mutantes indican que el aumento en la resistencia a la inanicion
puede estar asociado con cambios metabdlicos que conducen a la acumulacion de
lipidos (Hader et al., 2003). El mapeo de loci de caracteres cuantitativos (QTL) indican
que varios genes que explican la resistencia a la falta de alimento también estan
involucrados en la acumulacion de lipidos (Harbison et al., 2004).

Cuando los recursos alimenticios son inadecuados o no comestibles, se llega a
condiciones de inanicion severa. Esto representa una forma significativa de estrés
biolégico, que probablemente padecen la mayoria de los organismos en diversas
poblaciones naturales de umaplia variedad de taxa (White, 1993; Harshman y
Schmid, 1998; Harshman et al, 1999; Rion y Kawecki de 2007). En respuesta a las
alteraciones en el medio ambiente, incluidos los periodos de hambre o malnutricion, lo

organismos han evolucionado mecanismos fisiolégicos de adaptacion que alteran el
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fenotipo para promover la supervivencia (Djawdan et al, 1998; Harshman y Schmid,
1998; Rion y Kawecki, 2007). Una respuesta adaptativa a la inanicion puedsdagrar
través de una respuesta fisiolégica coordinada igquolucra una reduccion en el
metabolismo més la conservacion de las reservas energéticas (Harshman y Schmid,
1998). Esto se logra, en parte, mediante el almacenamiento de alimentos en momentos
en que la comida es abundante para permitir el aumento de las reservas energéticas
cuando los recursos alimenticios son mas reducidos (Chippindale et al, 1996; Hoffman
et al, 2005; Rion y Kawecki de 2007). Ademas, una reduccion en la tasa metabdlica y el
movimiento es una manera de conservar energia durante los periodos en que la comida
es escasa (Harshman y Schmid, 1998; Knoppien et al, 2000; Williams et al, 2004).

Tanto larvas como adultos poseen un cuerpo graso que se ocupa de funciones
similares. En contra de la ubicacién discreta de la grasa corporal en las larvas, el cuerpo
de un adulto la grasatasnas dispersa en todo el organismo (Bharucha, 2009). Hojas de
tejido adiposo compuesto por adipocitos se distribuyen por debajo de la cobertura que
rodea el intestino y el tracto reproductivo dentro de cada n{@scase y Soulages,

2010; Hong y Park, 2010). Los l6bulos finos del tejido geesnantienen muy cerca de

la hemolinfa, lo que permite un intercambio eficaz de nutrientes entre la grasa corporal
y la hemolinfa (Arrese y Soulages, 2010). Dentro de la grasa corporal, la capacidad de
la lipogénesis es mayor que la sintesis de glucégeno, con gotas de lipidos qua ocupa
mayor parte del citoplasmgl espacio que queda denttd cuerpo graso se compone

de una pequeiia concentracion de granulos de glucégeno y proteinas (Arrese y,Soulages
2010.

El metabolismo intermedise modula en el cuerpo graso a través de la
regulacion del metabolismo de los hidratos de carbono, la sintesis de proteinas y

catabolismo de aminoacidos y nitrogeno (Arrese y Soulages, 2010). Con el fin de
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regular de manera eficiente las actividades metabdlicas, el cuerpo graso debe poseer
sensores de nutrientes para determinar el estado nutricional del organismo
Transportadores de aminoacidos situaglols membrana de cuerpo graso actian como
sensores de nutrientes estimulando al cuerpo graso a almacenar los alimentos cuando el
alimentoes abundante, y a la liberacion de energia durante las horas de privacion de
nutrientes (Arrese y Soulages, 2010). La regulacion del metabolismo de los hidratos d
carbono en el organismo se prodéreel cuerpo graso. Ahi se generan sefiales para
estimular a las células productoras de insulina en el cerebro a segregar péptpns de
insulina, y esto promueve la captacion y el almacenamiento de hidratos de carbono
(Leopold y Perrimon, 200’ Bharucha 2009, Hong y Park, 2010

Una de las principales funciones del tejido graso en Drosopkiédmacenar
lipidos en forma de triglicéridos (Hong y Park, 2010). Aproximadamente el 6,5% del
peso corporal adulto de Drosolghimelanogaster estd compuesto de lipidos (Baker y
Thummel, 2007) con una proporcidle masa seca que corresponde a los lipidos del
aproximadamente 30 (Arrese y Soulage010). Los triglicéridos almacenados en el
individuo derivan de la dieta de los hidratos de carbono, acidos grasos, o prateinas
través de varias conversiones metabdlicas (Arrese y Soulages, 2010). Durante periodos
prolongados de hambre se liberan acidos grasos, a través de la accion de la lipasa
Brummer que se encuentra en la superficie externa de la gota de lipidos (Baker y
Thummel, 2007). Los lipidos derivados del tejido graso son liberados a la hemolinfa en
forma de diacilgliceroles que mas tarde puede ser clivados para liberar acidos grasos
para su conversion en acetil-CoA utilizado en la sintesis de ATP (Arrese y Soulages,

2010).
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1.8 El modelo de estudio

Drosophila melanogaster (subgénero Sophophora, grupo melanpgaster
subgrupo melanogaster) es otra de las especies que sera utilizada en este trabajo. Esta
especie de distribucién cosmopolita fue adoptada como modelo de experimentacion
genética por el cientifico norteamericano Thomas Hunt Morgan a principios del siglo
XX a partir de sus investigaciones con moscas mutantes. Desde entonces, D.
melanogaster ha sido la especie mas ampliamente utilizada como organismo modelo
para estudios genéticos.

Una de las especies que sera utilizada como modelo en este trabajo de tesis es
Drosophila buzzatii (subgrupo mullieri, complejo buzzatii, cluster buzzatii). Esta
especie cactdfila habita principalmente zonas aridas y semiaridas desde bajas hasta altas
elevaciones de Argenting.g., Fontdevila et al., 1988; Hasson et al., 1992; Fanara et
al., 1999) y se encuentra principalmente asociada a cactus del género Opuntia
(subfamilia Opuntioideae), en especial a O. sulphyr&a. quimilio (Hasson et al.,

1992; Fanara et al., 2004). Las hojas en descomposicion de estos cactus son usadas
como sitios de alimentacién y oviposicién por D. buzzatii. La conocida ecojogia
patron de reproduccion de esta especie cactofila (Barrer et al., 1990; Etges, 1990;
Hasson et al.,, 1992, 1995; Fanara et al., 1996, 1999; Powell, 1997) proveen una
excelente oportunidad para estudiar diferentes aspectos evolutivos de la adaptacion al
ambiente y en particular, para explorar la evolucion de la longevidadejacion con

la tolerancia al estrés ambiental (Norry y Loeschcke 2002a, 2002b, 2003, Sgrensen

Loeschcke2001, Sgrensen et al 2005a, 2007 y otros caracteres de historia de vida.
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Drosophila es un sistema modelo para el andlisis de las respuestas evolutivas a
las temperaturas extremas (ej., Maynard-Smith, 1956; Hollongsworth y Bowler1966;
David et al., 1983; Hoffman y Parsons, 1991; Norry et al., 1994). Ademas, su facil
manejo, corto ciclo de vida y cria econémica facilitan analizar experimentalmente
diversos caracteres relacionados con la aptitud, entre ellos la longevidad, ayudando a la
comprension de su adaptacion a distintos ambientes. Asimismo, Drosophila es un
organismo modelo para elucidar la base genética de la termotolerancia en ectotermos
(ej., Loeschcke et al., 1997; Weeks et al., 2002; Hoffmann et al., 2002a; Norry et al.,
2004; Morgan y Mackay, 2006). Por ejemplo, los genes de la respuesta fisioldgica al
estrés por calor han sido descubiertos en este modelo. Ademas, esta especie posee
caracteristicas genéticas deseables tal como un complemento cromosémico pequefio
constituido por cuatro pares de cromosomas facilmente observables dada su estructura
politénica presente en las glandulas salivales. El estudio de los cromosomas politénicos
de D. melanogaster ha permitido determinar la posicion relativa de varios genes y
marcadores moleculares a través de sus frecuencias de recombinacién con genes o
marcadores vecinos. Otra de las caracteristicas que convierte a esta especie en un
excelente modelo es que el genoma de D. melanogaster ha sido secuenciado y anotado
(Adams et al., 2000). Ademas contamos con la base de datos flybase donde contamos
con una extensa informacion de la funcion de sus genes (FlyBase Consortium 2003).

Este organismo modelo representa uno de los principales organismos de
reproduccion sexual sobre los cuales se estudian la base genética de la resistencia al
estrés y su conexion con la longevidad (ej., Maynard-Smith, 1956; Loeschcke et al.,
1997; Bettencourt et al., 1999; Weeks et al., 2002; Hoffmann y Parsosns, 1991;

Hoffmann et al., 2002a,b). Como se menciond previamente, la longevidad media de D.
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melanogaster a la temperatura benigna de 25°C puede llegar a aumentar mas del 15% si

las moscas son tratadas experimentalmente con un moderado estrés de calor.

1.9 Objetivo General:

El objetivo general, al cual contribuyen los objetivos especificos de la presente
tesis doctoral, es elucidar la base genética y molecular que relaciona el proceso de
envejecimiento, la tasa de senescencia y los mecanismos de la respuesta al estrés
ambiental a través de reino animal. Drosophila es utilizada como un organismo modelo,

el estrés por calor y la falta de alimento como modelos de estrés
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Capitulo 2:
Mapeo de QTL



2.1- Introduccion al mapeo de QTL para un
diseno RIL
Mapeo genético de la longevidad a 25;Gensitividad
térmica sobre la longevidad y el estrés por hambre en el

modelo Drosophila.

2.1.1 Los caracteres mapeados

A menudo, los fenotipos de las plantas y los animales se ven influidos por
muchos genes en lugar de un anico locus (Falconer y Mackay 1996, para una revision
general). Estos rasgos se denominan caracteres cuantitativos y los lugares o regiones del
genoma que influyen en estos rasgos son loci de caracteres cuantitativos, abreviado en
adelante como QTL. Las lineas recombinantes endogamicas (RIL) pueden utilizarse
para identificar QTL como regiones del genoma que explican un componente
importante déa variacion genética que segrega.

Tanto los caracteres morfoldgicos como los caracteres de historia de vida, como
la resistencia al estrés, caracteres metabolicos, fertilidad y la longevidad pueden se
mapeados por medio del mapeo de Loci de Caracteres Cuantitativos (QTL) (Mackay,
2004). Drosophila es una herramienta fundamental para resolver el desafio de entender
como interactian multiples loci que afectan a los caracteres complejos. El mapeo de
(QTL) responsables de la variacion natural es facilitado por la posibilidad de criar

grandes cantidades de moscas, y por la tawwon de lineas recombinantes
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endogamicas (RIL). Los test de complementacion en stocks con deficiencias permite un
mapeo QTL de alta resolucion, y la complementacion de mutantes permite identificar
genes candidatos. Finalmente, los estudios de la trascripcion de genomas completos
facilitan la identificacion de genes que afectan a caracteres cuantitativos (Mackay
2004).

La longevidad es un rasgo tipico cuantitativo, controlado por multiples genes
cuyos efectos estan condicionados a los ambientes genéticosesgxaaiernos. El
mapeo de QTL es una importante herramienta utilizada en D. melanogaster que pueden
identificar regiones del genoma ers lgue se encuentran genes relevantes para la
longevidad (Nuzhdin et al, 1997, 2005, Vieira et al, 2000. Leips y Mackay, 2000, 2002;
Curtsinger y Khazaeli 2002; Wang et al 2004, Chao-Qiang Lai 2006; Vermeulen y
Loeschcke 2007). Con respectdaalongevidad, los tres cromosomas mayores de D.
melanogaster contienen QTL que contribuyen a la variacion de la longevidad, la
mayoria de estos trabajos estudiaron a la longevidad en ambientes de sexos juntos, pero
en esta tesis se realiz6 un estudio de QTL para la longevidad en ambiente de sexos
separados. A lo largo de varios estudios, Mackay y colegas encontraron al menos 23
QTL que explican la longevidad a lo largo del genoma de D. melanogaster (Nuzhdin et
al, 1997, 2005, Vieira et al, 2000; Leips y Mackay, 2000, 2002). Muchos de estos QTL
para la longevidad resultaron ser especificos del ambiente (Vieira et al, 2000). Como se
menciond anteriormente, todos los estudios previos se realizaron en ambientes de sexo
mezclado. Para remover experimentalmente los efectos de la actividad reproductiva en
esta tesis estudiamos la base genética de la longevidad pero esta vez en ambiente de
sexo unico en moscas control y en moscas que recibieron un tratamiento previo de
calor. Con esto es interesante determinar si los QTL para la longevidad en condiciones

de control y condiciones de estrés por calor, se mantienen. Este organismo modelo ha
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sido utilizado también para el mapeo de QTL de la variacién en la resistencia al estrés
nutricional o por falta de alimento en adultos. Para este caracter también se han
encontrado QTL que mapean en los tres principales cromosomas de Drosophila (Wang
2004, Harbison 2005, Nuzhdin SV 2007). Poco se sabe acerca de los QTL que explican
la sobrevida de las larvas en medio pobre en alimentos.

La resistencia a la inaniciébn es un caracter cuantitativo tipico que muestra una
considerable variacion genétiem Drosophila (Service y Rose 198Ba Lage et al
199Q Hutchinson y Rose 199Hutchinson et al 1991Toda y Kimura, 1997van
Herrewege y David de 1997; Karan y Parkash 1%@8an et al 1998 Hoffmann y
Harshman, 1999; Harbison et al 2004) y responde a la seleccién artificial (Harshman y
Schmid, 1998; Harshman et al 1999). La forma de resistencia al estrés que
indirectamente responde a la seleccién para la longevidad es inconsistente (Torre, 1996;
Harshman y Hoffmann, 2000), porque los experimentos de seleccion pueden tener
resultados heterogéneds que podria deberse a una serie de factores que incluye a la
intensidad de la selecciéHdrshman y Hoffmann, 2000). En consecuencia, el mapeo de
QTL puede ser puede ser un buen método para analizar la relacion genética entre esto
caracteres. En este caso seria interesante encontrar QTL que sean compartidos entre la
supervivencia a la inanicion y la longevidad, es decir que existan QTL que dan cuenta
de la variabilidad de ambos caracteres y que mapeen en las mismas regiones o regiones
superpuestas (colocalizacion de QTL). También es interesante analizar el signo de los
QTL que colocalizan para dos caracteres. Si comparten signo quiere decir que esa
region afecta de la misma manera a ambos caeactimentando o disminuyendo los
valores fenotipicos de los caracteres en cuestion. Harbtsaln (2004) identificaron

383 inserciones de elementos P que afectan la resistencia a la inanicién y encontraron
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13 loci (seis con los efectos especificos por kgue contribuyen a una diferencia en la
resistencia a la inanicién entre dos cepas endogamicas de laboratorio.

En el presente trabajo se realiz6 un mapeo de QTL para varios caracteres
través de un disefio de lineas RIL disponibles en el laboratorio, estos son la longevidad
medida a 25°C con y sin un pre-tratamiento de estrés por alta temperatura y la
resistencia al estrés por falta de alimento tanto en moscas adultas como en larvas. El
andlisis se llevd a cabo empleando un disefio de mapeo del intervalo compuesto usando
el programa QTL- Cartographer versién v2.5 para Windows (Wang et al 2009), para un
disefio Ri2 con cinco marcadores de control y un tamafio de ventana de 10 cM. Se
exploraron los efectos de alterar la combinacion inicial de los valores de los parametros.
Las posiciones de los QTL detectados con los valores default de los parametros fueron
consistentes a lo largo de una amplia combinacién de valores. Los umbrales de
significacién fueron determinados por 1000 permutaciones al azar.

Por ultimo, las interacciones epistaticas fueron evaluadas utilizando un modelo
lineal: y=my,. m,. mim, . e, donde my m, son los genotipos de los marcadoresyx

respectivamente (Morgan y Mackay 2006).

2.1.2 Mapeo de loci de caracteres cuantitativos-Fundamentos

Muchos loci de caracteres cuantitativos (QTL) se identificaron de forma fortuita,
al descubrirse por casualidad por tener efectos muy grandes sobre el caracter. Estos
incluyen las mutaciones morfoldgicas de efecto grande de la genética clasica que

surgieron por mutacion tanto espontdnea como dirigida.
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El principal objetivo del mapeo de QTL es la identificacion de regiones del
genoma que contengan genes que contribuyan a la variacion fenotipica de caracteres
cuantitativos de interés (revisado en Falconer y Mackay, 1996; Mackay, 1996; Lynch y
Walsh, 1998). Esta herramienta permite explorar la arquitectura genética de estos
caracteres, a través de la identificacion del niumero y propiedades de las regiones QTL,
las cuales constituyen el material sobre el cual actia la seleccion natural (Falconer y
Mackay, 1996). En el contexto de los programas de seleccion artificial, este
conocimiento es fundamental para mejorar la eficacia de programas de seleccion
artificial, en especial para caracteres de baja heredabilidad en especies de interés
comercial. Asimismo, la tecnologia transgénica puede ser aplicada a QTL previamente
identificados. EI mapeo de QTL constituye también una herramienta util para la
identificacién de alelos que causan predisposicion a enfermedades o susceptibilidad a
diversos tipos de estrés o incluso aquellos involucrados en el proceso de senescencia
(Falconer y Mackay, 1996).

Los disefios experimentales para estimar los efectos y las posiciones de los QTL
son extensiones de los métodos comunes de cartografia de genes individuales y se basan
en el desequilibrio de ligamiento entre los alelos del locus marcador y alelos de los
QTL. Este desequilibrio es el fundamento principal del mapeo de QTL dado que esto
crea asociaciones entre el marcador y el caracter, en donde los distintos genotipos para
los marcadores presentan diferentes valores fenotipicos para el caracter influenciado por
el QTL ligado. Por lo tanto, los requisitos necesarios para el mapeo de QTL son un
mapa de ligamiento de loci polimérficos que cubra todo el genoma vy la existencia de
variacion para el caracter cuantitativo bajo estudio dentro o entre poblaciones. Para ser
tiles en este tipo de analisis, los marcadores deben cumplir con ciertos requisitos. Es

deseable que los marcadores sean altamente polimdrficos, deben ser neutrales

55



abundantes y deben encontrarse espaciados entre si de manera tal que los eventos de
recombinacion entre ellos ocurran a una frecuencia detectable para el tamafio de
muestra y el disefio utilizado. Los microsatélites son muy abundantes y polimorficos y
su deteccion mediante PCR permite construir mapas de forma mas rapida y eficiente
que otros marcadores, razén por la cual son muy utiliz&ttosa actualidad existen
mapas de ligamiento con alta densidad de marcadores para los genomas de muchas
especies de interés, tales como Homo sapiens, Mus musculus, Drosophila melgnogaster
y muchas especies de plantas y animales domésticos. EI mapa de ligamiento es
particular de cada estudio en particular, ya que depende de los eventos de
recombinacién que ocurrieron de manera aleatoria en la poblacion/lineas utilizadas para
el estudio, es decir, que depende de la historia de la poblacién/lineas.

Conceptualmente el principio de identificacion de QTL es sencillo. Consiste en
la evaluacion de los individuos en su genotipo para los marcadores y de los valores
fenotipicos para el caracter cuantitativo de intéfé@sel caso que haya diferencias entre
las medias fenotipicas de las clases genotipicas establecidas para el marcador, puede
inferirse la presencia de un QTL ligado al marcador. Los loci marcadores pueden
considerarse de forma aislada o simultdneamente. El nimero de QTL detectados por
ligamiento con marcadores es siempre una subestimacion del numero de loci
involucrados en la variacion del caracter. Por ejemplo, dos QTL estrechamente ligados
pueden identificarse como un solo QTL, si estos estuvieran en asociacion; 0 no
detectarse en absoluto si estuvieran en dispersion (Falconer y Mackay, 1996). Por este
motivo, mientras menor sea la distancia genética entre el locus que afecta el caracter y
el locus marcador, mayor sera la asociacion observada entre el marcador y el fenotipo y
por lo tanto, mayor sera la probabilidad de detectar un dado QTL. En la mayor parte de

los experimentos, una distancia en el mapa de aproximadamecité &9 el limite de
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resolucién, de manera que lo que se detecta como un QTL es un segmento del
cromosoma con esta longitud y que puede contener varios loci que afectan el caracter
(Falconer y Mackay, 1996).

La aproximacion al estudio genético de los caracteres cuantitativos es mas facil
en organismos modelos que han sido descriptos y caracterizados genéticamente.
Drosophila melanogaster es uno de los organismos modelo que provee las herramientas
necesarias para la identificacion de loci de caracteres cuantitativos (QTL) y para su
caracterizacion a nivel molecular (Mackay, 2001). Por un lado, el profundo desarrollo
de la biologia molecular ha posibilitado la identificacion de numerosos marcadores
moleculares altamente polimorficos con localizacion fisica conocida en este modelo.
Por otro lado, a lo largo de 40 afios, Drosophila ha sido usada como organismo modelo
para estudios moleculares y cuantitativos en genética de poblaciones, los cuales proveen
un marco teérico donde interpretar los progresos recientes. Finalmente, la secuenciacion
y anotacion del genoma completo de esta especie modelo (Adams et al., 2000) permite
averiguar facilmente qué genes candidatos mapean en la misma regién que un QTL

detectado.

2.1.3 Mapeo de loci de caracteres cuantitativos-Disefios y analisis

Los disefios aplicados para el mapeo del QTL son habitualmente clasificados de
dos maneras. Una manera de clasificacién es caracterizar a los disefios por el tipo de
poblaciones involucradas en los cruzamientos utilizados para generar el desequilibrio de
ligamiento entre los marcadores y el QTL a detectar (disefio F2, retrocruza, RIL, etc,

Para la obtencion de lineas RIL se establecen a través de mdultiples generaciones de
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apareamiento entre hermanos enteros. El disefio de RIL es dbrigde mayor
resolucibn como consecuencia de que el mapeo de numerosas lineas recombinantes
entre ambas lineas parentales con un nimero muy superior de rondas de recombinacion
que para los disefios de retrocruzayy(FFalconer y Mackay, 1996). Las lineas RIL
obtenidas poseen muy poca varianza genética intra-linea, mientras que la varianza
genética entre las lineas es considerable, dado que cada RIL representa un genotipo
multi-locus diferente (Lynch y Walsh, 1998).

Los disefios experimentales pueden ser clasificados también de acuerdo a la
cantidad de loci marcadores utilizados en el analisis. De esta manera, las asociaciones
entre los marcadores y el caracter fenotipico de interés pueden ser evaluadasoutilizand
uno, dos o multiples genotipos marcadores. Los disefios de mapeo del intervalo y mapeo
de marcador Unico pierden precision y pueden introducir sesgos cuando existen
multiples QTL que se encuentran ligados al marcador o intervalo marcador en
consideracion. Los métodos que consideran simultdneamente tres o mas loci marcadores
aumentan la precision en la estimacion de la ubicacion y el efecto de los QTL. El disefio
de mapeo del intervalo compuesto (Zeng 1993, 1994; Jansen, 1993; Jiang y Zeng, 1995)
considera al mismo tiempo un intervalo de marcadores y ademas considera marcadores
simples fuera del intervalo en cuestion en cada analisis, de manera que con n
marcadores, se llevan a cabo n - 1 pruebas de asociacion entre el intervalo yesl carac
Tanto el disefio de mapeo del intervalo como el de mapeo del intervalo compuesto
requieren la utilizacion de programas computacionales especificos y desarrollados para
tal fin.

La estimacion y deteccion de los QTL puede hacerse a través de modelos
lineales tales como ANOVA o regresion. La deteccion de QTL puede llevarse a cabo

también a través de métodos de maxima verosimilitud. Mientras que los modelos
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lineales utilizan las medias de los marcadores, los métodos de maxima verosimilitud
utilizan informacién detallada de la distribucion de la relaciébn entre marcador y
cardcter, brindando mayor potencia al andlisis.

Para evaluar si un QTL se encuentra ligado al/los marcadores se calcula la razén
de probabilidad como:

LR =-2In [max { (z)/max 1(z)]

donde max,l(z) es el maximo de la funcion de probabilidad bajo la hipotesis nula de
que ningun QTL estd segregando (Lynch y Walsh, 1999). Esta prueba estadistica
aproxima a una distribuciér’Xon dos grados de libertad para el caso del disefio RIL.
La probabilidad de que exista un QTL en una posicién particular del mapa puede
representarse graficando la razén de probabilidad en funcién de la posicion de mapa del
putativo QTL. Lander yBotstein (1989) introdujeron esta idea utilizando el “LOD

scores” (“likelihood of odds”, Morton, 1955). El LOD score para una posicion
particular del genoma (c) se relaciona con la razén de probabilidad (LR) a través de:

LOD (c) = logo [max } (z)/max I(z, 9]

donde max I(z, c) representa el maximo de la funcion de probabilidad dado un QTL con
una frecuencia de recombinacion c respecto al marcador (Lynch y Walsh, 1999). La
estimacion de la maxima probabilidad de ¢ es aquella que produce el maximo valor
sobre la probabilidad de mapa, y los valores para la media del QTL y la varianza que
maximiza la probabilidad dado dicho valor de c, son la estimacion de la maxima
probabilidad para el efecto del QTL. De esta manera, la deteccion de un QTL y la
estimacion de su posicidn estan acopladas. Si la razén de probabilidad excede el umbral
critico para un dado cromosoma, entonces se considera que existe un QTL ligado, cuya
posicién es estimada por el pico de la probabilidad de mapa. Si el pico no supera dicho

valor umbral, entonces no existe evidencia de un QTL ligado.
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2.1.4 Objetivos

Objetivo General:

El objetivo general, al cual contribuyen los objetivos especificos de la presente
tesis, es investigar la base genética de la longevidad a temperatura benigna, la hormesis
inducida por calor y la tolerancia a la inanicibn mediante mapeo de QTL utilizando

Drosophila melanogaster como un organismo modelo.

Obijetivos especificos:

Andlisis genético de la longevidad en condiciones de control (25°C) como asi
también de la longevidad de moscas que recibieron un estrés sub-letal de calor,
mediante la utilizacién de lineas recombinantes endogamicas (RIL) en D. melanogaster.
Esta tesis también incluye como objetivo el analisis de la resistencia a la falta
permanerd de alimento en adultos y a la malnutricion en larvas para el mapeo de QTL
(Quantitative Trait Loci) de dichos caracteres. Estos analisis pondran especial énfasis en
buscar regiones genémicas (QTL) que sean comunes para estos importantes caracteres
mencionados ya que los mismos suelen estar genéticamente correlacionados uno con el
otro.

Otro de los objetivos especificos de esta tesis es el mapeo genético de caracter
de razon al que se llama “sensibilidad al estrés térmicd’ de la longevidad y que se
estim6 como la razén entre la longevidad en condiciones de estrés térmico sobre la
longevidad en condiciones de control. Este nuevo caracter comprende tanto efectos
perjudiciales, neutros y beneficiosos del estrés por calor sobre la longevidad en el
modelo Drosophila. A los efectos beméisos del estrés por calor sobre la longevidad

es lo que se conoce también como los efectos horméticos. Para esos objetivos se
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utilizard una serie adecuada de lineas recombinantes endogémicas (RIL) de D.
melanogaster disponibles en nuestro laboratorio GERES bajo la direccion de Fabian
Norry, originalmente descritas en Norry et al (2008) como RIL-D48 y RIL-SH2. El
fendmeno de hormesis ha sido demostrado en multiples organismos, incluyendo
nematodes, humanos y moscas, y se define como el efecto beneficioso que tienen
moderados niveles de estrés sobre caracteres interesantes de la apfituet{6) tales

como la longevidad y la tasa de envejecimiento (Figura 1.1). Dado que la base genética
de la hormesis sobre la longevidad no se conoce, el estudio presente utilizarda un mapeo
con lineas RIL para descubrir QTL para la extension del tiempo de vida inducida por
sub-letales tratamientos de estrés por calor.

Finalmente, otro de los objetivos que me propongo es ademas de estudiar la
resistencia a la inanicion o al hambre en adultos (RH), analizar genéticamente la
sobrevida a un medio pobre (MP) o malnutricion en larvas mediante la utilizacion de
lineas recombinantes endogamicas (RIL) para un mapeo de QTL (Quantitative Trait
Loci) de dicho caracter en D. melanogaster, utilizando las lineas RIL mencionadas
arriba que difieren para multiple caracteres. En particular, es interesante estudiar si las
regiones de QTL que afectan a la malnutricién en larvas son las mismas que afectan a la

RH en los adultos.

2.1.5 Hipotesis

Las hipdtesis que se ponen a prueba en esta tesis se dividen en tres bloques. El
primero concerniente al mapeo de la longevidad, tanto en condiciones de control como

luego de un pretratamiento de estrés térmico y un caracter de razén que evalla la
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sensibilidad de la longevidad frente al estrés por alta temperatura. El segundo cuerpo de
hipotesis son las que estan relacionadas con otro caracter que es la resistencia o
sobrevida a la inanicion o malnutricion. Este caracter va a ser evaluado tanto en adultos
como en larvas. Por ultimo, evaluaremos hipoétesis referidas a las posibles relaciones
entre los caracteres mapeados.

Sobre la longevidad: En esta tesis se realiza un mapeo de QTL para la
longevidad a 25°C en un ambiente de sexos separados, con y sin un pretratamiento sub-
letal de estrés por calor. Para ello se utilizaron las ya mencionadas RIL-D48 y RIL-SH2
que fueron construidas a partir de moscas seleccionadas por estrés por calor (Norry et al
2008).

Primero, se evaluard si la longevidad a 25°C en las RIL de D. melanogaster es
un caracter con varianza genética, que puede ser heredable.

Segundo, se evaluard si existen QTL para la longevidad medida a 25°C con y sin
pretratamiento de calor, como asi también para el caracter de razéon entre las
longevidades.

Tercero, se evaluara la hipoétesis de que los QTL detectados para los antedichos
caracteres mapean en las mismas regiones que genes candidatos sobre el genoma
secuenciado y anotado de D. melanogaster.

Cuarto, se evaluara si un tratamiento de calor repetido (35.5°C por 35 min, dos
veces a edades tempranas) tiene efectos detrimentales u horméticos sobre la longevidad
para diferentes RIL.

Quinto, se evaluarad si los QTL detectados para la longevidad medida en
condiciones de control (siempre a 25°C) son los mismos o no que los QTL que explican

la variabilidad de la longevidad cuando es medida luego de un estrés por calor.
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Sobre la resistencia al hambre: Realizamos un mapeo de QTL para la
resistencia al hambre en larvas y adultos de D. melanogaster. Para esto utilizamos un
stock de lineas recombinantes endogamicas (RIL) en que fueron construidas a partir de
moscas seleccionadas por estrés por calor (Norry et al 2008). En esta tesis usamos un
tratamiento severo (constante) en vez de uno no severo (ciclico) como previamente
utilizamos en nuestro grupo (Gomez et al 2009) sobre las mismas lineas utilizadas ahora
para medir la resistencia al hambre en adultos.

Primero, se evaluara si la resistencia a la falta de alimento en las RIL de D.
melanogaster es un caracter geneticamente variable.

Segundo, se evaluara si existen QTL autosémicos o ligados al cromosoma X
para resistencia al hambre en larvas y adultos de D. melanogaster.

Tercero, se evaluara la hipoétesis de que los QTL detectados para los antedichos
caracteres mapean en las mismas regiones que genes candidatos sobre el genoma
secuenciado y anotado de D. melanogaster.

Cuarto, se evaluard si los QTL detectados para la resistencia al hambre en
adultos son los mismos 0 no que los QTL que explican la variabilidad de la resistencia
al hambre en las larvas.

Quinto, es interesante avaluar si los QTL que resulten significativos en este
estudio colocalizan (solapan) o no con el QTL encontrado por Gomez et al (2009)
donde se utilizaron las mismas RIL pero un tratamiento de privacion de alimento
diferente (falta de alimento ciclica en lugar de permanente). Los QTL que colocalizen
entre ambas mediciones seran QTL generales que estén explicando la variabilidad en la

resistencia o sobrevida a la inanicion, en vez de ser especificos del tratamiento utilizado.
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Sobre la relacion entre la longevidad control, la longevidad con pretratamiento
de calor y la resistencia o sobrevida a la inanicion o malnutricién:

Primero, se evaluara la posible correlacién positiva entre la longevidad y la
resistencia o sobrevida a la malnunitricon en el insecto modelo D. melanogaster.

Segundo, se evaluar si existen QTL que colocalizen entre los tres caracteres (la
longevidad control, la longevidad con pretratamiento de calor y la sobrevida a |

inanicién o malnutricion).

2.2-Materiales y métodos RIL y mapeo de QTL

La totalidad de la construccion y genotipado de las lineas recombinantes
endocriadas (RIL) utilizadas en la presente tesis fue realizada por otros investigadores
previamente al inicio de mis actividades en el grupo de investigacion GERES, FCEyN-

UBA.

2.2.1 Origen de las lineas

Las lineas parentales utilizadas para la construccion de las RIL fueron utilizadas
dos lineas altamente homocigotas y divergentes. Estas lineas, llamadas SH2 y D48
provienen de poblaciones naturales australiana y danesa respectivamente descriptas en
Norry et al. (2004). Estas lineas fueron obtenidas por seleccion artificial sobre la
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Resistencia al coma por alta temperatura (RCAT) y posterior endocria. La linea parental
SH2 fue elegida de entre 23 lineas endocriadas previamente seleccionadas para alta
RCAT. De la misma manera, la linea parental D48 fue elegida de entre 42 lineas
endocriadas que habian sido seleccionadas para reducir la RCAT (ver Norry et al 2004
para mas informacion). El criterio de eleccion de las lineas parentales se baso en, por un
lado, la cantidad de marcadores informativos, como también en los valores fenotipicos

de las lineas en cuestion.

2.2.2 Construccién de las lineas recombinantes endocriadas (RIL)

La construccion y el genotipado de cada RIL fueron realizadas por otros
investigadores, por lo que no es parte de esta tesis, y se describen en Norry et al
(2008)”. Agqui se menciona de manera resumida la construccion. A partir de las lineas
parentales seleccionadas, se cruzaron las lineas D48 y SH2-2. Cuatro hembras virgenes
de la F1 resultante fueron retrocruzadas con 7 machos de cada una de las respectivas
lineas parentales para generar dos poblaciones de retrocruza. A cada una de estas
poblaciones de retrocruza se les permiti6 aparearse libremente por otras dos
generaciones. Después de la ultima generacion de apareamiento aleatorio, se procedio a
fundar lineas recombinantes endocriadas (RIL). Las RIL fueron iniciadas fundandose
100 parejas Unicas para cada retro-cruza (RT) y se establecieron mediante sucesivas
rondas de apareamiento entre parejas de hermanos enteros durante 15 generaciones
(Figura 2.). Todas las lineas RIL fueron construidas y mantenidas a 25°C y un ciclo de

luz/oscuridad de 12:12 horas, en tubos plasticos de 80 x 20 mm conteniendo 6 ml de
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medio de cultivo estandar. Para esta tesis usamos 32 RIL para D48 (denotadas RIL-

D48) y 21 RIL para SH2 (denotadas RIL-SH2).

Linea parental X Linea parental
resistente SH2 sensible D48

Retrocruza hacia
X F1 X ambos parentales
RT

RT

‘ Generaciones de apareamiento aleatorio ‘

\ \

IARRRRRRRR INERRE RN R
INRRRRRRRR PIVV A4 oo
INRRRRRRRRI INRRRRRRRR

AAAAAA222 AAAAAAAAA
222222222/ AAAAAAAR2/

i R

RIL-SH2 RIL-D48

Figura 2.1. Esquema del disefio de cruzamientos empleado para la construccién de las
lineas recombinantes endocriadas (RIL) descriptas en Norry et al. (2008), que fueron
luego utilizadas en la presente tesis para el mapeo de QTL para longevidad a 25°C (con
y sin pre-tratamiento de calor) y la resistencia a la inanicion en larvas y adultos de D.

melanogaster.
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2.2.3 Marcadores moleculares y genotipado

Los microsatélites (repeticiones en tAndem de secuencias Unicas) son marcadores
moleculares muy buenos para el mapeo de QTL dado que poseen ciertas caracteristicas
deseables: neutralidad respecto al carcter bajo estudio, co-dominancia, alto nivel de
polimorfismo y amplia distribucion a lo largo de todo el genoma. La neutralidad del
marcador es necesaria para descartar la existencia de un componente de varianza
fenotipica debido al genotipo del marcador, mientras que la co-dominancia es necesaria
para poder identificar todos los posibles genotipos del marcador (e.g entre el
heterocigota y cualquiera de los dos homocigotas). Por estos motivos, los microsatélites
fueron los marcadores elegidos en Norry et al (2008) para el genotipado de las lineas
RIL utilizadas en este estudio. La informacion sobre el mapa citoldgico y genético de
los marcadores asociados a las lineas RIL-D48 y RIL-SH2 se detalla en la Tabla 2.2.
Las tasas de recombinacién (r) entre los marcadores fueron estimadas en Norry et al.
(2008) como r = 1/ (4/R -6), donde R es la proporcion de las lineas RIL que exhibieron
un evento de recombinacién entre marcadores (Silver, 1985). La posicion de mapa de
los marcadores en cM fueron estimados a partir de las frecuencias de recombinacion (r)
usando la funcion de mapa de Kosambi: 100d = ¥ In [(1 + 2r)-/2¢)] (Norry et al.,

2008). La distancia promedio entre marcadores en el mapa estandar de D. melanogaster
es de 8 cM, sin embargo la generacion de RIL resultd en un mapa expandido (Tabla
2.2). Las distancias de mapa fueron promediadas sobre todas las lineas RIL (RIL-SH2 y
RIL-D48), utilizando mas lineas RIL que las utilizadas en la presente tesis. EI mapa
genético para RIL es expandido en relacion al mapa de retrocruza porque suceden mas

eventos de recombinacion durante su construccion.
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Para el genotipado de las lineas RIL, se extrajo separadamente el ADN del
cuerpo completo de dos machos y dos hembras de cada linea. Las extracciones se
llevaron a cabo en el laboratorio de Genética Evolutiva de la Resistencia al Estrés y
Senescencia (GERES) utilizando el kit Puregene (Gentra Systems) y siguiendo el

protocolo para una Unica mosca que se indica para dichatit/fgentra.com El

ADN purificado de cada individuo fue conservado a -20°C. La extraccion de ADN vy el
genotipado con loci de microsatélites no fue parte de este trabajo doctoral. EI mismo fue
realizado como se describe en Norry et al. (2008) mediante PCR con primers marcados
y posterior secuenciaciéon automatica. La totalidad del genotipado y la obtencién del
mapa genético resultante (Tabla 2.2) fue realizado por Fabian Norry en colaboracion

con Volker Loeschcke del Aarhus Centre for Environmental Stress (Dinamarca).
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Tabla 2.2. Lista deoti de microsatélites utilizados por Norry et al. (2008) como marcadores

moleculares para las lineas (RIL-D48 y RIL-SH2 de D. melanogaster. Las posgenétisas

se dan en cM (reproducido del trabajo de Norry et al., 2008)

Marcador Posicion citologica Posicion genética  Acceso al GenBank
AFO47180 1B8 1-0 AFO47180
X2297267gt 3A 1-2 ¥

DS06577 3CX6 1-5 -*
DMU56661 4F1F2 1-15 U56663
DMU96440 7B3 1-21.7 U96440
DROSEV 10A1A2 1-40 J03158+
X11347407ca 10C3 1-45 8§
AC010705 12D-E 1-54 C01795
DMTROPINI 16F3F6 1-71 X58188+
AFOL17777 19F36 1-85 AFO1777§
DROEXPAND 21C3 2-1 L14768+
DROYANETSB 22C 2-6.44 M97694+
AC009392 23A-E 2-10.98 AC009392++
DROGPDHA 25F5-26A 2-25 J04567+
DRONINAC 28A1A3 2-37 JO03131+
AC005889 30A3A6 2-49 AC005889**
AC006302 34C432 2-70 AC006302+
ACO004759 38EE9 2-76 AC0047589
DROTG121 42A 2-80 J01139+
SU(2)2 49C 2-97 X56798+
DMMASTER 50C 2-100 X54251+
DS00361 54BB2 2-115 - *
AC004307 56D1E6 2-129 AC0043071l, ++
DS08011 59A1A2 2-142 DS08011+
DMRHOb 62A 3-0.1 X52454
AC004658 63D2 3-9 ACO004658
3L5235154gt 64D 3-17 88§
AC008198 66D1@E2 3-34 AC008191
3L9222187ca 67A 3-45 THII
DM22F11T 73A1B7 3-59 783458
DROPROSA 86E3 3-71 D10609++
DMEHAB 90B1B2 3-84 X72303+
DRONANOS 90E-F 3-95 M72421+
DMTF125 95C6£8 3-112 X98235++
3R23156893¢gt 97F 3-128 8§
DMU43090 99D6D9 3-140 U43099

*Schlotterer et al. (1997); +Schug et é1998); tHarr et al. (1998); §Colson et al. (1999); fIsabelle
Colson (no publicado); *Gockel et d2001); ++Gockel et al (2002); § Kauer et al (2002); §§Kauer et al

(2003); YMKauer y Schiotterer (2004).
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2.2.4 Medicion y andlisis de la longevidad

Todos los individuos experimentales fueron crecidos &1(®& en botellas
estandar (botellas de vidrio de 125 ml conteniendo 40 ml de medio de cultivo por
botella bajo condiciones de 12:12 horas de luz/oscuridad. EI medio de cultivo fue
preparado a base de papa disecada, levadura seca, azlcar, nipagin y agua destilada.
Después de la eclosion, los individuos experimentales fueron colectados, separados por
sexo usando una anestesia de; @@nantenidos en tubos estandar (tubos de 80 x 20
mm conteniendo 6 ml de medio de cultivo). La longevidad fue medidad &5 en
cada RIL, con dos réplicas por sexo y RIL con 15-20 individuos por réplica.

Moscas tratadas: Un set de individuos experimentales recibié un pre-tratamiento
de calor de 35.5°C por 35 minutos dos veces en la vida adulta de las moscas, alos 4y 7
dias después de la eclosion. Ese tratamiento fue elegido ya que tratamientos de calor en
forma de repeticiones produce en algunas lineas niveles de hormesis considerables (g,
Hercus 2003). Ademas este tratamiento fub-letal” ya que la mortalidad después del
tratamiento fue del 0%. Para someter a las moscas al tratamiento de calor, se las
traspas0 a tubos experimentales vacios y a estos se los sumergié en un bafio
conteniendo agua previamente regulada su temperatura en 35.5°C. La temperatura
media en el interior del tubo fue 35.5°C. Después del pre-tratamiento de calor, las
moscas fueron transferidas a tubos estandar con medio fresco de manera inmediata y
mantenidas a (25+1)°C para medir la longevidad. Las muertes eran chequeadas cada dos
o tres dias (tres veces por semana) en el momento en que se transfirieron las moscas

vivas por medio de un embudo a tubos estandar con medio fresco. Este procedimiento
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se llevé a cabo hasta que murié la ultima mosca. A este grupo de moscas se las llamoé
moscas tratadas por calor y se realizaron dos réplicas con 15 a 20 moscas por réplica y
por sexo. Para el mapeo de QTL se utilizé la longevidad media (en dias) que fue
estimada para cada RIL como el promedio de la longevidad media de cada réplica en las
moscas tratadas.

Moscas control: Simultdneamente medimos la longevidad en moscas control,
moscas que no recibieron el pre-tratamiento de calor y que fueron mantenidas a 25°C
durante toda su vida. Como fue descrito mas arriba, las muertes eran chequeadas tres
veces por semana cuando, por medio de un embudo, las moscas vivas eran tramsferidas
tubos estandar con medio fresco. Este procedimiento se llevo a cabo hasta que murio la
Gltima mosca. A este grupo de mosca las llamamos moscas control y se realizaron dos
réplicas con 15 a 20 moscas por réplica y por sexo. Para el mapeo de QTL se utilizé la
longevidad media (en dias) que fue calcula para cada RIL como el promedio de la
longevidad media de cada réplica en las moscas control.

La variacién en la longevidad media, asi como cualquier posible interaccién
entre ambos paneles de RIL (RIL-D48 y RIL-SH2¢| pre-tratamiento de estrés por
calor, se analizaron sobre datos de la longevidad transformados a logaritmo natural, con
un ANOVA de tres factores. El panel de RIL (RIL-D48 vs. RIL SH2), el pre-
tratamiento de calor (moscas tratadas vs. moscas control) y el sexo fueron considerados
como factores fijos. Ademas, se realizaron pruebas t de Student por separado para cada
RIL para comparar la longevidad media en moscas tratadas con las moscas de control.

La varianza genética de la longevidad de las RIL de D. melanogaster fue
estimada a partir de la varianza entre lineas mediante ANOVAs de 2 factores con linea
como efecto aleatorio y el pre-tratamiento de calor (moscas trataagagscas control)

como efecto fijo. Se realizaron 4 ANOVA para cada sexo y panel de RIL.
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En la medicién de este cardcter participaron otros integrantes del laboratorio:

Federico Gomez, Alejandra Scannapieco, Pablo Sambucetti y Fabian Norry.

2.2.5 Medicion y andlisis de la resistencia a la inanicion o al hambre

Resistencia a la inanicion o hambre permanente en moscas adultas (RH adultos):
Todos los individuos experimentales fueron crecidos at(2PC en botellas estandar
(botellas de vidrio de 125 ml conteniendo 40 ml de medio de cultivo por botella; medio

a base de papa disecada, levadura seca, azlcar, nipagin y agua destilada) bajo
condiciones de 12:12 horas de luz/oscuridad. Después de la eclosion, los individuos
experimentales fueron colectados, separados por sexo usando una anestesiy de CO
mantenidos en tubos estandar hasta el momento que comenzé la medicién (tubos de 80

x 20 mm conteniendo 6 ml de medio de cultivo).

Se midié la sobrevida a 25°C de 52 RIL (31 RIL-D48 y 21 RIL-SH2) bajo un
tratamiento de privacion de alimento. Para esto se utilizaron 4 tubos réplica con
aproximadamente 20 individuos experimentales, de cuatro dias de edad, por sexo y por
RIL. Los individuos experimentales de 4 dias de edad fueron colocadas en tubos de
tubos de 80 x 20 mm con 6 ml de un medio soélido sin alimento (1.5% agar-agar). De
manera, a los individuos experimentales se les proporcionaba la humedad necesaria para
evitar la desecacion, mientras que eran privadas de alimento. Durante el experimento, se
chequeaba tres veces al dia el nUmero de moscas muertas por inanicion, hasta que murio
la dltima mosca. El valor de la resistencia al hambre en adultos (RH adultos) se calculd
como la media del tiempo de sobrevida (en horas) promediando las réplicas para cada

sexo y RIL.
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La varianza genética de la RH en adultos de las RIL de D. melanogaster fue
estimada a partir de la varianza entre lineas a partir de los ANOVAs de 1 factor con

linea como efecto aleatorio. Se realizaron 4 ANOVA para cada sexo y panel de RIL.

Resistencia al hambre en larvas: Todas las moscas adultas fueron criadas como se
describe arriba. Es decir, todos los individuos experimentales fueron crecidos a (25
1)°C en botellas estandar (botellas de vidrio de 125 ml conteniendo 40 ml de medio de
cultivo por botella; medio a base de papa disecada, levadura seca, azucar, nipagin y
agua destilada) bajo condiciones de 12:12 horas de luz/oscuridad.

Semidio en cada RIL la sobrevida de larva a adulto en dos medios diferentes
control (MC) y pobre (MP). El medio control es un medio cocinado a base de levadura
fresca, harina de maiz, azlcar, nipagin y agar. El medio pobre se prepara con los
mismos ingredientes que el medio control, pero la harina de maiz y el azlucar se
encuentran diluidas al 10% con respecto al medio control. Se realizaron pruebas piloto
para determinar una dilucion tal del medio, que cause una reduccion significativa en la
sobrevida, pero que no sea tan perjudicial, de manera de apreciar una variabilidad en la
sobrevida de las larvas en medio pobre (MP). Se probaron medios diluidos al 40%, al
25%, al 15%, al 10% y al 5% vy finalmente se eligid el medio diluido al 10 % (ver
ANOVA en resultados)

Se realizaron 6 tubos réplica por medio, sexo y RIL. En cada tubo se sembraron
20 larvas del primer estadio. Para obtener estas larvas se colocaron 20 moscas adultas
dentro de un tubo con uracharita de plastico conteniendo medio a base de agar y se
las dej6 oviponer por 48 hs. Pasado ese tiempo se retird la cucharita del tubo y bajo lupa

se buscaron y colectaron larvas del primer estadio. Entre 11 a 20 dias después de que se
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sembraron las larvas, se contaron la cantidad de pupas y de adultos que emergieron de
cada sexo, replica y RIDodos los cultivos se mantuvieron a 25 ° C.

La resistencia al hambre en pre-adultos (RH pre-adultos) se estimé como el
porcentaje de supervivencia en MP, promediando sobre réplicas para cada RIL y sexo
para emergidos. RH pre-adultos para cada tubo se calcul6 como el nimero de emergidos
en MP de cada sexo, sobre total de larvas del primer estadio sembradas. Como se
sembraron 20 larvas del primer estadio por tubo y suponiendo una proporcién 1:1 entre
sexos, el niamero total de larvas fue 10 para cada sexo. A unos pocos individuos
emergidos(< 20% por réplica) no fue posible identificarles el sexo a causa de las
moscas estaban muertas en el fondo del tubo y sus 6rganos genitales dafiados. Estos
individuos fueron considerados y anotados asumiendo una proporciéon de sexos 50:50.

La supervivencia de larva a pupa (datos no mostrados) también fuéymidio
analizado por mapeo de QTL. Los QTL significativos fueron los mismos en
comparacion con la supervivencia de larva a adulto, este analisis no se muestra. Otro
fenotipo que se analiz6 fue un caracter de razén indexado como la razén entre los
valores medios de emergido entre CM y SM para cada RIL y sexo. La variacion en la
supervivencia se analiz6 con un ANOVA de dos factores, con tratamiento (CM vs SM)

y sexo como factores fijos para cada panel de RIL (RIL-D48 y RIL SH2).

La varianza genética de la RH en pre-adultos de las RIL de D. melasrofyeest
estimada a partir de la varianza entre lineas a partir de los ANOVA de 1 factor con linea
como efecto aleatorio. Se realizaron 4 ANOVA para cada sexo y panel de RIL
En la medicion de la RH en pre-adultos participé otro integrante del laboratorio: Carlos

Ignacio Bertoli.

74



2.2.6 Mapeo y andlisis de QTL

Se exploro la base genética de 2 caracteres de historia de vida en Drosophila. Se
realizé un mapeo de QTL para identificar regiones que expliquen la variabilidad entre
las RIL para la longevidad de D. melanogaster. Para esto se midi6 y se mapeo sobre
todo el genoma (con excepcion del cromosoma 4) de esta especie la longevidad media
de machos y hembras por separado a 25°C en condiciones de control (siempre a
temperatura constante) y en condiciones de estrés por calor (pre-tratamiento a 35.5°C
dos veces en la vida por 30 minutos). Adicionalmente, se realizé un mapeo de QTL del
caracter razén entre la longevidad medida en las dos condiciones mencionadas
anteriormente. Este caracter de razén mide no solamente la hormesis inducida por calor
sobre la longevidad, sino mas bien la sensibilidad térmica. Lo llamamos sensibilidad
térmica ya que el tratamiento de calor en las RIL produjo tanto efectos beneficiosos
como perjudiciales y en algunas lineas no produjo efecto, dicho de otro modo, un efecto
neutro(ni beneficioso ni perjudicial) sobre la longevidad media. El otro caracter que se
mapeo fue la resistencia al hambre de D. melanogaster. Este caracter fue medido y
analizado tanto en adultos como en larvas y en ambos sexos.

Para llevar a cabo dichos mapeos se utilizaron las lineas RIL mencionadas
arriba. El mapeo de QTL fue realizado sobre los datos de las medias sin transformar
estimadas para cada RIL, tanto para las mediciones de longevidad como las de
resistencia a la falta de alimento, pero resultados similares se obtuvieron con los datos
transformados. Para los caracteres de razon la transformacion a logaritmo mtural (
fue utilizada, de manera de mejorar la distribucion de los datos, evitando los
inconvenientes que pueden surgir de un caracter de razén (Atchley et al 1976). Los

genotipos para los marcadores eran 0 o 2 indicando el nimero de alelos SH2 tanto para
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RIL-D48 y RIL-SH2, para una determinada linea y marcador (Norry et al 2008). El
valor 1 no fue asignado ya que las lineas eran altamente endogamicas, donde la
homocigosis era casi total. Para identificar los QTL que contribuyen a la variacion entre
las lineas para cada uno de los caracteres estudiados se realiz6 un mapeo de intervalo
compuesto (Zeng 1994).

Se utilizé el disefio RI2 en el programa QTL-Cartographer versién v2.5 (Wang
et al 2011) para el mapeo de los caracteres cuantitativos. El disefio RI2 es el disefo
apropiado para el andlisis de QTL cuando se utiliza la metodologia de RIL a partir de
disefio de retrocruza como se describe en secciones anteriores. El mapeo por intervalo
compuesto pone a prueba la hipotesis de que el intervalo entre dos marcadores
adyacentes contiene un QTL que influye en el caracter, al mismo tiempo controlando
los efectos de QTL fuera del intervalo que pone a prueba. Se utilizaron 5 parametros de
background con un tamafio de la ventana de 10 cM, aunque los efectos de la
modificacion de esta combinacién inicial de los parametros se analizaron también. Los
umbrales de significacion se determinaron con 1000 permutaciones al azar. En
promedio, se espera que las moscas RIL-D48 tengan un 75% del genoma proveniente
del parental D48, mientras que las moscas RIL-SH2 se espera que en promedio el 75%
sus genes provengan del parental SH2 (Norry et al., 2008). Ademas de utilizar cada
panel de RIL por separado en la deteccion de QTL, ambos paneles RIL se agruparon
también para el analisis formanda Upool”. Se evalud si existia epistasis entre
regiones del genoma utilizando esde marcadores genotipados para todas las posibles
interacciones epistaticas utilizando un modelo lineal de y £ m, + m¢ m, + e, donde

X y my, son los genotipos de los marcadores x e y (Morgan y Mackay 2006).
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2.2.7 Los genes candidatos

Los genes candidatos fueron identificados mediante el escaneo de genes de
funcion comprobada y genes con funcién predicha computacionalmente contenidos
dentro de cada region de QTL.

Paa los QTL que resultaron significativos en el mapeo de la longevidad de las
RIL de D. melanogaster, se buscaron loci con efectos conocidos sobre la esperanza de
vida (los genes implicados en el metabolismo intermedio y sefializacion de la insulina, y
los sistemas de respuesta al estrés, incluidos los genes involucrados en el heat shock y la
respuestas de estrés oxidativo) en la base de datos FlyBase genontology (FlyBase
Consortium 2003). También consideramos como genes candidatos, loci que han
cambiado los niveles de expresion en lineas control frente a las lineas seleccionadas
para aumentar la longevidad en estudios anteriores donde utilizaron un fondo genético
intercontinental como en el presente estudio (Sgrensen et al 2007).

Para los QTL que resultaron significativos en el mapeo de la resistencia al
hambre de las RIL de D. melanogaster, buscamos genes candidatos que cambian su
expresion en RIL con diferente resistencia al hambre y en lineas de control frente a las
lineas seleccionadas aumentar para la resistencia al hambre en estudios previos
(Sorensen et al 2005, 2007, Harbison et al 2005, Zinke et al 2002). También, hemos
identificado los genes candidatos posicionales mediante la exploracion de genes
contenidos en cada region QTL para los loci con efectos conocidos en la resistencia al
hambre como se representa en la base de datos de ontologia FlyBase gen (FlyBase
Consortium, 2003). Es importante mencionar que los genes candidatos se presentan en
este estudio fueron seleccionados como se describe mas arriba, pero que no incluye

todos los genes que se encuentran en esas categorias.
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2.3 Resultados y conclusiones Mapeo de QTL para la
longevidad y la sensitividad térmica sobre la

longevidad en D. melanogaster

Resultados del mapeo de QTL para la longevidad y la sensitividad térmica sobre la

longevidad en D. melanogaster

Para la realizacion de esta tesis de doctorado se midié el tiempo de vida
completo de 7047 moscas adultessDrosophila melanogaster para evaluar los loci de
caracteres cuantitativos que afectan a la longevidad a 25°C con y sin un pre-tratamiento
de calor La longevidad media se muestra en la figura 2.3.1 para las moscas que
recibieron un estrés térmico, asi como para las moscas que no recibieron el estrés por
calor (control), agrupando I&IL de acuerdo con la retrocruza de origen. Ademas, la
longevidad media se represeptala figura 2.3.2 y en la tabla 2.3.1 para cada RIL por
separado, tanto en moscas tratadas como en el control para mostrar un panorama general
de las aparentes diferencias entre lineas en sus respuestas al pre-tratamiento de calor.

La varianza entre lineas, es decir, la varianza genética de la longevidad fue
estimada a partir de componentes de varianza (CV) en los ANOVA que se muestran en
la tabla 2.3.2 con linea como efecto aleatorio y tratamiento como efecto fijjo. Con
respecto al la longevidad, las lineas difieren marcad@pena este caracter en ambas
condiciones térmicas, con una contribucién significativa del efecto linea a la varianza
fenotipica total (ver componentes de varianza de la Tabla 2.3.2). La interaccién linea x

tratamiento resultaignificativa en los 4 ANOVA, dicho efecto contribuye de manera
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significativa a la varianza fenotipica total (ver componentes de varianza de la Tabla
2.3.2).

En promedio, las hembras vivieron mas tiempo que los machos, y los efectos del
pre-tratamiento de calor fueron dependientes del panel de RIL con un efecto
significativo del término de la interaccién entre el panel de RIL y el estrés por calor
(Figuras 3.2.1 3.2.2 Tabla 3.2.3).

Sobre la base de las distintas pruebas t para cada RIL (Tabla 2.3.3), encontramos
gue los efectos beneficiosos sobre la longevidad fueron inducidesgrertratamiento
de calor en varias lineas del panel RIL-D48 (Tabla 2.3.4 y Figuras 2.3.2-2.3.3). Es
importante destacar que, el mismo estrés por calor tuvo efectos esatralcluso
perjudiciales en la longevidad en la mayoria de RIL-SH2 (Tabla 2.3.4 y Figuras 2.3.2-
2.3.3). Por lo tanto, la proporcion de las RIL que mostraron hormesis inducida por calor
fue mayor para RIL-D48 que para RIL-SH2 (Tabla 2.3.4), lo que indica que la hormesis
depende del fondo genético. Esto es importante de destacar ya que al usar un mismo
tratamiento de calor dentro de un estudio se pueden obtener efectos horméticos
(beneficiosos) en algunas lineas y en otras un efecto totalmente opuesto. Por esto, seria
un error pensar que un mismo tratamiento genera un mismo tipo de efecto sobre todas
las lineas y hacer un mapeo de QTL pensando que se esta estudiando la variacion en la
hormesis solamente. Mas bien, al no diferenciar en el mapeo a las lineas donde el
tratamiento generd diferentes efectos, no se esta mapeando solamente las regiones
responsables en los efectos beneficiosos sobre la longevidad. Se esta mapeando al
mismo tiempo las regiones responsables en la variacion de la respuesta al calor sobre la
longevidad, sean los efectos sobre esta, beneficiosos, perjudiciales o neutrales. Por eso
el caracter de razon se relaciona con la sensitividad térmica y no solaments con lo

efectos horméticos del calor sobre la temperatura.
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Se encontrd una clara correlacion negativa entre la longevidad emediascas
control y la diferencia de longevidesl medias de control y calor (Figura 2.3.3
correlaciones Spearman variaron de -0,3 a -0,6 &mRIL-D48 y RIL-SH2, con todas
las correlaciones fueron significativa® $0,05], excepten las hembras de RIL-D48).
Particularmente, esta correlacién negativa resulto significativa en machos de las RIL-
D48 (valor de correlacion de Spearmark k¥9.59, P < 0.001), como asi también en los
machos y las hembras de las RIL-SH2 (rs = -0.62; P < 0.005; rs = -0.65; P < 0.005
respectivamenjepero no para hembras de las RIL-D48 (rs = -0.30; P > (Bdtras
palabras, nuestro pre-tratamiento de calor tuvo un efecto beneficioso (hormesis) con
mas frecuencia en RIL de vida corta que en RIL mas longevas (Figura 2.3.3

Por medio de un mapeo por intervalo compuesto pudimos identificar varios QTL
explicando la variacién en la longevidad (longevidad-QTL) en los tres cromosomas
grandes de Drosophila (Fig. 2.3.4, Tabla 2.3.5). Los rangos de los QTL detectados para
la longevidad se muestran en la Tabla 2.3.4. En las moscas control detectamos cinco
QTL significativos, dos de ellos en el cromosoma X (L1, L2), otros dos QTL en el
cromosoma 2 (L3, L4), y otro QTL en el brazo derecho del cromosoma 3 (L5, Fig. 2.3.4
B; Tabla 2.3.5). En las moscas estresadas por calor, dos regiones QTL fueron
significativas para la longevidad, uno en el cromosoma X (L2) y otro en el cromosoma
2 (L4, Fig. 2.3.4A; Tabla 2.3.5). Ambos QTL que fueron significatiaoanalizar las
medias de moscas estresadas se superponen con dos de los cinco QTL en moscas
control y ademas los efectos aditivos son idénticos en su signo (Tabla 2.3.5). En otras
palabras, pre-tratamiento el calor pareceria reducir el numero de longevidad-QTL, ya
que tres de los QTL que fueron significativos en el control desaparecieron tras el estrés

por calor (Tabla 2.3)5

80



Tres de los cinco QTL de longevidad (LL12, L3) resultaron positivos en sus
efectos aditivos (Tabla 2.3.4), lo que indica que los alelos SH2 de estos QTL aumentan
la longevidad (ya que el genotipo del marcador fueron el nimero de alelos SH2, ver
materiales y métodos). Sin embargo, el QTL en el mediordelosoma 2 y en el brazo
derecho del cromosoma 3 (L4 b5, respectivamente) tuvieron efectos aditivos
negativos (Tabla 2), lo que indica que los alelos SH2 tendrian efectos negativo en lugar
de efectos positivos sobre la longevidaestos dos QTL.

También exploramos la relacion entre la longevidad en las moscas estresadas por
calor y en moscas control mediante un caracter de razén como un indice de los posibles
cambios en la longevidad inducidos por el estrés de calor. En este caso, cuatro QTL
fueron significativos, tres en el cromosoma X (R1, R2, R3), y otro en el cromosoma 2
(R4, Fig. 2.3.4C; Tabla 2.3.5). Estos cuatro QTL mostraron efectos aditivos negativos,
lo que indica que los alelos SH2 de estos QTL disminuyen de nuestro caracter de razén
"R" (Tabla 2.3.4. Los valores para R por encima de cero indican que el pre-tratamiento
de calor produjo efectos horméticos en la linea mientras que un valor de R por debajo de

cero muestra que esa linea sufrié un efecto negativo del estrés recibido.

Se testearon interacciones epistdticara todas las combinaciones entre pares
de marcadores. Antes de corregir la significacion de la prueba por comparaciones
multiples, muchas interacciones fueron significativas. Por ejemplo, la interaccion que
involucra bandas F3-F6 y F-90E fue consistente en los rasgos y sexos. Sin embargo,
ninguna de estas pruebas interacciones fueron significativos después de corregir por

comparaciones multiples.
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Tabla 2.3.1: Valores medios y errores estanfiBy e la media para la longevidad en

las RIL-D48 y RIL-SH2 para cada sexo con y sin el pretratamiento de calor.

RIL-D48
Hembras Machos
Control Tratadas Control Tratadas
Linea Media SE Media SE Media SE Media SE
1 45.8 3.3 45.6 3.2 24.5 1.7 30.1 2.3
4 35.6 2.4 42.8 1.3 34.9 3.0 35.2 1.9
7 43.2 3.5 51.5 3.0 28.7 2.3 25.3 1.4
8 36.1 1.6 42.5 2.9 34.0 2.7 35.2 1.8
13 41.6 2.6 40.9 3.7 29.9 1.5 34.3 1.9
15 38.4 2.6 45.9 3.0 25.8 1.3 26.1 1.5
16 47.8 2.8 37.4 3.1 41.4 3.2 31.0 3.1
18 38.7 3.9 39.9 2.2 31.1 1.2 26.7 2.0
22 36.4 1.7 28.2 0.9 36.0 2.9 32.1 1.8
23 28.8 0.7 36.2 1.5 30.5 1.4 35.5 1.6
24 43.6 3.4 48.0 4.1 38.6 2.8 36.8 2.5
29 45.4 3.8 42.6 2.4 28.0 1.4 31.4 1.8
31 36.1 1.5 335 1.8 32.1 2.4 28.3 1.2
32 45.8 1.5 43.6 3.4 37.3 35 30.4 2.1
35 34.1 3.0 29.4 3.6 26.1 1.9 25.3 2.5
39 33.7 2.3 43.7 2.7 35.7 2.0 28.9 1.8
47 31.4 3.1 40.7 2.8 28.3 1.3 36.2 2.0
49 33.4 1.6 38.2 2.3 34.8 2.0 35.6 1.7
51 394 2.7 27.4 1.7 28.4 1.7 26.1 2.5
55 42.5 2.4 35.6 3.0 29.1 2.2 29.9 2.5
56 42 .4 3.5 39.3 3.6 28.3 2.0 26.9 1.8
57 30.8 3.1 23.7 1.6 30.9 3.9 26.8 3.0
61 46.1 4.1 44.8 3.0 30.2 2.0 27.0 2.4
63 43.0 2.0 445 2.0 28.8 1.1 26.5 1.9
78 40.8 1.5 38.4 2.4 32.9 1.5 25.8 2.6
82 43.0 3.4 38.2 2.5 34.4 2.3 27.7 1.0
83 36.5 1.6 35.4 1.9 335 3.1 30.2 2.4
85 30.8 1.1 26.5 2.1 29.1 15 28.4 1.8
106 38.5 3.3 37.3 3.0 27.8 1.9 334 1.6
110 39.8 3.5 38.0 3.0 29.5 2.1 27.2 2.5
124 36.1 2.6 40.6 2.6 30.0 1.7 335 4.0
203 324 1.6 37.4 2.3 335 1.4 325 1.6
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RIL-SH2

Linea

12
18
26
31
32
38
40
50
52
81
83
89
98
99
122
138
145
201

Hembras Machos
Control Tratadas Control Tratadas
Media SE Media SE Media SE Media SE
40.1 2.1 39.6 3.6 26.0 2.2 23.6 1.6
21.0 2.7 21.1 1.5 29.0 2.0 24.6 1.8
17.4 2.7 16.8 1.0 19.8 1.4 18.8 3.6
35.8 3.5 27.8 1.3 25.8 1.8 27.6 1.8
29.5 2.0 22.1 1.9 29.3 2.3 25.9 1.9
41.2 3.3 35.3 2.7 27.0 2.2 25.0 1.8
38.5 3.6 33.1 3.2 26.1 1.5 30.0 2.7
39.8 5.3 30.4 3.5 41.4 3.0 30.7 2.3
34.8 3.1 23.7 2.6 315 2.3 18.6 2.9
32.4 4.1 27.6 2.6 29.5 1.8 22.7 1.0
29.3 2.8 18.4 1.0 235 1.2 21.5 1.9
25.1 3.3 20.3 1.5 22.9 2.3 22.0 2.9
40.7 2.5 25.0 1.9 23.4 2.7 23.0 1.1
27.3 1.8 28.0 1.7 27.3 2.0 27.8 2.0
42.3 2.7 32.8 2.3 28.7 2.1 27.3 1.5
25.2 2.4 28.4 2.3 27.5 2.2 29.4 2.2
38.0 3.0 37.4 3.0 26.9 1.4 28.9 1.5
18.6 1.0 25.2 1.9 18.6 15 18.0 1.1
47.8 3.1 321 2.4 26.6 1.8 26.2 2.1
42.7 4.6 30.5 2.5 29.1 2.7 23.7 1.7
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Tabla 2.3.2: ANOVAs para analizar las diferencias in la longevidad media en ambos
paneles de RIL (RIL-D48 and RIL-SH2) y sexo con (1) linea como factor aleatorio y (2)
tratamiento (control vs. tratadas) como factor fijo.

Fuente de RIL-D48 RIL-SH2

Variacion gl CM F &(%) g CM F 8(%)
Hembras

(1) Linea 31 5839 6.62*** 6.56 19 748.4 9.20**  2.49
(2) Tratamiento 1 500.1 2.62 Fijo 1 5225 1.04 Fijo
(1) x (2) 31 239 2.71** 4,96 19 502.4 6.78**  13.10
Error 1987 88.47 1342 84.41
Machos

(1) Linea 31 17829 11.40*** 9.40 19 3256.8 21.33** 18.07
(2) Tratamiento 1 1.22 2E-3 Fijo 1 10152 16.44***  Fijo
1) x(2) 31 5949 3.83** 6.96 19 617.6 4.04*** 6.84
Error 2171 83.64 1338 75.09

S* componentes de varianza; ***P < 0.001.

Tabla 3.2.3 ANOVA de tres factores para analizar las diferencias en la longevidad

media con (1) RIL-D48 vs. RIL-SH2, (2) tratadas vs. control y (3) sexo como factores

fijos.

Fuente de

Variacion ol oM i
(1) Panel 1 4.08 87.6%**
(2) Tratamiento 1 0.35 7.6%*
(3) Sexo 1 2.97 63.8***
(1) x(2) 1 0.18 3.9%
1) x@) 1 0.15 3.2
(2) x(3) 1 0.04 0.8
(1) x (2) x (3) 1 0.12 0.002
Error 375

*P < 0.05, *P < 0.01, **P < 0.001).
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Tabla 2.3.4 Numero de lineas de RIL-D48 y SH2-RIL donde el pre-tratamiento de
calor no tuvo efectos significativos sobre la longevidad (neutral), aumentd la
longevidad (hormético) o produjo una reduccion de la longevidad (detrimental), segun
lo determinado por una prueba t de dos colas para cada linea y sexo (P <0,05). Los

nameros se muestran para hembras (H) y machos (M) por separado.

Efectos del RII-D48 RII-SH2 Total
estres M H M H M H
Neutral 17 16 8 12 25 28

Hormeético 7 8 1 1 8 9

Detrimental 8 8 11 7 19 15
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Tabla 2.3.5: QTL para la longevidad en moscas estresadas por un pre-tratamiento de
alta temperatura (calor) y en moscas control, asi como también para un caracter de
razén que mide la sensibilidad térmica en la longevidad (véase el texto) identificados
por mapeo de intervalo compuesto en RIL de D. melanogaster. El rango de QTL se
determina comen la ubicacién de los marcadores mas cercanos y los cromosemas
indican entre paréntesis. El efecto aditivo ¢a)da en dias para la longevidad, con
valores positivos que indica g alelo D48 disminuye la longewad (Norry et al

2008). %Varesel porcentaje de la varianza fenotipica total explicad&IgQm L.

QTL Sexo/ Rango QTL a % Refs. Genes candidatos incluido en el
RIL Var rango del QTL

Control (a)

L1 FSH2 (X)1B8-3C1 7.8 225 [3,7,8] dor, Edeml, Adar

L2 FSH2 (X)3Cl14F2 75 185 [1,2,8] rb,CG7010

L3 FSH2 (2)3023-38E1 7.3 0.4 [1-8] Eaatl, Trx-2, chico, Cdk5alpha, Mtz
Tor, Sir2, VhaSFD, hk, Hsp60D,
spir, tam salr, CG16820

L4 M SH2 (2) 38E1-42A -2.9 10.7 |[1-5,7 EcR

L5 F pool (3)73A-90B2 -42 7.9 [1-4,6- grim, Indy-2, gig, Prat, puc, Sirt6,

8] mthl11, mthl5, mthi12, SdhC, ry, foxc

cher, CycT, Hcs, CG1005K3)73Ah,
CG2023 CG5359CG31218
CG12360 CG31550, CG13698
CycT, pyd3 CG8223 CG130Tat,
Ide, hsp70, hsc70-3y Dca

Calor (b)

L2 FSH2 (X)3C1l-4F2 5 10.4 [2,3,8] Mismos candidatos que para el QTL co
igual rango

L4 M pool (2) 38E1-42A -1.8 16.1 [1-5,7] Mismos candidatos que para el QTL co
el mismo rango

Razon(b/a)

R1 FSH2 (X)10A1-12D -0.16 13.1 [2,7,8] SelG, hep, g, Clic, Hsp60, Hsc70-3,
CG4332

R2 F D48 (X)12D-16F3 -0.13 4.3 rut, sun, mthll, shi, Arpl45camp
CG4789

R2 FSH2 (X)12D-16F3 -0.16 12.0 Mismos candidatos que para el QTL co
igual rango

R3 FSH2 (X)16F3-19F6 -0.14 25 [3] car, DD2R

R3 M SH2 (X) 16F3-19F6 -0.14 11.6 [3] Mismos candidatos que para el QTL co
igual rango

R4 MD48 (2)42A49C -0.1 6.7 [1-8] Pai

Los genes candidatos son loci que tienen efecto sobre la determinacion del tiempo de
vida oen la respuesta al calan D. melanogaster representadosla base de datos
FlyBase genontology (FlyBase Consorcio, 2003). Los genes subrayados cambian sus
niveles de expresioren lineas seleccionadas para mayor longevidad en estudios
anteriores (Sgrensen et al 2007). Las referencias (Refs.) se dan para regiQmés de
gue se solapan con los QTL de longevidad identificados en estudios anteriores.
'Nuzhdin et al 1997°Leips y Mackay 2000%Vieira et al 2000,"Wang et al 2004,
>Curtsinger 2002Leips y Mackay 2002Nuzhdin et al 2005Vermeulen et al 2008
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Figura 2.3.1: Longevidad media en dias promediando por panel de RIL, RIL-D48 (A) y
RIL-SH2 (B). También se muestran los valores medios del caracter razon (el cociente
de la longevidad con y sin pre-tratamiento de calor) (C). "Calor" corresponde a la
longevidad de las moscas tratadas con calor. "Control" corresponde a la longevidad de
las moscas que no recibieron el pre-tratamiento de calor. Las barras de error

corresponden al error estandar de la media.
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Figura 2.3.2Longevidad media de cada RIL y sexo a partir de ambos paneles de RIL,
RIL-D48 y RIL-SH2. "Calor" corresponde a la longevidad de las moscas que fueron
sometidas a un pre-tratamiento de calor. "Control" corresponde a la longevidad de las

moscas que no recibieron el estrés de calor.
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Figura 2.3.3: Diferencia de la longevidad de moscas sometidas al tratamiento de alta
temperatura (H) y control (C) en funcién de la longevidad control para ambos paneles
RIL, RIL-D48 (A) y RIL-SH2 (B).
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Figura 2.3.4 LR en funcion de la posicion de mapa (cM) de mapeo por intervalo
compuesto para la longevidad en moscas estresadas por calor (A) y moscas control (B)
de D. melanogaster de los dos paneles de RIL (RIL-D48, RIL-SH2 ) y del pool
También se muestra el mapeo del caractedn (R) calculado como In(razén) =
In[(longevidad en moscas estresadas) / (longevidad en moscas control)] (C). Los
umbrales de significacion fueron determinados por 1000 permutaciones (lineas
horizontales), y fueron similares entre machos y hembras de RIL-D48 y de RIL
poleadas, con linea gruesa discontinua para RIL-D48, linea gruesa sélida para RIL
poleadas, linea delgada discontinua para los machos RIL-SH2 y linea delgada sdlida
para hembras de RIL-SH2. Los tridngulos en el eje x corresponden a la ubicacion de los

marcadores utilizados en la mapeo de intervalo compuesto.
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Conclusiones Mapeo de QTL para la longevidad y la sensitividad térmica sobre la

longevidad en D. melanogaster

Todos los organismos vivos tienen la capacidad intrinseca para responder,
neutralizar y adaptarse a las fuentes externas e internas de estrés. El envejecimiento es
una manifestacion final de un fracaso la homeostasis tahomeodinamica (Rattan
2006; Holliday 2007). Para lidiar con el estrés, los organismos desarrollaron una amplia
y conocida gama de diferentes mecanismos.

Aungue la base genética de la longevidad ha sido ampliamente estudiada
(Nuzhdin et al, 1997, 2005; Vieira et al, 2000; Leips y Mackay, 2000, 2002; Curtsinger
y Khazaeli, 2002; Chao-Qiang Lai de 2007), aqui llevamos a cabo un mapeo de QTL
para la longevidad a 25°C, utilizando un nuevo panel de RIL de D. melanogaster en un
ambiente de sexo Unico, con y sin un pre-tratamiento subletal de estrés por calor. Por lo
tanto, este trabajo contripel a comprender la base genética de la variacion en la
longevidad en condiciones especificas ambientales y de fondo genético. Por otra parte,
con el fin de aportar al estudio de los mecanismos relacionados con la longevidad
llevamos a cabo la primera aproximacién para mapear en el genoma de D. melanogaster
regiones de QTL responsables del fendmeno de hormesis. Se ha demostrado que un
tratamiento de estrés leve aumenta la esperanza de vida en Drosophila melagogaster
la comprension del fenbmeno de hormesis representa un método que puede aportar a
aumentar los conocimientos acerca de los mecanismos que explican la longevidad
(Lithgow et al, 1995a; Khazaeli et al 1997; Butov et al 2001; Le Bourg et al 2000;
Cypser y Johnson 2001, 2002, 2003; Yashin et al 2002; Hercus et al 2003; Rea et al

2005; Lithgow et al 20Q065cannapieco 2007).
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El nimero de QTL de gran efeato la longevidad fue mayor en el control (5)
que en las moscas estresadas por calor (2) en un ambiente de sexos separados a
temperatura benigna. Esto sugiere que, el estrés por calor reduce el nimero de QTL de
gran efectoen la longevidad. Este efecto del estrés por calor se observd en trabajos
previos para caracteres de termotolerancia (Norry et al 2008). Aden&s QTL
fueron significativos para el caracter de razon relacionaddacsensibilidad térmica
sobrela longevidad. Es importante destacar guefecto de nuestro pre-tratamiento fue
diferente entre RILcon un efecto detrimental sobre la longevidad en muchas RIL-SH2
y un efecto beneficioso, es decir, un efecto hormético por un estrés por calor sobre la
longevidad en varias RIL-D48 (Tabla 2.3.3). Los QTL para la longevidad deteetados
este estudio involucran a los tres cromosomas mayores, todos ellos colocalizan con
intervalos de QTL para la longevidad identificadwsestudios previos con conjuntos
muy diferentes de RIL con diversos origenes genéticos (Tabla 2.3.4

Al igual que en trabajos anteriores (Norry et al 2008), el poder estadistico para
detectar QTL se increment6 por el uso de dos paneles de RIL derivados de las dos
retrocruzas posibles, ya que se detectaron QTL significativos en ambos paneles de RIL.
Todos los QTL que fueron significativos en moscas estresadas por calor co-localizaron
con los QTL detectados en moscas control, por lo que puede plantearse la hipétesis de
que el estrés por calor disminuye el numero de QTL significativos como ya se ha
observado en otros caracteres correlacionados con la longevidad, principalmente para la
resistencia al coma por alta temperatura (Norry et al 2008). Una vision general del
conjunto de resultados sugiere que los QTL de gran efecto en la longevidad en las
moscas estresadas por calor no son inducidos por estrés térmico en si. Una hipotesis
plausible para la disminucion del nimero de QTL en las moscas estresadas por calor es

gue los niveles basales de algunas Hsp (y/u otras proteinas inducible por el calor que
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afectan a la longevidad) difieren entre individuos mas y menos longevos bajo
condiciones de control, mientras que el estrés por calor puede reducir esta variacion
genética mediante el aumento de los niveles de Hsp con mas frecuencia en individuos
de corta longevidad (Norry y Loeschcke, 2003). En cualquier caso, no asumimos que
los resultados seran idénticos para otras posibles poblaciones experimentales, a pesar de
que los QTL para algunos otros caracteres son bastante consistente a través de diversas
poblaciones de mapeo (por ejemplo, Norry et al 2004,;2008)an y Mackay 2006).

Ademas, los QTL que colocalizan entre las moscas estresadas y las de control
(L2, L4), serian QTL generales de la longevidad en lugar de QTL especificos para las
moscas estresadas por un pre-tratamiento de calor. Estos dos QTL (L2, L4) incluyen al
menos dos genes candidatos, ybECR, que tienen efectos sobre la longevidad
(Serensen et al 2007, Simonsen et al 2007). Ademas, el gen CG7010 que mapea en L2
mostré cambios significativos en su nivel de expresion por la seleccion en la longevidad
en moscas de D. melanogaster (Sgrensen et al 2007). Rubi (rb) esta involucrado en el
transporte lisosomal y también participa en la via funcional de blue cheese (bchs)
(Simonsen et al 2007). Las mutaciones en el gen blue cheese pueden conducir a la
reduccion de la expectativa de la vida adulta y a un aumento de la muerte neuronal en
Drosophila (Simonsen et al 2007). El gen EcR es el receptor de ecdisona, la principal
hormona esteroide de D. melanogaster implicada en el desarrollo y la reproduccion. Las
moscas que son heterocigotos para las mutaciones del receptor de ecdisona viven un 40-
50% mas gelas moscas control (Simon et al 2003).

Varios genes que alteraron significativamente su nivel de expresion por
seleccion en la longevidad en Sgrensen et al 2007, también mapean en nuestras regiones
de QTL (Tabla 2.3.4): tam, salr, CG16820, CG10053, | (3) 73Ah, CG2023, CG5359,

CG31218, CG12360, CG31550, CG13698, CycT, pyd3, CG8223, CG1307, CG4332

93



Arpl4D, Scamp, CG4789. Este conjunto de loci candidatos son de gran interés en el
estudio actual, porque las lineas de la poblacién base para la construccion de las RIL-
D48 y RIL SH2, se incluyeron en la poblacion base utilizada en Sgrensen et al. Algunos
de estos, como tam y Cgerelacionan también con ambos caracteres, la longevidad y
la respuesta al heat shock en otros estudios (Lis et al 2000; Mandavilli et al 2002).
Muchos otros genes candidatos mapean en las regiones de los QTL que fueron
significativas en este estudio, estos incluyen a varios genes que codifican para proteinas
de shock térmico (heat-shock proteins), asi como un ndmero de loci con fsncione
conocidas o inferidas en la determinacién del tiempo de vida adulta (por ejemplo, SelG,
Indy-2, cher, hsp70, hsc70-2y4, Dca, muchos genes mth-like, hcs yFiyBpse
Consortium 2003) Las mutaciones en methuselah (mth) pueden aumentar
dramaticamente el tiempo de vida adulta, asi como afectar a la resistencia a diversas
formas de estrés ambiental, como el estrés térmico (Lin et al 1998). Dca, que codifica
para una proteina marcadora de la senescencia (SMP30), estaria involucrado en la
regulacion de los niveles del ion ©acitosdlico y de su sefializaciéon (Goto 2000). En
cuanto a cher, este gen codifica para una proteina de union a actina. Las mutaciones en
cher perturban la organizacién de los filamentos de actina y comprometen la integridad
de la membrana durante el desarrollo de los ovocitos, evitando la transferencia de
citoplasma de las células nutricias a los ovocitos que se traduce en esterilidad en las
hembras (Robinson et al 1997, Sokol y Cooley 1998)aumento de la esperanza de
vida puede resultar de la sobreexpresion de dkiere(y Morimoto 1997. Hcs vy rut
pertenecen tanto a los procesos biologicos "determinacion del periodo de la vida adulta”
y "respuesta al calor". Hsp70 es una proteina de shock térmico que tiene una variedad
de funciones incluyendo la auto-regulacion de la respuesta de shock térmico y la

transduccion de sefnales (Kline y Morimoto 1997). Hsp70 y otros genes estrechamente
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vinculados también han sido implicados en influenciar el tiempo de vida adulta en
Drosophila, tal como fue revisado recientemente (Tower 2009, 2011). La expresion
inducida por calor de Hsp70 puede disminuir por la seleccion en la longevidad (Norry y
Loeschcke 2003), y las lineas parentales utilizadas para construir las RIL se diferenci
en el nivel de expresion de Hsp70 inducida por calor (Norry et al 2004).

La metaloproteinasa degradadora de insulina) (ke la principal enzima
responsable de la degradacion de la insulina (Duckworth et al 1994, Bennett et al 1997,
Garcia et al 1998). La sefializacion de la insulina/IGF-like (factor de crecimientar simila
a la insulind es una via de interaccién critica con otras vias que influyen sobre la
longevidad, tal como fue revisado recientemerBeughton y Partridge 2009 La
insulina es una hormona fundamental patontrolar el metabolismo de la glucosa
(Wolfe 1995) yla via del receptor de insulina regula el tiempo de vida de los adultos, la
reproduccién y la respuesta al estrés (Wolfe 1995, Garcia et al 1998, Tissenbaum y
Ruvkun 1998). Las variantes alélicas de muchos de los genes implealdosia de
sefializacion de la insulina/IGF-like (insulin-like growth factor) y vias de interaccion,
incluyendo chico, Idey Foxo, se incluyen dentro de nuestras regiones QTL que
potencialmente pueden influir en la expectativa de vida (Wolfe 1995, Clancy et al 2001,
Tatar 2001), tal como fue estudiado en la introduccion general de esta tesis. Otros genes
clave como Tor también se incluyen dentro de la lista de QTL de la tabla 2. Por
ejemplo, el papel de la via de sefializacion de TOR en el envejecimiento es bien
conocido y en procesos bioldgicos relacionadas, tal como fue revisado recientemente
(Katewa 2011

Otro de los mecanismos propuestos para regular la longevidad que mencionamos
en esta tesis, es de las ROS. Los loci Sod y Cat son dos genes impéioddos

eliminacion de especies reactivas del oxigeno (ROS), los subproductos toxicos del
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metabolismo principalmente generados por la cadena respiratoria mitocondrial (Wallace
y Melov 1998). Varios estudios apoyan la hipotesis de que el dafio oxidativo de ROS es
un factor importante en @nvejecimiento (Harman 1956), asi como la limitacion de
duracion de la vide&n muchas especies (Sohal et al 1990, Ku et al 1993, Barja 1998,
Garcia et al 1998, Sun et al 2002, Miwa 2006).

Se encontrd variacion genética significativa para la expectativa de vida adulta,
con interacciones significativas entre el pre-tratamiento de calor y dos paneles de RIL
(Tabla 2.3.2-2.3.3). Solo uno de los nueve QTL en este estudio fue significativa en
ambos sexos (R1, Tabla 2), en consonancia con otros estudios donde los QTL parecen
ser sexo-especificos para la longevidad (Nuzhdin et al 1997, Vieira et al 200, Buck et al
1993a, b), pero otros disefios experimentales son mas apropiados que el nuestro para
probarla especificidad de sexo para la longevidad (Curtsinger y Khazaeli 2002). En un
intento por explorar ain mas la base genética de la longevidad, realizamos un mapeo de
QTL para un caracter de razon relacionado con la sensibilidad de la longevidad al estrés
por calor tanto en machos y hembras. Se ha demostrado gsieéslleve de calor
aumenta la esperanza de vida de D. melanogaster y la comprension del fenébmeno de
hormesis sigue siendo un campo sin explotar e importante para aprender mas sobre la
longevidad (Lithgow 1995, Khazaeli et al 1997, Le Bourg 2000, 2001, Yashin et al
2001, Cypser y Johnson, 2002, 2003, Hercus et al 2003, Rea et al 2005, Olsen et al
2006, Scannapieco et al 2007).

Aunque nuestro estrés térmico fue mas bien leve (con 0% de mortalidad), no fue
inducida la hormesis en muchas de las RIL (Tabla 2.3.3). Ademas, el pre-tratamiento en
este estudio fue similar o incluso potencialmente menos estresante que otros utilizados
en estudios anteriores que indujeron la hormesis en D. melanogaster, pero este pre-

tratamiento redujo en lugar de aumentar la longevidad en muchas RIL-SH2 (Fig. 2.3.1,
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Tabla 2.3.3). Otro resultado interesante fue que nuestro pre-tratamiento tuvo un efecto
beneficioso (hormesis) con méas frecuencia en las lineas con una longevidad corta que
en las lineas mas longevas (Fig. 2.3.3). En concordancia con esto, el panel de RIL que
es menos resistente al calor resultdé ser el mas longevo (RIL-D48, Tabla 2.3.3). Este
resultado es consistente con estudios previos (Gomez et al 2009), donde se encontraron
correlaciones negativas también entre hormesis inducible por calor y la longevidad a
25°C en otras especies de Drosophila. Tal vez, los individuos de vida corta son mas
susceptibles al estrés por calor en términos de la induccién de Hsp u otras proteinas
inducibles por calor (Lis et al 2000), mostrando efectos horméticos mayores inducidos
por calor que los individuos mas longevos. Este es un aspecto interesante de la variacion
genética eta hormésis inducible por calor, para examinar en futuros estudios sobre los
posibles efectos de dosis posible ddbr en diferentes fondos genéticos (Sarup y
Loeschcke 2011). Insistimos en que nuestro mapeo de QTL para nuestro caracter de
razén, no representa una prueba para encontrar QTL que expliquen la variaciones de la
hormesis inducible por calor, sino mas bien una prueba para detectar QTL posibles que
expliquen tanto los cambios positivos como negativos en la longevidad inducidos por el
estrés de calor en edades jévenes.

Las lineas RIL-SH2, que son mas resistentes al coma por alta temperatura
(RCAT), fueron de menos longevas que las RIL-D48. Esto probablemente esta
relacionado no a la historia de la seleccion artificial para RCAT (Norry et al 2004), sino
mas bien al hecho de que las lineas de base utilizados para la construccion de las RIL se
obtuvieron a partir de dos poblaciones salvajes no relacionadas que probablemente no
compartieron las mismas presiones de seleccion natural. De todas marrags por
la cual algunos QTL se han detectado a veces solo en uno de los dos paneles de RIL es,

probablemente, no por efectos de epistasis ya que no se encontraron efectos epistaticos
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o resultaron no significativos después de corregir para comparaciones multiples. La
razén para detectar diferentes QTL dependiendo del panel de RIL esta4 probablemente
relacionada a la potencia estadistica para detectar la variacion genotipica de las RIL
(Norry el al 2008). Los cinco QTL que fueron significativos para la longevidad en el
presente estudio colocalizan con regiones de QTL detectados previamente utilizando no
solo poblaciones de mapeo muy diferentes (si se compara con el presente estudio), sino
también condiciones ambientales distintas (por ejemplo, sexos separados vs. Sexos
juntos, asi como también el estrés por calor vs. condiciones de control térmieb, en
estudio actuals estudios anteries Tabla 2.3.3). Dada la amplia cantidad de regiones

de QTL detectadas en las poblaciones de mapeo RIL-D48 y RIL-SH2, los presentes
resultados pueden ser evidencia independiente |pasanplia cantidad de QTL de
longevidad detectados en estudios anteriores que se citan en la Tabla 2.3.3.

En general, el pre-tratamiento en este estudio tuvo un efecto beneficioso
(hormesis) sobre la longevidad con mayor frecuencia en RIL de vida corta que en RIL
de vida larga. Las regiones de QTL para la longevidad en moscas estresadas por calor se
superponen con los QTL para la longevidad en moscas control. Ademas, todos los QTL
para la longevidad incluyen genes candidatos y co-localizada con QTL para la
longevidad identificadoen estudios previos con conjuntos muy diferentes de RIL y en
sexos mezclados. Estos QTL son de interés para la cartografia a escatefdineos
estudios, ya que los QTL detectados en este estudio fueron encontrados en otros
estudios y en otras condiciones ambientales. Nuestro pre-tratamiento de calor disminuye
el numero de QTL para la longevidad, ya que el numero de QTL en moscas estresadas

por calor fue menor que en mocas control.
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2.4: Resultados y conclusiones Mapeo de QTL para
resistencia al hambre en moscas adultas y larvas de D.

melanogaster

Resultados del mapeo de QTL para resistencia al hambre en moscas adultas y

larvas de D. melanogaster

La resistencia al hambre (RH) se midié en aproximadamente 9600 moscas en
etapa adulta y en 6240 en etapa pre-adulta con el objetivo de estudiar la base genética y
encontrar QTL que afecten a la RH permanente en adultos y RH en pre-adultas. Los
valores medios se muestran en la tabla 2.4.1 de la RH tanto en larvas como en los
adultos agrupando a las RIL segun la retrocruza de origen. El valor medio de cada RIL
se muestra en la Figura 2.4.1 tanto en las moscas de los adultos y en las larvas.

La RH en los adultos se calculé como el tiempo medio de supervivencia en
medio sdlido sin alimento promediando sobre réplicas, para cada RIL y el sexo. En
promedio, las hembras adultas resultaron mas resistentes a la inanicion que los machos
tanto para RIL-D48 y RIL SH2 (Tabla 2.4.1; 2.4.2). La resistencia al hambre (RH) en
pre-adultos se midi6 como el porcentaje de supervivencia en medio pobre de alimentos
(MP), el cual se lograba a partir de una dilucién al 10% del medio control (MC). En
comparacion con los controles, la RH de las larvas se redujo significativamente en MP
como era de esperar, siendo menor el nimero de emergidos tanto en las RIL-D48 como
en las RIL SH2 (Tabla 2.4.1; 2.). La varianza entre lineas, es decir, la variankeagené
de la resistencia al hambre fue estimada tanto en adultos como en los pre-adultos a

partir de componentes de varianza (CV) en los ANOVA que se muestran en la tabla
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2.4.4 con linea como efecto aleatorio. Para la resistencia al hambre, las lineas difieren
marcadametle para este caracter en ambas etapas del ciclo de vida, con una
contribucion significativa del efecto linea a la varianza fenotipica total (ver
componentes de varianza de la Tabla 2.4.4

Se encontré una correlacion positiva para la RH entre machos y hembras tanto
en adultos como pre-adultos emergidos de ambos medios: pobre y el control (Fig. 2.4.1,
correlaciones de Spearmandesde 0.4 hasta 0.8, tanto en RIL-D48 y RIL SH2, todas
las correlaciones fueron significativas [p <0,001§o se encontré correlacion
significativa para la RH entre adultos y pre-adultos. Por el contrario, encontramos
correlaciones positivas entre la RH de los pre-adultos emergiddCdg MP para
ambos sexos (correlacion de Spearmattesde 0.3 hasta 0.8, tanto en RIL-D48 y RIL
SH2, todas las correlaciones fueron significativas [P < 0,05]).

Los QTL encontrados que explican la variacion en la resistencia a la inanicién o
malnutricibn RH-QTL) tanto en la etapa adulta como en la pre-adulta de machos y
hembras de D. melanodeas se muestran en la Tabla 2. El mapeo por intervalo
compuesto revel®H-QTL en los tres cromosomas mayores (Figura 2.4.4, Tabla 2.4.5).
Encontramos cinco QTL @ufueron significativos para la RH en adultos (aduRb$
QTL). Un QTL que mapea en el cromosoma X resulto significativo tanto en machos
como en hembras (Tabla 2.4.4). En la etapa pre-adulta del ciclo de vida, se detectaron
cinco QTL que explican la variacion observada para la sobrevida en medio pobre en
alimentos (pre-adultoRH-QTL), tres QTL en el medio control (control-QTL) y otro
QTL para el caracter de razon (ratio-QTL) (Figura 2.4.4, Tabla)2@usiosamente, un
pre-adultosRH-QTL (P2) colocaliza con un QTL para la RH permanente en adultos
(Al) que habia resultado significativo en ambos sexos, con efectos aditivos idénticos en

signo (Tabla 2.4.5). El QTP3para la RH en pre-adultos también coincidié con A2, un
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QTL detectado en adultos (Tabla 2.4.5). TodoRBHsQTL, exceptoPly P3, tuvieron
efectos aditivos negativos de los alelos S#ambos, moscas adultas y emergidos
(Tabla 2.4.5), lo que indica que alelos SH2 para estos QTL disminuyen la RH (como los
genotipos marcador son el nimero de alelos SH2, ver\).y

Se testearon interacciones epist&tioara todas las combinaciones entre pares
de marcadores. Sin embargo, ninguna de estas pruebas interacciones fueron

significativas después de corregir por comparaciones multiples.

Tabla 2.4.1Valores medios para la resistencia a la inanickili) (en adultos (horas

SEM) y en pre-adultos (% de supervivencia £+ SEM) a partir de dos paneles de RIL,
RIL-D48 y RIL SH2. La SH en los adultos es el tiempo medio de supervivencia para
cada RIL y el sexo. La SH en pre-adultos es el porcentaje de supervivencia en medio
pobre MP). También se muestra la supervivencia en la etapa pre-adulta del ciclo en
medio control MC) y para el caracter de razén D. melanogaster de las RIL-D48 y

RIL SH2.

Adultos MP MC Ratio

machos hembras| machos hembras| machos hembras| machos hembras

RIL-D48 | 51.2+ 66.7+ | 103+ 9.8+ 535+ 539+ | 193+ 173%

11) @4 | (120 @12 | 29 @33) | 20 (@5

RIL-SH2 | 523+ 693+ | 124+ 111+ | 481+ 434+ | 283+ 254+

(14) (0 | (19 (@16 | (44 38 | (56) (3.0
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Tabla 2.4.2 ANOVA de dos factores con (1) RIL-D48 vs. RIL-SH2 y (2) el sexo como

factores fijos para la resistencia a la inanicion (RH) en adultos.

Fuente de
o gl CM F

Variacion
(1) Panel 1 21 2.1
(2) Sexo 1 105.7 105.4%**
(1) x(2) 1 1.0 0.1
Error 405

*** P < (0.001

Tabla 2.4.3 ANOVA de dos factores con (1) el sexo, y (2) MC vs. MP como factores

fijos.

RIL-D48 RIL-SH2
Fuente de
Variacion gl F 9l i
(1) Sexo 1 0.1 1 2.0
(2) Medio 1 613.1%* 1 258.3***
(1) x (2) 1 0.2 1 0.7
Error 724 502
*** P <0.001

Tabla 2.4.4 ANOVA para analizar las diferencias en la resistencia a la inanigidh (
en adultos yen pre-adultos a partir de dos paneles de RIL, RIL-D48 y RIL-SH2 en

ambos sexos. Anova de 1 factor con linea como factor aleatorio. S2 componentes de

varianza.
gl linea CM linea gl error CM error F Slizn(el?)
D48 machos 31 4172.2 3053 298.2 13.99*** 11.9
Adultos D48 hembras 31 9109.5 2892 4255 21.41%* 18.3
SH2 machos 20 4500.9 1737 195.7 23.00%** 20.8
SH2 hembras 20 7941.6 1847 354.3 22.41*** 19.4
D48 machos 31 2.6 147 1.3 1.97* 14.8
Pre- D48 hembras 31 2.7 147 1.2 2.15%* 17.1
adultos| SH2 machos 20 45 106 2.0 2.24** 17
SH2 hembras 20 3.3 106 1.4 2.48** 19.7

*** P<0.001, *P<0.01.
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Tabla 2.4.5QTL para la resistencia al hamlatemoscas adultag para la sobrevida de
larvas en dos medios: medio pobre (MP) y medio control (MC), asi como también para
un caracter de razén entre los valores obtenidos en los dos medios, identificados por
mapeo de intervalo compuesto en RIL de D. melanogaster. El rango de QTL se
determina comen la ubicacidén de los marcadores mas cercanos y los cromosemas
indican entre paréntesis. El efecto aditivog@jla en horas para resistencia al hambre

en adultos y en % de sobrevida en pre-adultos, con valores positivos que indéta que
alelo D48 disminuye el valor del caracter (Norry et al 2008). Y@¢at porcentaje de

la varianza fenotipica total explicada pbQTL.

QTL Rango QTL a % Var Genes candidatos incluido en el rango del QTL

Adultos F. A1 16F3-19F6 -9.1 3 RhoGAPI8BY", pcm¥, Obpl9ct?, cactin¥, car
A2  22C-26A -88 6 CG17012t, robl22E+, Chdl+, Thort'?,
CG14034%,vrit
A3  42A-49C -55 4 Trapl¥' sPLA2+% CG1600+!, CG116697°,
CG8690+3, Pgit?, Pdkt3, CG180913, whdb*, wash,
nemy?t, PGRP-SC1#, PGRP-SC1t’
A4 67A-86E3 -0.6 4 DhprY¥, Hsp23!, Fad2t?, Gr68at*, bmmt>3, Pgmt?,
PGRPSB1+1°, CycT¥', Est61®, CG593212
Adultos M. A1 16F3-19F6 -5 1 Mismos candidatos que para el QTL con igual rango

MP F. P1 7B3-10A2 0.6 6.9 flwf, Atg8ab? ImpY,
MP M. P2 16F3-19F6 -0.4 3.4 Mismos candidatos que para el QTL con igual rango
P3  23A-26A 0.6 5.2 Chdlf, Thort'? CG14034+,vrit
P4 56D11-59A2 -0.5 6.6 Obp56gt*, Mgatl¥? Put, Glycogenint®, domf,
rad50%, ghr¥° Atg7
P5 62A-64D -0.5 1.2 Cctlt, CG12018%, Pxnb, Hsp83', CG10592+,
CGS5150F
MC F. P6 28A1-34D2 1.4 10.3 Eaatlf® numbt, chico'? CG18284%, CG17097%,
crolf, CG6770%%, Fatpr®, bunt
P7 42A- 49C 1 19.5 Mismos candidatos que para el QTL con igual rango

MC M. P6 28A1-34D2 1.1 3.5 Mismos candidatos que para el QTL con igual rango
Ratio F R 12D-19F6 -0.5 2.7 Lsd=2f, RhoGAP18BY", pcm¥, Obp19c’r4,
cactin¥, car

Genes candidatos son loci que cambian su expresi@des lineas endocriadas endogamicas

(RIL) resistentes al hambre y dos sensibles a la inanyaédire lineas de control frente a las

lineas seleccionadas para la resistencia al hambre en estudios anteriores sob¥&dackRidn

et al 2007, 1 Harbison et al 2005, $Zinke et al 2002. Se dividieron los genes candidatos en seis
clases definidas, como los genes prometedores que afectan la resistencia de hambre: (1) Genes
determinantes en la resistencia a la inanicién y otras formas de estrés, (2) Genasaddeerm
expectativa de vida, (3) Genes relacionados con la gluconeogénesis y el metabolismo de los de
lipidos, carbohidratos y &cidos grasos, (4) Genes involucrados en la percepcion sensorial de los
estimulos, (5) Genes relacionados con el desarrollo, (6) Genes implicados en la respuesta
inmune.
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Resistencia al hambre en adultos Resistencia al hambre en pre-

adultos
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Figura 2.4.1. Valores medios para la resistencia a la inanicion agtilaii adultos y

para el caracter de razén entre las sobrevidas en medio pobre y medio control en etapa
del ciclo de vida pre-adulta en las RIL-D48 y RIL-SH2 de D. melanogaster. La RH en
los adultos fue el tiempo de supervivencia mesti&oras para cada RIL y el sexo. El
caracter razén se estimd como porcentaje de supervivencia calculada como el cociente

entre las moscas emergidas de medio del pobre y de control para cada RIL.
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compuesto para la resistencia al hambre de moscas adultppéfd la sobrevida de

larvas en medio pobre (MP) y medio control (MC) (B) de D. melanogaster de los dos

paneles de RIL (RIL-D48, RIL-SH2). También se muestra el mapeo del caracter razon

(R) calculado como In(razén) =[(sobrevida en MP) / (sobrevida en MC)] (B). Los

umbrales de significacion fueron determinados por 1000 permutaciones (lineas

horizontales). Los triangulos en el eje x corresponden a la ubicacion de los marcadores

utilizados en la mapeo de intervalo compuesto.
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Conclusiones Mapeo de QTL para resistencia al hambre en moscas adultas y

larvas de D. melanogaster

La resistencia a la inanicion permanente habia sido previamente mapeada
adultos de Drosophila melanogaster (Wang 2004, Harbison 2005, N&&Vdi607)
En el presente estudio se realiz6 un andlisis de QTL que explican la variaciéon en la
resistencia a la inanicion o malnutricién (RH) tanto en larvas como en adultos mediante
un mapeo de intervalo compuesto en dos paneles d&Rkkncontrd variacion genética
significativa entre las lineas de nuestra poblacién de mapeo. Se identificaron cinco QTL
para la resistencia al hambre (RH) en pre-adultos, ademas de otros cuatro QTL para RH
permanente en adultos, que abarcan los tres cromosomas mayores de D. melanogaster.
Algunos de los RH-QTL colocalizan con QTL identificados en estudios previos
(Tabla 2.4.3 Wang 2004, Harbison 2005, Nuzhd®Vv 2007), aunque el poder
estadistico del analisis se limitado por el nUmero de marcadores y Rdado que
para evaluar si los QTL hallados son especificos de cada sexo necesitan, en parte, de
una mayor cantidad de marcadores y RIL, esto no se ha evaluado especificamente
(Curtsinger 2002). En cuanto a la colocalizacién con QTL hallados en estudios previos,
por ejemplo nuestro A3/LRH-QTL colocaliza con un QTL para la resistencia al
hambre identificado por Wang 2004; A3/L3, A4 y L6 con QTL identificados por
Harbison (2005) y A2/L3 YA4 con QTL identificados por Nuzhdin et al 2007. Ademas,
un RH-QTL encontrado en la presente tesis solap#as tres condiciones diferentes
cuando analizamos en moscas adultas (Al), tanto en machos como en hembras y cuando
analizamos en larvas en medio pobre: (B2Tabla 2.4.3, rango 16F3-19F6). Un QTL
que colocaliza entre larvas y adultos, es decir, que explica al mismo tiempo la

resistencial hambre en dos etapas del ciclo de vida, seria mas bien un QTL general de
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QTL que explica la resistencia al hambre, en vez de un QTL especifico de una
determinada fase del ciclo de vida.

Existen més de 400 genes que podrian ser considerados como genes candidatos
gue mapan dentro de nuestrd®H-QTL como loci identificados por medio de estudios
en RH con metodologias de microarrays y elementos p (Harbison et al 2004, 2005,
Sorensen et al 2005, 2007). Si bien consideramos a todos estos genes como posibles
candidatos, centramos nuestra atencion en algunos de ellos (Tabla 2.4.3). Se dividieron
alos genes candidatos en seis clases definidas segun las funciones que cumplen, como
genes prometedores que afectan la resistahtiambre: (1) Genes determinantes de la
resistencia a la inanicién y otras formas de estrés, (2) Genes que determinan la
longevidad, (3) Genes relacionados con la gluconeogénebmatabolismo de lipidos,
carbohidratos y acidos grasos, (4) Genes involucrados en la percepcion sensorial de los
estimulos, (5) Genes relacionados con el desarrollo, (6) Por ultimo, genes implicados en
la respuesta inmune (Tabla 2.4.3).

(1) Genegdeterminante la resistencia a la inanicion y otras formas de estrés
Hsp23, Cyclin T (CycT), Trapl, CG1600, withered (whd), RhoGAP18B, chico, Thor,
CG6770, hsp83. Los fisidlogos y genetistas evolutivos siempre han sostenido que
existen mecanismos universales que promueven la resistencia a multiples formas de
estres al mismo tiempo (ver Hoffmann y Parsons, 1991). De acuerdo con esto,
encontramos muchos genes candidatos que mapean en las regiones de QTL que
resultaron significativos en este estudio. La mutacion en Mgatl(1l), cuando esta en
homocigosis es viable, pero los individuos adultos presentan importantes defectos en la
actividad locomotora, en comparaciéon con los heterocigotos o las moscas de tipo
salvaje. Ademas, los machos son estériles y tienen la longevidad media y la maxima

muy reducida (Sarkaet al.,, 2006). Varios genes como Hsp23 y CG1600 se
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identificaron que desempefian un papel importante en la tolerancia a la hipoxia (Azad,
P., et al 2009). Un mutante, withered (wlsh encontrd que era sensible tanto a la dieta

y a la hiperoxia (Strulet al., 2008). Nuevos alelos de whd fueron inducidos sobre un
fondo genético definido y lineas que portaban estos alelos resultaron ser sensibles al
estrés oxidativo (Strulet al., 2008). Naylor y Tatar, 2007 propusieron que CG6770
contribuye al control del crecimiento y proliferacién celular, asi como a la respuesta de
estrés, incluyendo la resistencia a la inanicion. CG6770 es necesaria para la resistencia
al estrés oxidativo en las céluld2 (Naylor y Tatar, 200)/

(2) Genes que determinan la longevidad: UDP-GIcNAc:a-3-D-mannoside-?-1,2-
N-acetylglucosaminyltransferase | (Mgatl), brummer (bmm), Excitatory amino acid
transporter 1 (Eaatl), chico, Cctl, Atig8a, Thor. Cctl codifica un sustrato del receptor
de insulina que actia en la ruta metabdlica del factor de crecimiento de tipo
insulina/insulina (IGF). Clancet al., 2001 encontré que la mutacion en el gen chico
extiende la longevidad media de la mosca D. melanogasteun 38%6 en los
heterocigotas. chico (Clan@t al., 2001) y Thor (Zicet al., 2009) determina tanto la
longevidad y la respuesta a la inanicién en D. melanogaster.

(3) Genes relacionados con la gluconeogénesianetabolismo de los lipidps
carbohidratos y acidos graso&lycogenin, Fad2, Esterase 6 (Est-6), brummer,
Phosphogluconate mutase (Pgm), CG5932, secretory Phospholipase A2 (sPLA2),
CG11669, CG8690, Phosphoglucose isomerase (Pgi), Pyruvate dehydrogenase kinase
(Pdk), CG1809, Fatty acid (long chain) transport protein (Fatp). La pérdida de
brummer y AKHR causan obesidad extrema en las moscas (Getailke2007).

(4) Genes involucrados en la percepcion sensorial de los estimulos quimicos:
Odorant-binding protein 56g (Obp56g), Odorant-binding protein 19c (Obpl19c),

Gustatory receptor 68a (Gr68a). Un componente del sistema olfativo de los insectos es
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un grupo de proteinas de unién a odorantes (OBP) que estan presentes en altas
concentraciones en la linfa acuosa que rod@a dendritas de las neuronas receptoras
olfativas. El genoma de Drosafzh contiene al menos 51 potenciales genes OBP que
incluyen a Obpl9cy Obp56g (Hekmat-Scafe et al., 2002). El olfato es de gran
importancia para muchos insectos en comportamientos criticos para la supervivencia y
la reproduccion, incluida la ubicacion de las fuentes de alimentos, la seleccion de los
companeros de apareamiento, el reconocimiento de la colonia con-especificos, y la
determinacion de sitios de oviposicién (Hekmat-Scafe et al., 2002).

(5) Genes relacionados con el desarrollo: grainy head (ghr), Punch (Pu),
domino (do), rad50, cactin, Trithorax-like (Trl), Cyclic-AMP response elelmigwating
protein A (CrebA), Larval cuticle protein 3, (Lcp3), crooked legs (crol), flang \{fiw),
numb, Imp, Chdl, vrille (vri). Grainy head controla el crecimiento de la membrana
apical y el alargamiento del tubo en respuesta a las sefializacion de Branchless/FGF
(Hemphala, et al (2003Ru es necesario para la pigmentacion adecuada de la cuticula
larval y la orientacion adecuada y la diferenciacion de estructuras de las larvas,
especialmente en la region de la cabeza (Reynolds y O'Donnell, 1987). Los mutantes
Drosophila RAD50 son letales a nivel pupa, sin embage) tercer estadio las larvas
presentan niveles elevados de pueatda anafase en las células en division (Gorski et
al 2002). Numb (Wang et al., 2006, Lee et al., 2006), que también actia como un
supresor de tumores en el cerebro de larvas, e Imp (Koizumi et al., 2007) juegan un
papel importante en la regulacién de la neurogénesis. Un factor de remodelador de la
cromatina Chd1 (McDaniel et al., 2008) y vri (Szuplewski et al., 2003) son importantes
para el desarrollo de las alas.

(6) Genes implicados en la respuesta inmune: PGRP-SB1, PGRP-SCla, PGRP-

SC1b. Los peptidoglicanos de la pared celular bacteriana pueden desencadenar una
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respuesta inmune en insectos y mamiferos. Una proteina de reconocimiento de
peptidoglicano, PGRP, ha sido clonada a partir de las polillas, asi como los vertebrados
y se ha demostrado que participa en la deteccion de pardsitos. Hay por lo menos 12
genes PGRP que se expresan en Drosophila. Las sefiales moleculares utilizadas por los
insectos son altamente conservadas, por lo que es poco probable que las interacciones
entre estos genes sea el foco de la coevolucion huésped-parasito, al menos en
Drosophila (WernerlT., et al 2000, Jiggins y Hurst, 2003).

El QTL localizado en la posicion citolégica 16F3-19F6 result6é ser significativo
en las dos etapas analizadas del ciclo de vida de la mosca y en ambos sexos. Muchos
genes mapean en este rango. Aqui resaltamos los sigui&meSAP18B, pcm,
Obp19c, cactin, car (Tabla 2.4.3). Estos genes son loci que cambian su expresion en
lineas que difieren ela resistencia al hambre en estudios previos sobre este caracter
(ver Tabla 2.4.3). RhoGAP18B esta relacionatida respuesta comportamental a la
nicotina y a la respuesta al etanol (Rothen#itial., 2004). Pacman (p¢ras necesario
para una fertilidad masculina normal (Zabolotska&yaal., 2008). Odorant-binding
protein 19c estd involucrada en la percepcion sensorial de los estimulos quimicos
(Hekmat-Scafeet al., 2002). El gen cactin es importante en el desarrollo, es conocido
por estar involucrado en la especificacion del eje dorsal/ventrakglah, 2000). Por
altimo, carnation pertenece tanto a la categoria del proceso bioldgico "determinacion de
longevidad" y "respuesta a la inanicion” que aparecen en FlyBase, en concordancia con
el hecho de que la longevidad y la resistencia al hambre estan correlacionados
(Simonseretal., 2007).

La longevidad y la resistencia al hambre son dos caracteres que estan altamente
correlacionados. La restriccion dietaria fue uno de los mas estudiados y el primer factor

de estrés, que fue demostrado que causaba un aumento en la longevidad de Drosophila
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(para una revision ver Tatar 2011). Algunos de los QTL para sobrevida a la
malnutricién colocalizan con la QTL para longevidad y QTL relacionados con la
longevidad de sensibilidad al estrés por calor detectados en la seccion anterior en las
mismas lineas que en el presente estldiQTL Al y L2 (16F3-19F6) colocalizé con

el QTL R3 de la seccion anterior. Ademas, el QTL A3 (42A-49@Yy(67A-86E3)
colocalizan con los QTL R4 5, respectivamente del el estudio de la longevidad. En
otras palabras, tres de cada cuatro QTL para la RH permanente en adultos solapan con
QTL que explican la variacion en la longevidad al analizar en los mismos paneles de
RIL. Estos resultados soportan las hipétesis de que la resistencia al hambre y la
longevidad comparten QTL pleiotropicos.

En la naturaleza, las moscas suelen pasar periodos de malnutricion o periodos
donde la ausencia de alimentacion esabsoluta (Rion y Kawecki 2007). En los
laboratorios se emularon varias condiciones de malnutricién o no nutricién para evaluar
la resistencia a la inaniciébn en moscas (Wang 2004, Harbison 2005, Nuzhdin SV 2007).
Nuestro mapeo de QTL paraRd en adultos se realizé con un tratamiento de hambre
permanente, en otras palabras, el tratamiento consistia en mantener a las moscas en
continua hambrung encontramos cuatro QTL que explican la variabilidad en la
resistencia al hambre en el adulto en esas condiciones. En Gomez et al (2009) se realiz6
un analisis QTL par&H en adultos en los mismos paneles de RIL utilizados en esta
tesis. Pero en este trabajo el tratamiento de hambruna consistié un tratamiento ciclico
MAas que en un tratamiento permanente. En Gémez et al (2009) logramos identificar una
region QTL paraSH (64D citolégico rango - 66E2) en el brazo izquierdo del
cromosoma 3 en los machos. Ninguno de los picos de QTL que fueron significativos en
los adultos de la presente tesis se superponen con los picos del QTL hallado en el

mencionado estudio (Gomez et al 2009). De todos modos, una porcion del QTL de
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GOmez et al. (2009) solapa con una porcién del QTL PRHHTL que se detect6 en

los pre-adultos. La falta de solapamiento del QTL detectado en GOmez et al.y(2009)

los RH-QTL de adultos detectados en esta tesis sugierefa dueétesis de que la
arquitectura genética es, al menos en parte, independiente para la resistencia al hambre
con un tratamiento constante (agudo) o ciclica (no agudo). Teniendo en cuenta los
resultados actuales y los resultados publicados en Gémez et al. (2009) se sugiere que
algunas de las vias utilizadas para hacer frente al hambre en moscas podrian ser
diferentes dependiendo del tipo de tratamiento (agudo o no)adisia hipotesis debe

ser puesta a prueba en un estudio donderebnolde marcadores y RIL sea mayor de
manera de aumentar el poder estadistico del analisis.

Como los resultados del mapeo de QTL podrian en parte depender del
tratamiento utilizado, es de interés considerar cuél es la importancia ecoldgica de cada
tratamiento utilizado en el laboratorio para la blisqueda de regiones del genoma de la
mosca que expliquen la resistencia al hambre con un tratamiento agudo o ciclico. Las
condiciones de hambre constante se producen en situaciones donde la comida es
inexistente o es tan escasa que no puede ser encontrada por la mosca y las condiciones
de hambre ciclica podrian ocurrir en situaciones en donde la comida es escasa, pero los
individuos pueden tener acceso a ella durante un tiempo limitado de susEvidas.
misma poblacion, cuando el recurso es escaso, algunos individuos tendran acceso a los
alimentos por un tiempo limitado, mientras que otros fracasai@nlocalizacion de los
alimentos. Ambas situaciones (hambre agud® aguda son probablemente parte del
estrés nutricional que ocurre en la naturaleza, parte de un continuo que va desde el pleno
aceso a los alimentos hasta la privacion total del recurso alimenticio. En los
laboratorios, un tratamiento de hambre no constante podria emular periodos de

desnutricion en la naturaleza, mientras que un tratamiento de no nutricion constante
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emularia periodos sin alimentacion. Por lo tanto, los estudios en los laboratorios de
ambas situaciones, contribuirian a la comprension de la arquitectura genética de este
caracter tan complejo, resistencia a la inanicion o mal nutricion (RH).

El mapeo de QTL que explican la variabilidad fenotipica en la RH, es a menudo
un primer paso en la identificacion de los loci que contribuyen a la variacion en el
caracter, ya sea en las etaplel ciclo de vida adulta o pre-adulta. Los QTL que
resultaron significativos en este estudio incluyen a regiones cromosdmicas que
contienen una serie de genes candidatos (Tabla 2.4.3). Para mapear en una escala mas
fina cada QTL, existe varios métodos que se encuentran disponibles para futuros
estudios, incluyendo ensayos de complementacion con lineas mutantes y estudios de

expresion de genes candidatos.
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2.5: Resultados y Conclusiones, la relacion Longevidad

y Resistencia al hambre

Resultados Longevidad y Resistencia al hambre

La supervivencia bajo condiciones de hambre puede ser un factor determinante
en la evolucion de la longevidad. La variacion ambiental podria actuar como factor de
seleccidon produciendo una adaptacién que promueva la supervivencia en tiempos de
escasez de alimentos y permita su posterior reproduccion cuando los recursos sean mas
abundantes. Cuando el hambre o la falta de alimento actia como factor de seleccion,
podrian evolucionar genes con efectos pleiotropicos sobre ambos caracteres: la
supervivencia al hambre (resistencia al hambre) y la supervivencia cuando el alimento
esta presente (longevidad). Por todo esto podemos encontrar colocalizacién de variacion
genética para la resistencia a la hambruna y la longevidad en el genoma de Drosophila
melanogaster.

Se puso a prueba la correlacion entre los caracteres estudiados, la resistencia al
hambre y la longevidad. Esta correlacion resultd marginalmente significativa en una
sola comparacion en adultos. Se verificd la correlacion positiva entre estos caracteres al
comparar los valores fenotipicos de machos entre la longevidad emegliescas que
fueron pretratadas por estrés de alta tempergtlamaresistencia al hambre media de
adultos de RIL-SH2 (valor de correlacion de Spearman, rs = 0.43, P < 0.06). También
puso a prueba esta correlacion al comparar los valores fenotipicos de machos entre la

longevidad media control ¥n moscas que fueron pretratadas por estrés de alta
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temperaturgy la resistencia al hambre media conjuntamente para RIL-D48 y RIL-SH2
(ver Figura 2.5.1). Si bien, en los machos el valor de la correlacion es positivo (valor de
correlacion de Spearman, rs = 0.15 y rs = 0.22 respectivamente), esta no resulté
significativa (Figura 2.5.1). En el resto de comparaciones no encontramos correlaciones
gue resultaran significativas, tanto al comparar valores de hembras entre la longevidad
media tanto en moscas control como en tratadas con la resistencia al hambre y al
comparar el caracter de razon (entre longevidades) y la resistencia al hambre.
Resumiendo, encontramos una correlacién positiva entre la longevidad y la resistencia
al hambre solo en los machos tratados y en un panel de RIL y no en las hembras. Al
analizar los valores fenotipicos de los machos de ambos paneles de RIL a la vez
encontramos una tendencia de que los individuos mas longevos son a la vez los mas
resistentes al hambre (Figura 2.5.1).

También se estudié la posible correlacion entre la resistencia al hambre en pre-
adultos y la longevidad media de moscas adultas tanto en condiciones de control como
luego de un pretratamiento de estrés por alta temperatura. Aca también encontramos
correlaciones significativas en los machos y no en las hembras (Figura 2.5.2). Pero a
diferencia de la resistencia al hambre en adultos, en pre-adultos este caracter esta
correlacionado negativamente con la longevidad. Se verificd la correlacidon negativa
entre estos caracteres al comparar los valores fenotipicos de machos entre la longevidad
mediaen moscas que fueron pretratadas por estrés de alta tempgriatuesistencia al
hambre media de pre-adultos de conjuntamente para RIL-D48 y RIL-SH2 (ver Figura
2.5.1, valor de correlacion de Spearman, rs =-0.28, P < 0.04).

Como mencionamos anteriormente, algunos de nuestros QTL que explican la
variacion de la resistencia al hambRH(QTL) colocalizan con QTL que explican la

variabilidad en la longevidad (QTL de longevidad) y QTL relacionados con la
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sensibilidad de la longevidad al estrés por calor en las RIL de D. melanogaster (Tabla
2.5.1).El QTL Al y P2 (16F3-19F6) colocaliza con el QTL R3. Ademas, el QTL A3
(42A-49C) yA4 (67A-86E3) colocalizan con los QTL R4Ly, respectivamente. Estos

tres regiones-QTL tienen efectos aditivos negativos tanto sobre la resistencia al hambre
como sobre la longevidad. En otras palabras, tres de cuatro QTL para la RH permanente
en adultos solapan con QTL que explican la variacién en la longevidad al analizar los
mismos paneles de RIL. Estos resultados soportan las hipétesis de que la resistencia al

hambre y la longevidad comparten QTL pleiotropicos.
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Figura 2.5.1. Valores medios de la resistencia al hambre en adultos en funcion de la
longevidad media en moscas contratromoscas que fueron pretratadas por estrés de
alta temperatura en machos y hembras de ambos paneles de RIL de D. melanogaster. En
rombos grises se muestran los valores medios de las RIL-SH2 y en rombos negros se

muestran los valores medios de las RIL-D48.
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Figura 2.5.2. Valores medios de la resistencia al hambre en pre-adultos en funcion de la
longevidad media en moscas contratromoscas que fueron pretratadas por estrés de
alta temperatura en machos y hembras de ambos paneles de RIL de D. melanogaster. En
rombos grises se muestran los valores medios de las RIL-SH2 y en rombos negros se

muestran los valores medios de las RIL-D48.
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Tabla 2.5.1. Regiones de QTL que resultaron significativos en el capitulo 2.3 y en el
capitulo 2.4. QTL que se solapan para la resistencia al hambre de moscas adyltas (A)
en pre-adultos (P) (tabla 2.4.3), con QTL para la longevidad en moscas control (L), asi
como también para un caracter de razon que mide la sensibilidad térmica en la
longevidad (R) (tabla 2.3.4), identificados por mapeo de intervalo compuesto en RIL de

D. melanogaster.

Nombre (y rango) Nombre (y rango) | Genes candidatos dentro del rango
Longevidad-QTL RH-QTL gue solapa

car, DD2R, RhoGAP18B, pcm,

R3 (16F3- 19F6) | A1/P2 (16F3- 19F6) _
Obp19c, cactin.

Pgi, Trapl, sPLA2, CG1600,
CG11669, CG8690, Pgi, Pdk,
CG1809, whd, wash, nemy, PGRP-
SCla, PGRP-SC1b

R4 (42A-49C) A3/P7 (42A-49C)

grim, , gig, Prat, puc, Sirt6, mthi11,
SdhC, Hcs, CG10053CG2023

L5 (73A-90B2) A4 (67A -86E3) | CG5359 CG31550 CG13698
CycT, pyd3 CG8223 CG1307Cat,
Ide

Conclusiones Longevidad y Resistencia al hambre o malnutricion

Los estudios de loci de caracteres cuantitativos (QTL) sobre la longevidad y la
resistencia al estrés sugieren que estos caracteres estan genéticamente relacionados. Los
experimentos de seleccion artificial de laboratorio sobre la longevidad en D.
melanogaster han documentado las correlaciones genéticas entre la longevidad y la

resistencia al estrgsuckinbill et al., 1984; Rose, 1984; Service et al, 1985; Service,
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1987; Dudas y Arking, 1995; Force et al., 1995; Arking et al., 2000aib)que la

forma de resistencia al estrés que indirectamente responde a la seleccién para la
longevidad es inconsistenf€ower, 1996; Harshman y Hoffmann, 200Bpr ejemplo,

un conjunto de lineas seleccionadas para aumentar la longevidad, aumentaron la
resistencia a la inanicién y a la desecaci®ose, 1984; Service et al., 1985; Service,
1987) pero otro grupo de lineas seleccionadas para la longevidad desarrollaron
resistencia al estrés oxidativo y no a la inanicion o deshidratacion (Luckinbill et al,
1984;. Dudas y Arking, 1995; Fuerza et al, 1995;.. Arking et al, 2000a, b). De manera
similar la seleccion artificial para la resistencia al hambre aumenta la longevidad en un
estudio (Rose et al., 1992), pero no en otro (Harshman et al., 1999). En consecuencia,
una mejor prueba de la relaciébn genética entre estos caracteres es, si colocalizan o no
colocalizan QTL que tienen un efecto positivo sobre la supervivencia a la inanicion y la
longevidad (Wang et al 2004). Solo pocos estudios encontraron colocalizacion de QTL
entre la longevidad y la resistencia al estrés. Por ejemplo, Curtsinger y Khazaeli (2002)
encontraron colocalizacion de QTL para la resistencia al estrés oxidativo y la
longevidad utilizando RIL que derivaban de lineas de seleccion para una mayor
longevidad. En otro estudio, Wang et al (2004), encontraron QTL que afectan a la
supervivencia bajo condiciones de hambre o condiciones de comida esta presente. Pero
también identificaron QTL que afectan a la supervivencia en ambas condiciones
ambientales (alimentacion presente o ausente). Como una de estas regiones de QTL
afectaban, de la misma manera a ambos caracteres, en Wang et al 2004, sostienen que
esa region de QTL ofrece apoyo a la hipétesis de que la resistencia al hamabre vy |
longevidad pueden tener una base genética comun como resultado de una evolucion

conjunta de la resistencia a la inanicién y la longevidad.
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En esta tesis estudiamos dos caracteres de historia de vida: la longevidad y la
resistencia a la inanicién y realizamos un mapeo de QTL por intervalo compuesto
utiizando RIL de D. melanogaster que derivan de lineas de seleccion sobre la
resistencia al estrés térmico. Mapeamos QTL que explican la longevidad y QTL que
explican la resistencia a la inanicion (Tablas 2.3.4 y 3.4.3). Ambos caracteres,
genéticamente variables (ver secciones 2.3 y 2.4), no presentan una correlacién clara
(ver resultados 2.5 y tabla 2.5.1 y 2.5.2). Si bien encontramos una correlacién entre la
longevidad luego de un pretratamiento térmico y la resistencia el hambre en adultos,
esta correlacion fue positiva solamente en machos y significativa en un solo panel de
RIL (RIL-SH2). Ademas al estudiar la relacion de la longevidad con la resistencia al
hambre pero de los pre-adultos, encontramos evidencias de correlaciones negativas en
los machos. Resumiendo, en las hembras, la longevidad y la resistencia al hambre de
adultos y pre-adultos de las RIL de D. melanogaster no parecen estar relacionadas,
mientras que si 0 estan en los machos. En los machos el signo de la correlacion parece
depender de si comparamos la longevidad con la resistencia a la inanicion de uno u otro
estadio analizado. Al comparar la longevidad con la RH de los adultos, los caracteres se
encuentran positivamente correlacionados, pero al compararla con la RH de pre-adultos
la asociacion es negativa (ver resultados 2.5 y tabla 2.5.1 y 2.5.2). Esta asociacion
negativa podria resultar adaptativa si pensamos que en condiciones de falta de alimento
durante el desarrollo larval, los individuos priorizan la supervivencia, el empupe y
finalmente la emergencia, por sobre el tiempo de vida adulta. Es decir, que existiria un
trade-off entre la RH en larvas y la longevidad adulta dado que los recursos energéticos
sSon escasos.

Otra evidencia que encontramos en esta tesis que apoya a la hipétesis de que

estos caracteres estan genéticamente relacionados es la superposicion de QTL
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encontrada. Tres de los cuatro RH-QTL de adultos colocalizan con QTL que explican la
variacion en la longevidad, estan regiones abarcan las bandas 16F3-19F6, 42A-49C
73A-86E3 del genoma de D. melanogaster (Tabla 2.5.1).

Dentro de las regiones de colocalizacién de QTL de longevidad y resistencia al
estrés, mapean genes candidatos que figuran en la tabla 2.5.1 y que fueron discutidos en
las secciones anteriores 2.3 y 2.4. Algunos genes candidatos son conocidos por afectar a
la longevidad y a la resistencia a la inanicibn, como por ejemplo carnation que
pertenece tanto a la categoria del proceso biolégico "determinacién de longevidad" y
"respuesta a la inanicién" que aparecen en FlyBase (Simetalen2007). Este estudio
es un punto de partida para analizar y conocer la arquitectura genética que puede ser
compartida por la longevidad y la resistencia a la inanicién. Por esto, en la tabla 2.5.1
mostramos otros genes interesantes de estudiar en un futuro. Algunos de ellos, como
RhoGAP 18B, que esta relacionagtola respuesta a dos tipos de estrés, a la nicotina y al
etanol (Rothenfluret al., 2004) y CG1600, que desempefia un papel importante en la
tolerancia a la hipoxia (Azad, P., et al 2009). Muchos genes que mapaen en la region
42A-49C, como sPLA2, CG1600, CG11669, CG8690, Pgi, Pdk y CG1809, son genes
relacionados con la gluconeogénesed metabolismo de lipidos, carbohidratos y acidos
grasos. Otros genes como mthl1l1l y Hcs son genes que determinan la longevidad y la
resistenciaal estrés por calor, respectivamente. Pacman )(gsmmecesario para una
fertilidad masculina normal (Zabolotskagaal., 2008). Odorant-binding protein 19c
esta involucrada en la percepcion sensorial de los estimulos quimicos (Hekmat-Scafe
al., 2002).El gen cactin es importante en el desarrolles/conocido por estar

involucrado en la especificacion del eje dorsal/ventral €Lad., 2000).
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Capitulo 3:
|Isolineas de

Drosophila buzzatii



3.1- Introduccion al andlisis por isolineas
La base genética de la sobrevida a la restriccion de
alimento y su correlacion con la resistencia al frio y el

envejecimiento en Drosophila

En Drosophila, el andlisis por isolineas (cada linea es derivada de una Unica
hembra) es una de las herramientas basicas para la investigacion de la arquitectura
genética de poblaciones naturales (Hoffmann and Parsons 1988; Capy et al. 1994;
David et al. 2004) y para la interaccion genotipo-ambiente (David et al. 1994; Karan et
al. 1999, 2000). Este método permite el analisis de caracteres cuantitativos bajo
condiciones de laboratorio controladas, con un alcance mucho mas amplio que la mera
evidencia de una heterogeneidad genética significativa entre las lineas. La variabilidad
genética puede ser estimada a partir de la variabilidad entre lineas de un ANOVA.
También es generalmente demasrpor un coeficiente significativo de correlacide
intraclase, pero se deben tomar varios recaudos experimentales (David et al 2005).
Suele considerarse la correlaciéon de interclase como un pardmetro genético especifico
gue permite comparaciones entre diferentes caracteres, diferentes poblaciones o
ambientes diferentes. El uso de isolineas es, sin embargo, no restringido al calculo de
una correlacion de intraclasg uede ser utilizado para estimar las correlaciones
genéticas entre caracteres o ambientes. El método es también utilizado para el andlisis
de la plasticidad fenotipica en relacion a un gradiente ambiental. Una descripcion
precisa de las curvas de respuesta (las normas de reaccién) es posible, distinguiendo los

parametros de caracter y los parametros de plasticidad. También es posible analizar los
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caracteres que, como dimorfismo sexual, deben seedir individuos diferentes. En
muchos casos, mas analisis empiricos y tedricos son posibles y necesarios. Se cree que,
en el futuro, las isolineas tendran una importancia cada vez mayor entre las diferentes
técnicas adecuadas para el andlisis cuantitativo de la genética evolutiva, en una gran

diversidad de especies (David et al 2005).

Metodologia-Consideraciones

El andlisis de la arquitectura genética de una poblacién natural plantea un
problema importante: ;como se puede obtener una muestra no sesgada de moscas
salvajes? Una posible estrategia es colectar muchas hembras inseminadas y usarlas para
establecer una poblacién en masa de laboratdrionétodo mejores aislar en tubos
independientes a las hembras silvestres recolectadas, para iniciar lineas independientes a
partir de la descendencia de una hembra individual y que después de Parsons y Hosgood
(1967) se llama lineas isolinea o isofemale lines. La metodologia de isolineas plantea
por lo menos dos dificultades que hay que tener en cuemiarimer lugarsesabe que
la gran mayoria de hembras salvajes capturadas en el campo han sido inseminadas por
varios machos (Milkman and Zeitler, 1974; Imhof et al, 1998) y hay dos maneras de
superar este problemdaJna es cruzar una hembra y un macho de dos lineas
independientes y, de esa manera, generar una "nueva linea", que alberga soélo cuatro
genomas haploides independientes (véase @aml, 1993. Un segundo meétodo
consiste en aislar en cada frasco de cultivo cada hembra salvaje y cultivar la
descendencia después de unos dias. Debido a que los espermatozoides que fertilizan a la
hembra son prioritariamente los dltimos que entraron (Simmons, 2001), casi toda la
progenie sera engendrado por este ultimo macho. La segunda dificultad que nos plantea

la metodologia de las isolineas, es la estructura espacial de la poblacién natural
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muestreada. Si las moscas se colectan de una sola trampa, es probable que los
individuos estén genéticamente relacionados (por ejemplo, seran la progenie de la
misma madre). Idealmente, una poblacién natural deberia ser muestreada utilizando
namero grande de trampas distantes. Sorprendentemente, este problema raramente se
aborda en las publicaciones (David et al 2005). Se espera un sesgo similar pero mas
fuerte, cuando las isolineas se forman a partir de los adultos emergidos de las trampas
depositadas en la naturaleza.

Aunque se mantengan las mismas condiciones experimentales en los cultivos, se
los haga crecer al mismo tiempo, a una temperatura controlada y en el mismo lote de
medio de Drosophila, la descendencia de una misma linea indefectiblemente se cultiva
en frascos diferentes y cada uno de ellos es un ambiente diferente. EI nUmero de larvas
puede ser variable y, sobre todo, diferentes microorganismos (hongos, bacterias) pueden
desarrollarse en diferentes tubos o botellas. En otras palabras, las diferencias entre
lineas pueden ser debila la heterogeneidad entre los tubos, es decir, un efecto del
medio ambiente. Varios enfoques se pueden utilizar para analizar este problema y
minimizar su importancia. Con respecto a esto, una cuestion que se plantea
frecuentementees cual es el nimero de lineas y el nidmero de individuos por linea
adecuados que tienen que ser analizados para obtener una muestra representativa de una
poblacion. Las cosas se hacen mas dificiles cuando se estudian caracteres cuantitativos,
asi sean morfométricos, fisiologicos o0 comportamentales. Tales rasgos estan
generalmente mas directamente relacionadas con la adaptacion y, como se ha sefalado
por numerosos investigadores (por ejemplo, Lewontin, 1974) son mas interesantes para
los genetistas evolutivos. Son, sin embargo, mas dificil de cuantificar, ya que las
condiciones experimentales, tales como la temperatura y la calidad de los alimentos,

deben definirse con precision y ya que de no controlarlos puede cambiar la media de los
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caracteres cuantitativos. Ademas, estas caracteristicas, cuando se miden en isolineas de
laboratorio, es probable que cambien en generaciones sucesivas, pero en dos maneras
opuestas. Por un lado, la adaptacion a condiciones de laboratorio debe reducir la
varianza entre las lineas, pero también puede modificar progresivamente la media
general. Por otra partse espera que la deriva genética entre lineas produzca mas
divergencia entre las lineas en el transcurso de las generaciones. Hay que considerar
también que el nimero de individuos por tubo mientras se mantienen las isolineas puede
tener un efecto importante, por ende se requiere que las isolineas sean mantenidas con
tamafos poblacionales similares.

Un efecto“tubo” importante es un argumento en contra de una base genética
para la variacion entre linea. Es, sin embargo, posible disefiar métodos para demostrar
un componente genético. Por lo menos dos técnicas han sido aplicadas. Moreteau et al
(1995) comparo las isolineas con lo que llamé isogrupos. De una poblacién natural, se
aislaron parejas Unicas para producir isolineas clasicas, al mismo tiempo, grupos de 10
pares se juntaron permitiéndoles que ovipongan en un solo tubo. Un total de 10
descendientes de cada linea o grupo se midieron. El supuesto era que, si el efecto del
medio era preponderante, las variaciones entre lineas y entre los grupos serian similares.
Si, por el contrario, la variacion entre las lineas tenia una base genética, cada isogrupo
seria similar a una masa de la poblacion y la variacién entre ellos no deberia ser
significativa. Los resultados confirmardes segunda expectativa: la variabilidad entre
isogrupos fue siempre mucho menor que la variabilidad entre las lineas. Sin embargo,
un ANOVA, puso de manifiesto una tendencia general de una ligesaigeaificativa
heterogeneidad entre los grupos. Esta podridaseonsecuencia de algun efecto del
ambiente. Sin embargo, también podria reflejdrecho de quel tamafo efectivo de

los grupos de padres fue mucho menor de 10 pares. Sabemos que las poblaciones
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naturales presentan una gran variabilidad fenotipica (Coyne and Beecham, 1987,
Imasheva et al, 1994; Moreteau et al, 1995; Gibert et al, 1998ae las hembras de
tamafo corporal pequefio oviponen muy poco (Boule'treau, ,18W8)tras que los
machos méas pequefios dejan menos descendencia (Partridge et alSi.@8i7ugar de

20, el tamafo efectivo promedio de cada grupo fue de 3 0 4 veces menos, puede haber
todavia importantes diferencias genéticas entre la descendencia de los grupos.

Otro método convincente para demostrar una base genética responsable de las
variaciones entre las isoline&s investigar sus valores medios en las diferentes
generaciones (Krebs y Loeschcke, 1997; Gibert et al, 1998anet al, 1998). Estos
experimentos han demostrado una correlacion positiva entre los valores medios de las
diferentes generacione€l fenotipo de una linea se puede repetr distintas
generaciones, y este fendmeellama repetibilidad genética (Gibert et al, 1998a). El
valor dela correlaciénes sin embargo, influenciado pet nimero de moscas que se
mide en cada linea, y probablemente también por el error de muestreo en la dkeccidén
los padresen cada generacion. La repetibilidad genética no es una estimacion de la
heredabilidad, aunque esperamos que los caracteres con alta heredabilidad sean mas

repetibles. Este problema merece una investigacion empirica y teérica mas amplia.

Variabilidad genética

La variabilidad fenotipica es muy variable entre los diferentes caraciene®
regla general, las caracteristicas morfométricas, tales como el tamafio corporal,
pigmentacion, numero de quetas o numero de oaswi solo débilmente sensibles a
las variaciones accidentales no controladas en las condiciones experimentales (David et
al 2005). En consecuencia, el efecto ambiental para estos carastpezgieiio. Los

caracteres fisiologicos o comportamentales son mucho maseditieilestandarizar, y
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mas sensibles a las variaciones accidentales. Esto no quiere decir que tales caracteres no
seangenéticamente repetibles, y de hecho se ha demostrado capacidad de repeticion de
la tolerancia al calor (Krebs y Loeschcke, 1997) o el comportamiento sexual (Ritchie y
Kyriacou, 1994). Otros caracteres pueden ser muy variables bajo las mismas
condiciones de laboratorio. Por ejemplo, midiendo el tiempo de recuperacion del coma
después de un tratamiento de frio a 0°C es una buena manera para distinguir especies de
ambientes templados (tolerantes al frio) y tropicales (sensibles al frio) (Gibert et al
2001). Sin embargo, cuando se mide una misma poblaciory en las mismas
condiciones, el tiempo de recuperacion resulté ser muy variable, aunque la genética
sigue siendo la misma (David et al, 1997). La técnica de isolineas aplicada a este
caracter ciertamentevela diferencias altamente significativas entre lineas, aunque el
componente genético real podria ser muy .bbhas condiciones éptimas de crianza
favorecen y puede ser un pre requisito para una repetibilidad genética. Para andlisis
morfométricos, se utiliza un medio rico en nutrientes que contiene el 8% de levadura
seca y nipagin para impedir el desarrollo de microorganis(@awid y Clavel, 1965).

Un solo frasco puede producir varios cientos de moscas de apariencia normal
(dependiendo de la especie @rstion), cuyo tamafies practicamente independiente

de la densidad de larvas para un rango de densidad (Karan et al, 1999a). Por el
contrario, un medio ordinario de azucar y harina de maiz, sembrado con levaduras
vivas, es mucho mas sensible a los efectos del hacinamiesgopgervan moscas mas
pequefias si la densidad alcanza 100 por tubo. El hecho de que diferentes laboratorios
que investigan el mismo caracter no utiliee misma comida, complica todas las
comparaciones. Por regla general, un medio no 6ptimo siempre Esultaaumento

de la variabilidad a nivel individual (véase Gibetral, 1998a).
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Estimacién de la varianza y del coeficiente de interclase

En las condiciones antes mencionadas (un caracter débilmente sensible al efecto
ambiental, condiciones de buena alimentacion, temperatura constante, tamafio de
poblacién similar entre isolineas), las variaciones significativas entre lineas ponen de
manifiesto la variabilidad genética. WNOVA revelar4 un componente dentro (Vw) y
uno entre lineas (Vb\Vb es un estimador de la varianza genética (Vg) cuanéds n
grande (N > 20). En caso contrario, se realiza una correccion que es la siguiente

Vg =Vb — Vw /n.

Con un disefio de isolinea, la variabilidad genética se puede estimar de otra
manera, que no se utilizé en esta tesis, mediante el célculo del coeficiente de correlacion
intraclase (Hoffmann y Parsons 198Balconer 1989) segun la formula

t= Vb—Vw/n = nVb- Vw

Vb + (n-1)Vw/n nVb + (rt)Vw

Una discusién que surge en torno a esto es si el disefio de isolineas permite una
estimacion de la varianza ambiental Ve, es decir, del componente no genético de la
varianza. Existen varios puntos de vista al respecto. El primero es consigetar g
varianza dentr&/w es mayormente un componente no genético (Bell, 1997), es decir,
Vw ~ Ve. Sin embargo, los modelos cuantitativos genética (Falconer) p&ghnen
que Vw todavia alberga un componente genético significatiw>Ve. Por ultimo,

podriamos tratar de estimar Ve con la varianza fenotipica totaV/pe ¥g.
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Correlaciones entre caracteres

El analisis de correlaciones entre caracteres es ampliamente utilizado en los
estudios genéticos. La importancia en el estudio de las correlaciones se basa en que es
atil para los estudios relacionados con: la accion pleiotrépica de los genes; estudios de
seleccion artificial, es fundamental saber si la mejora en un caracter causa un efecto
también en otro caracter. Por ultimo en relacion con la seleccién natural, el estudio de
caracteres y sus correlaciones ayuda a entender la arquitectura genética descdeacter
historia de vida, como la longevidad y la resistencia a diferentes formas de estrés
ambiental.

Existen dos causas que explican la correlaciéon entre caracteres: una genética y
otra ambiental. La causa genética de la correlacién es principalmente la pleiotropia. No
hay que perder de vista que el ligamiento puede dar cuenta de correlaciones transitorias,
particularmente en poblaciones derivadas de cruces de lineas divergentes. La pleiotropia
es la propiedad de un gen de afectar a dos 0 mas caracteres, de forma que si el gen esta
segregando afecta de manera simultanea a varios caracteres (Falconer y M@tiay,

La magnitud de la correlacion explicada por pleitropia expresa en qué medida los dos
caracteres estan influidos por los mismos genes. Pero esta correlacion que surge de la
pleiotropia es resultado de la accion conjunta de los genes segregantes que afectan a
ambos caracteres. Puede pasar al mismo tiempo, que algunos genes aumenten la
expresion de ambos caracteres, mientras que otros aumenten la de uno y disminuyan la
del otro. Los primeros causan una correlacion positiva, mientras que los segundos
tienden a causar una correlacion negativa, y por lo tanto la pleiotropia no produce
necesariamente una correlacion detectable. El ambiente puede ser causa de una

correlacion en cuanto los dos caracteres estén influenciados por las mismas condiciones
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ambientales (Falconer y Mackay, 1996). De la misma manera, la correlacion es una
resultante de todos los factores que varian, algunos de los cuales pueden causar una
correlacion positiva y otros, negativa. La asociacion entre dos caracteres que puede
observarse directamente es la correlacion de los valores fenotipicos o correlacion

fenotipica(rp).

En estadistica, @loeficiente de correlaciéon de Spearmarp es una medida de
la correlacién (la asociacion o interdependencia) entre dos variables aleatorias
continuas. Para calcular p, los datos son ordenados y reemplazados por su respectivo

orden. El estadistico p viene dado por la expresion:

p=1- &D°
N(N-1)

donde D es la diferencia entre los correspondientes estadisticos de orden de x-y. N es el
namero de parejas. Se tiene que considerar la existencia de datos idénticos a la hora de
ordenarlos, aunque si éstos son pocos, se puede ignorar tal circunstancia. El valor del
coeficiente de Spearman oscila entre -1 y +1, indicAndonos asociaciones negativas o

positivas respectivamente, donde un valor de cero significa no correlacion.

Objetivo General:

El objetivo general, al cual contribuyen los objetivos especificos de la presente
tesis doctoral, es elucidar la base genética de los mecanismos de la respuesta a

diferentes agentes de estrés ambiental a través de reino animal. Drosophila es utilizada
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como un organismo modelo, la falta de alimento y la baja temperatura como modelos de

estrés.

Obijetivos especificos:

Otro de los objetivos especificos de la tesis es el estudio genético de varios
caracteres ecolégicamente relevantes: la resistencia a la inanicion o al hambre, la
resistencia al frio, la resistencia a la desecacién y longevidad en isolineas de Drosophila
buzzatii. Asimismo, se estudiaran las posibles correlaciones genéticas entre la RH y los
otros caracteres. Para este objetivo, se colectaron moscas en el campo y se fundaron en
el laboratorio 30 isolineas aproximadamente (revisado en Hoffmann et al. 2003). Se
analizaron varios caracteres en todas las isolineas como: resistencia hambre severo
(RH), sobrevida al frio (RF), recuperacion desde el coma por enfriamiento (RCE),

longevidad a 25°C, y la resistencia a desecacion (RD).

Hipotesis

En las isolineas de Drosophila buzzatii se evaluaran las siguientes hipétesis:
Primero, se evaluara si la resistencia al hambre es un caracter con varianza genética, que
puede ser heredable. Segundo se estudiara si existe un trade-off entre la resistencia al
hambre y la resistencia al frio en isolineas de D buzzatii construidas desde una
poblacién natural. Finalmente, se pondra a prueba la hipotesis de que existe una
correlacion positiva entre la resistencia al hambre, la longevidad, resistencia a la

desecacion y frio en Drosophila (Hoffmann et al. 2003). En el capitulo anterior se
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estudié la base genética de la longevidad y de la resistencia al hambre en las lineas RIL
antes descriptas mediante el mapeo de QTL. Es interesante continuar estudiando la base
genética tanto de resistencia al hambre como de la longevidad con otra metodologia,

mediante la utilizacion de lineas isolineas de Drosophila buzzatii.
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3.2- Materiales y métodos del analisis por isolineas

Construccioén de isolineas

Se iniciaron aproximadamente 30 isolineas a partir de hembras salvajes de D.
buzzatii colectadas por Fabidn Norry en agosto del afio 2009 en la localidad de
Chumbicha (Sur de Catamarca-Argentina, altitud 401 m, latitud 28.52°, longitud 66.15°,
temperaturas extremas medias maxima y minima: 35°C y 4°C, respectivamente). Las
moscas fueron colectadas con una red por barrido, estas fueron atraidas con un cebo de
banana en fermentacién con levadura seca espolvoreada por encima. Las condiciones de
muestreo se detallan a continuacién: se colocaron 10 trampas posicionadas en linea
recta dejando aproximadamente 10 m entre trampa y trampa (pero la presencia de cactus
fue fundamental para determinar cada punto de muestro). La franja de muestreo fue
aproximadamente 100 m. Una vez en el laborataialia siguiente de colectadas en el
campo, cada hembra salvaje se colocé en tubos individuales durante 3 dias (tubos
estandar con 6 ml de medio de cultivo) fundando las isolineatas se mantuvieron
separadas una de las otras en medio de cultivo estandar a 25°C (Figura 3.2.1).

Todos los caracteres que se describen a continuacion se midieron en
aproximadamente 20 isolineas que sobrevivieron de D. buzzatii. Estas mediciones se
realizaron desde la generacion 2 hasta las 6. Los individuos experimentales fueron
moscas de 3-4 dias de edad desarrolladas a densidad larvaria estandarizada y a 25°C

(Gibert et al. 1998; David et al. 2003; David et al. 2005).
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Iniciacion de n
isolineas a partir
de hembras > >
salvajes
inseminadas
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de banana

Cada isolinea se forma a
partir de la progenie de
una sola hembra

"

Figura 3.2.1. Esquema la construccion de las isolineas de D. buzzatii utilizadas para

medir resistencia hambre severo en adultos (RH), sobrevida al frio (RF), recuperacién
desde el coma por enfriamiento (RCE), longevidad a 25°C, y la resistencia a
deshidratacién (RD).

Mediciones de los caracteres cuantitativos:

Resistencia a la inanicidn o al hambre (RH):

Para cada isolinea, 60-80 individuos emergidos de cada sexo fueron crecidos a
25+1°C en botellas estandar (botellas de vidrio de 125 ml conteniendo 40 ml de medio

de cultivo por botella; medio a base de papa disecada, levadura seca, azucar, nipagin y
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agua destilada) y en 12:12 h luz:oscuridad. Los individuos emergidos fueron
contabilizados bajo ligera anestesia de,@Juego fueron traspasados a tubos con
medio de cultivo fresco donde se mantuvieron hasta la medicion. A los 4 dias de edad
las moscas fueron traspasadas a tubos de vidrio de 110 x 20 mm contemende 6

una solucion de agar al 1.5% como unico medio (20 moscas de cada sexo por tubo, 5
tubos por sexo y cada isolinea). De esta manera, los individuos quedan privados de
alimento pero se evita la disecacion. Tres veces al dia se conto el nimero de individuos
muertos de cada sexo para cada isolinea hasta que todos los individuos murieron. Se
registro el tiempo en horas que permanecio vivo cada individuo desde el momento en

gue las moscas fueron traspasadas al medio de agar.

Sobrevida al estrés por frio:

Se colectaron 140-210 individuos experimentales de cada isolinea que fueron
crecidos a 25+1°C en botellas estandar y en 12:12 h luz:oscuridad. Los individuos
emergidos fueron traspasados a tubos con medio de cultivo fresco. A los 4 dias de edad
entre 30 a 40 moscas fueron traspasadas a tubos de vidrio vacios, tapados con un
algodon humedecido con agua destilada (7 tubos réplicas por isolinea). Estos tubos
fueron colocados en una camara de cria a 4°C durante 168 horas (una semana). Una vez
dentro de la camara de cria, a los pocos minutos las moscas se quedaban inméviles y
perdian la postura erecta, estado en el que permanecian hasta el final del tratamiento. Al
cabo de ese tiempo de tratamiento las moscas fueron transferidas a tubos con medio de
cultivo fresco por 24 horas a 25°C. Finalmente, para estimar la resistencia al frio se
registrO el porcentaje da moscas sobrevivientes para cada isolinea por sexo

promediando los valores sobre réplicas.
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Longevidad a 25°C:

La longevidad se medié a 25+1°C con un ciclo de 12 h luz 12 h oscuridad en
todas las isolineas. Se utilizé la metodologia general descrita en (Nbogsghcke
2002a,b, 2003). Todos los individuos experimentales fueron crecidos a 25+1°C en
botellas estandar (botellas de vidrio de 125 ml conteniendo 40 ml de medio de cultivo
por botella; medio a base de papa disecada, levadura seca espolvoreada por encima,
nipagin y agua destilada) bajo condiciones de 12:12 horas de luz/oscuridad. Después de
la eclosidn, los individuos experimentales fueron colectados, separados por sexo usando
una anestesia de G® mantenidos en tubos estandar (tubos de 80 x 20 mm conteniendo
6 ml de medio de cultivo) a 25+1°C con 20 moscas por sexo por tubo y 8 tubos isolinea
(4 por cada sexo). Los tubos fueron examinados cada 2 dias registrando el nimero de
individuos muertos, y las moscas sobrevivientes fueron transferidas a nuevos tubos con
medio de cultivo fresco. Este procedimiento se llevd a cabo hasta que la dltima mosca
murié. Para mantener la densidad aproximadamente constante dentro del tubo durante la
medicién, se juntaban las moscas de distintos tubos en uno, a medida que se reducia el
ndamero de moscas dentro de los tubos; sin mezclar isolineas ni sexos. Se calculd la
longevidad media en dias promediando los valores de longevidad de todos los

individuos por isolinea y por sexo.

Resistencia a la deshidrataci&D]:

Los individuos experimentales de cada isolinea que fueron crecidos a 25+1°C en
botellas estandar y en condiciones en 12:12 h luz:oscuridad. Los individuos emergidos
fueron contabilizados bajo ligera anestesia de €@ los 4 dias de edad las moscas
fueron traspasadas a tubos de vidrio vacios (20 moscas de cada sexo por tubo, 8-10

tubos por cada isolinea y sexo) que fueron colocados en una camara de cria a 25+1°C
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que se encontraba con 30% de humedad. Los tubos fueron examinados a las 32 horas de
iniciado el experimento registrando el porcentaje de sobrevida (Bubliy y Loeschcke
2005) y promediando sobre réplicas como una estima de la resistencia a la

deshidratacion.

Recuperacion del coma por enfriamiento (RCE):

Los individuos experimentales de cada isolinea fuerenidos a 25+1°C en
botellas estandar y en condiciones en 12:12 h luz:oscuridad. Se registré la recuperacion
desde el coma por enfriamiento (RCE, en segundos) para 40-60 individuos de 4 dias de
edad de ambos sexos de todas las isolineas. Previo a la medicién, los individuos
experimentales fueron sexados utilizai@io, y traspasados a tubos plasticos vacios de
80 x 20 mm. Los tubos se colocaron en una heladera térmica con hielo. Esta heladera se
ubicé en una camara fria estabilizada a 5°C. De esta manera es posible mantener la
temperatura de tratamiento a 0°C hasta que se derrita todo el hielo. Luego de 20 horas a
0°C, los individuos fueron retornados a 25°C, momento en el cual se realizo la
medicién. Para cada sexo y linea, se registr6 el tiempo en segundos que demord cada
mosca en posarse sobre sus patas de manera voluntaria luego del tratamiento de frio.
Vale aclarar aqui que las moscas con menores tiempos de recuperacion son las moscas
mas resistentes y las que tardan mas en recuperarse son las menos resistentes.

Se aclara que las mediciones de la Recuperacion del coma por enfriamiento (RCE) no

fueron autorizadas ni supervisadas por director de esta tesis.

Tasa de senescencia

A partir de los datos registrados en el experimento de longevidad, se estimaron,

ademas de la longevidad media, los parametros de la funcién Gompertz. Esta funcion es
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un modelo ampliamente utilizado en biologia evolutiva para caracterizar los parametros
de mortalidad (Promislow y Haselkorn, 2002). Dicho modelo supone que la tasa de
mortalidad aumenta con la edad. De acuerdo a este modelo, la tasa de mortalidad a la
edad x, p, esta determinagmr los pardmetrosyab: = a.e™, donde el pardmetro a
representa la tasa de mortalidad inicial y el pardmetro b representa la tasa a la cual la
mortalidad aumenta con la edad. El parametro b puede interpretarse como la tasa de
senescencia demografica (Promislow et al., 2002). Estudios previos han encontrado que
la variacion en la longevidad entre genotipos o especies puede deberse principalmente a
diferencias en la pendiente de la funcion Gompertz (b) o bien en la ordenada al origen

de dicha funcion (a) (Promislow y Hasellkorn, 2002).

Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico de todos los caracteres medidos, se realizaron
ANOVA de dos factores con sexo como factor fijo y la isolinea como factor aleatorio.
Para todos los caracteres se calcularon los componentes de varianza y asi obtener una
estima de la varianza genética (Vg). Adicionalmente, se realizaron las correlaciones de
Spearman entre las todos los caracteres estudiadas, incluyendo a el parametro b de la
funciébn de Gompertz y entre sexos. Todos los ANOVA y correlaciones fueron

implementados utilizando STATISTICA (Statsoft, 1995).
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3.3Resultados del analisis por isolineas

Para la realizacion de esta tesis de doctorado medi una serie de caracteres de historia
de vida, la resistencia al hambre RH y la deshidratacion RD, longevidad a 25°C L,
recuperacion desde el coma por enfriamiento RCE y sobrevida al frio SF, en isolineas
de Drosophila buzzatque fueron construidas a partir de moscas salvajes capturadas en

el campo en la localidad de Chumbicha, provincia de Catamarca, Argentina.

La resistencia al hambre

En la figura 3.3.1 se muestran los valores medios de la resistencia al hambre de cada
una de las isolineas de D. buizahedidos tanto en machos y en hembras. La
resistencia al hambre resultdé genéticamente variable en estas lineas (ANOVA con
efecto linea significativo tabla 3.3.1). Las hembras resultaron significativamente mas
resistentes que los machos (ANOVA con efecto sexo significativo tabla 3.3.1, tabla
3.3.2), mientras que las hembras tuvieron una longevidad promedio en un medio de agar
de 78.5 horas, los machos resistieron 70.1 horas (tabla 3.3.2). La interaccion genotipo-
ambiente (isolinea-sexo) resultd significativa, pero esta explica solo un 2.4% de la
varianza fenotipica total, mientras que el efecto linea explica el 14.4 % de la varianza
total (tabla 3.3.1). El efecto linea es un buen estimador de la varianza genética (David
2005) de la resistencia al hambre en estas lineas, lo que podria extrapolarse a la

poblacién de origen.
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La resistencia a la deshidratacion

La resistencia a la deshidratacion resulté un caracter genéticamente variable en
las isolineas de D. buzzatii utilizadas en este estudio que fueron iniciadas a partir de
moscas salvajes colectadas en la localidad de Chumbicha, provincia de Catamarca. La
varianza genética explica un 29.0% de la varianza fenotipica total, mientras que la
interaccion genotipo-ambiente explica solo un 1.4% (tabla 3.3.1). En promedio las
hembras resultaron ser mas resistentes que los machos (tabla 3.3.1, tabla 3.3.2).
Mientras que el 58% de las hembras sobrevivieron a un tratamiento de 32 horas en tubo
vacio en un ambiente con 30% de humedad, 42.4 de cada 100 machos sobrevivieron a

dicho tratamiento.

Longevidad a 25°C

La longevidad media en las isolineas medida a 25°C también resulté ser un
caracter genéticamente variable. La varianza genética explica un 14.2% y txiotera
genotipo-ambiente explica un 4.8% de la varianza fenotipica total (tabla 3.3.1). Los
machos, con una longevidad promedio de 22.7 dias, resultaron ser menos longevos que

las hembras que vivieron en promedio 30.1 dias (tabla 3.3.2).

Resistencia al frio: Recuperacion desde el coma por enfriammiSotarevida al frio

La resistencia al frio fue analizada midiendo dos caracteres: la recuperacion
desde el coma por enfriamiento (RGHRp sobrevida al frio (SF). Al igual que el resto
de los caracteres medidos en las isolineas de D. buzzatii, ambos caracteres de resistencia
al frio son geneticamente variables y el efecto linea explica el 14.8% y el 38.1% de la
varianza fenotipica total para la RCE y la SF, respectivamente (tabla 3.3.1). La varianza

explicada por la interaccion genotipo-ambiente es 0 para ambos caracteres (tabla 3.3.1)
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Las hembras tienen valores de RCE significativamente mas bajos (tabla 3.3.2), por lo
que son mas resistentes al frio que los machos (a menores tiempos de RCE mayor es la
resistencia). Esta diferencia significativa en la resistencia al frio entre sexos, no resulté
significativa al medir la SF como el porcentaje de moscas vivas luego de ser sometidas

por una semana a 4°C (tabla 3.3.1).

Correlaciones fenotipicas entre sexos y entre caracteres

Se evaluaron las correlaciones de Spearman entre caracteres (tabla 3.3.3; figura
3.3.2 a la figura 3.3.5). La resistencia al hambre esta correlacionada positivamente con
la resistencia al frio (correlacién negativa entre RCE y RH), siendo significativa esta
correlacion en las hembras (tabla 3.3.3; figura 3.3.3). A su vez, la longevidad esta
positivamente correlacionada tanto con la resistencia a la deshidratacién, como con la
resistencia al frio, siendo significativas estas correlaciones ahora en los machos (tabla
3.3.3; figura 3.3.2 y figura 3.3.4). Finalmente, encontramos una correlacién positiva
para los valores fenotipicos entre ambos caracteres de resistencia al frio. Dicho de otro
modo, los valores de la RCE y la SF en las isolineasDdeuzzatii estan
correlacionados negativamente.

Para todos los caracteres medidos en las isolineas de D. buzzatii encontré una
correlacion positiva y altamente significativa (***P < 0.001) entre sexos para un mismo
caracter (tabla 3.3.3 panel B). Es decir que existe una asociacion positiva para los

valores fenotipicos entre machos y hembras para todos los caracteres medidos.

Tasa de senescencia

Se calcularon los parametros de la funcion Gompertz a y b para cada un de las

isolineas de D. buzzatii y en la tabla 3.3.4. Se evaluaron las correlaciones de Spearman
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entre los parametros y los demés caracteres medidos (tabla 3.3.4). No se encontraron
correlaciones significativas entre el paradmetro b (tasa de senescencia demogréafica) y el
resto de los caracteres. En cambio, al comparar estos caracteres con la tasa de
mortalidad inicial, se encontraron ciertas correlaciones significativas. Tanto en machos
como en hembras el parametro a se encuentra negativa y significativamente
correlacionado con la longevidad media. Ademd&s, se encontraron correlaciones
negativas entre este parametro con la resistencia a la desecacion y la sobrevida al frio al

evaluar en los machos.
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Figura 3.3.1Valores medios de la Resistencia al hambre en machos y hembras de cada
isolinea de Drosophila buzzatii.
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Tabla 3.3.1: Analisis de varianza realizado para testear las diferencias en los diferentes
caracteres medidos en las isolineas de Drosophila buzzatii con (1) la linea como factor
aleatorio y (2) el sexo como factor fijo. Se presenta el analisis para cada caracter
estudiado (resistencia al hambre y la deshidratacidn, longevidad a 25°C, recuperacion

desde el coma por enfriamiento y sobrevida al frio).

Carcter | Fuente de gl CcM F o° (%)
variacion

(1) Linea 22 36.69 8.98*** 14.4

Resistencia al (2) Sexo 1 146.18 25.31*** Fijo
hambre (1) x (2) 22 3.93 3.10%** 2.4

Error 3391 1.27 83.2

Resistencia 4 (1) Linea 21 3802.40 8.98*** 29.0
la EZ; S(z;()o 21 25218.87 %56351*** Fijo

. (1) X 1 531.17 .09*** 1.4

deshidratacion-g 340 451.14 69.6

(1) Linea 16 5418.65 5.65+** 14.2

Longevidad (2) Sexo 1 26158.34 24.60*** Fijo
(1) x (2) 16 925.96 5.17%** 4.8

Error 2396 179.05 81.0

Recuperacio (1) Linea 16 39108575.09| 16.09*** 14.8
del coma por (2) Sexo 1 36357751.69| 14.27* Fijo
enfriamiento )X (2) 16 2417903.711]  2.03* 0

Error 2972 1196654.017 85.2

(1) Linea 15 4536.88 25,37**+ 38.1

Sobrevida | (2) Sexo 1 722.05 4.05 Fijo
al frio (1) x (2) 15 179.76 0.40 0

Error 221 449.40 61.9

6% componente de varianza; **P < 0.01; **P < 0.001.
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Tabla 3.3.2: Valores medios y error estdndar para los caracteres estudiados (resistencia

al hambre y la deshidratacion, longevidad a 25°C, recuperacion desde el coma por

enfriamiento y sobrevida al frio) en machos y hembras de las isolineas de Drosophila

buzzatii.

Machos Hembras
Resistencia al hambre (horas 70.1 (3.3) 78.5 (3.4)
Resistencia a la deshidrataciq  42.4 (6.1) 58.0 (7.1)
Longevidad (dias) 22.7 (1.4) 30.1(1.7)

Recuperacién del coma por
enfriamiento (seq)

Sobrevida al frio

2123.9 (121.6)
60.3 (7.0)

1910.5 (106.7)
56.9 (7.3)

Tabla 3.3.3: Correlaciones de Spearman para los valores medios (a) entre los caracteres

medido en machos y hembras y (b) entre sexos, de las isolineas de Drosophila buzzatii

ns comparaciones que resultaron no significativas (p>0.65x .05, *P < 0.01,
*** P < 0.001. Resistencia al hambre (RH) y la deshidratacion (RD), longevidad a 25°C

(L), recuperacion desde el coma por enfriamiento (RCE) y sobrevida al frio (SF).

a-
MACHOS
RH

RD
L
RCE
SF

HEMBRAS
RH
RD
L
RCE
SF

RH RD
- Ns
RH RD
- Ns

ns
0.53*

ns
ns

RCE
ns
ns
ns

RCE
-0.54*
ns
ns

SF

ns

ns
0.60*
-0.56*

SF
ns
ns
ns
ns
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b-

ENTRE SEXOS
RH 0.833***
RD 0.760***
L 0.752***
RCE 0.784***
SF 0.856***

Tabla 3.3.4: Valores medios y error estandar sobre isolineas para el parametro a que

representa la tasa de mortalidad inicial y el pardmetro b que representa la tasa de

senescencia demografica (A). Correlaciones de Spearman para los valores medios entre

los caracteres medidos en machos y hembras y los parametros a y b de las isolineas de

Drosophila buzzatii. ns comparaciones que resultaron no significativas (p>0.B5}).
0.07, * < 0.05, *P < 0.01, **P < 0.001. Resistencia al hambre (RH) y la
deshidratacién (RD), longevidad a 25°C (L), recuperacion desde el coma por

enfriamiento (RCE), sobrevida al frio (SF), parametro a y b (B).

(A)

(B)
MACHOS

a
b

HEMBRAS
a
b

Machos

Hembras ‘

Parametro a

Parametro b

RH
ns
ns

RH
ns
ns

RD
-0.45m
Ns

RD
Ns
Ns

0.020 (0.004)
0.058 (0.006)

-0.84
ns

-0.61**
ns

0.010 (0.002)
0.069 (0.009)

RCE
Ns
Ns

RCE
Ns
Ns

SF
-0.49*
ns

SF
ns
ns
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Figura 3.3.2. Resistencia a la deshidratacion media en funcién de la longevidad media
en machos y hembras para todas las isolineas de Drosophila buzzatii.
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Figura 3.3.3. Resistencial coma por baja temperatura media en funcion de la
resistencia al hambre media en machos y hembras de todas las isolineas de Drosophila

buzzatii.
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Figura 3.3.4. Sobrevida al frio media en funcién de la longevidad media en machos y
hembras de todas las isolineas de Drosophila buzzatii.
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Figura 3.3.5. Sobrevida al frio media en funcién de la resistahaama por baja

temperatura media en machos y hembras de todas las isolineas de Drosophila buzzatii.
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3.4 Discusion del

Analisis por isolineas de Drosophila buzzatii

La resistencia a la inanicion, como el resto de los caracteres medidos, son
caracteres genéticamente variables y heredables en las isolineas de Drosophila buzzatii.
Se observé una correlacion positiva entre la resistencia al estrés por falta de alimento y
por baja temperatura. Sin embargo no comprobamos una correlacidén entre la resistencia
a la inanicion y la longevidad o la resistencia a la deshidratacion. También encontramos
una correlacion positiva entre la longevidad y dos caracteres de historia de vida: la
resistencia al estrés por deshidratacion y la resistencia a las bajas temperaturas. Para
todos los caracteres evaluados en este estudio encontramos una correlacion altamente
significativa entre los sexos en las isolineas. Las correlaciones positivas entre los
diferentes tipos de estresores estudiados y también con la longevidadeestan
concordancia con la teoria del soma desechable, que propone justamente que las
respuestas a los diversos tipos de estresores y la longevidad pudieron evolucionar a
través de los mismos genes. De acuerdo a esta teoria, los individuos que soporten mejor
el estrés ambiental, seran a la vez los méas longevos.

La evolucion de la resistenca estrés por falta de alimento ha recibido mucha
atencionen los Ultimos afios debido la aparente asociacion entre este caracter y la
longevidad. Lineas de Drosophila con mayor resistencia a la inanicion puede ser a la
vez las mas longevas (Hoffmann y Harshman, 1999) aunque no es siempre asi

(Harshman et al., 1999a). Ademas, mutaade®rosophila y Caenorhabditis elegans
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que tiene aumentados los niveles de resistencia a la inanicibn, a menudo muestran
también un aumento en la longevidad (Lin et al., 1998, 2001; Clancy et al., 2001). Sin
embargo, se ha prestado menos atencion a las interacciones entre la resistencia a la
inanicion y otros caracteres (Hoffmann et al 2005). En las isolineas no encontramos una
asociacion significativa entre la resistencia a la inanicion y la longevidad, por lo que si
bien existen muchas evidencias de que esta asociacion existe en Drosophila, no fue
evidente en nuestro estudio en la poblaciénade tie las isolineas, Chumbicha.

Las lineas con mayor resistencia a la inanicion generalmente también son las
lineas con mayores tiempos de desarrollo larval (Harshman et al., 1999b). Ademas, las
lineas con mayor resistencia a la falta de alimento muestran una reduccion en la
fecundidad temprana (Hoffmann y Parsons, 1989a; Leroi et al., 1994). Sin embargo, las
respuestas correlacionadas no siempre son consistentes, tal vez debido a que la
resistencia a la inanicién esta determinada por multiples mecanismos y las condiciones
ambientales pueden hacer que las respuestas a la seleccion varien (revisado en
Hoffmann y Harshman, 199971 hacer generalizaciones acerca de las interacciones
evolutivas entre los caracteress importante entender los mecanismos especificos
implicados, asi como los genes que rigen los mecanismos (Zera y Harshman, 2001).

A partir de un estudio de lineas de insercion del elemento P de D. melanogaster
para la resistencia a la inanicion (Harbison et al., 2004, 2005) y estudios donde analizan
los perfiles de expresion génica de Drosophila melanogaster que fueron seleccionadas
por su resistencia a diversos factores de estrés ambiental (Sorensen et al 2005, 2007), se
ha visto que un gran numero de genes pueden influir en este caracter. Estos genes estan
implicados en la reproduccion, el metabolismo y la tasa de alimentacion de las larvas.
Estudios con mutantes han vinculado a la resistencia a la inanicion con la via de

sefalizacion de la insulina, tanto en Drosophila (Clancy et al., 2001) como en C.
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elegans (Munoz y Riddle, 2003) asi como también con el almacenamiento de lipido
(Hader et al., 2003). Muchos estudios fisiologicos indican que el nivel lipidico es en
general el factor determinante de resistencia a la inanicion. Por ejemplo seevidé qu
cambios plasticos en la resistencia de hambre estan estrechamente correlacionados con
los niveles de lipidos en las moscas (Service, 1987). Las asociaciones entre los lipidos y
resistencia a la inanicion puede extenderse a nivel interespecifico (Van Herrewege y
David, 1997), aunque no en todas las comparaciones (Bharathi et al., 2003). Los
cambiosen los niveles de lipidos tras la seleccion sobre la resistencia a la inanicién
pueden dar cuenta de los cambios correlacionados en la reproddedasmoscas,
porque el metabolismo de los lipidos podria ser el que explique los trade-off§ con
rendimiento reproductivo (Zera y Zhao, 2003).

En general, los experimentos de seleccién sugieren una correlacién positiva
entre los niveles de resistencia a diferentes estresores ambientales, es decir que lineas
con alta resistencia a un tipo de estrés, generalmente es también resistente frente a
diversos tipos de estrés (Hoffmann y Parsons, 19B@ibshmanet al, 1999b.). En
concordancia a la bibliografia, todas las asociaciones que encontramos entre los
caracteres medidos en las isolineas fueron positivas. Encontramos que los
individuos/isolineas que son mas resistentes a la resistencia a la inanicion son también
mas resistentes a la RCE. Asimismo, los individuos mas longevos son mas resistentes a
la deshidratacion y a las bajas temperaturas. Sin embargo la relacion entre la resistencia
a la inanicion y la resistencia al frio no es clara (Hoffmann et al 2005). En Hoffmann et
al 2005 de acuerdo con la hipétesis del tradeladflineas seleccionadas para aumentar
la resistencia a la inanicion mostraron una disminucion de la resistéres&rés por
frio, mientras que las lineas seleccionadas para mayor resistencia al frio mostraron una

disminucién de la resistencia a la inanicion. Se confirmé la asociacion negativa entre la
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resistencia a estos tipos de estreses en hembras pero no en machos (Hoffmann et al
2005).

Las isolineas muestran una clara correlacion positiva entre estos dos caracteres,
en contraposicion a la teoria del trade-off. En Drosophila, los cambios en la
composicién de fosfolipidos, la acumulacién de triglicéridos y la acumulacion de
prolina pueden desempefiar un papel en la resistencia a las bajas temperaturas (Chen y
Walker, 1994, Misener et al, 2001). De acuerdo a una hipétesis de trade-off, puede
haber una asociacion negativa entre resistencia al frio y resistencia a la inanicion si los
lipidos son desviados hacia estos mecanismos en lugar de ser acumulado para
momentos de escasez de alimentos. Dicha teoria plantea como principal determinante de
la resistencia a inanicion la acumulacion de lipidos, los lipidos a su vez jugarian un rol
fundamental en la resistencia al frio, siendo los lipidos y su ubicacién un factor
limitante. Como los insectos en épocas invernales deben al mismo tiempo soportar el
estrés por frio y una reduccién en los alimentos, este trade-off seria particularmente
interesante desde un punto de visto evolutivo. A la luz de estos resultados, este
mecanismo no seria en Unico que participa a la hora de determinar el nivel de resistencia
a la inanicion y al frio. Una hipétesis posible es que en estas isolineas, el factor
determinante para la resistencia a dichos estresores no sea la distribucion de lipidos
dentro los organismos, sino que sean vias mas generales de resistencia al estrés y la

senescencia.
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Capitulo 4:
Conclusiones
generales



Conclusiones generales

Para el desarrollo de esta tesis estudiamos varios caracteres de historia de vida,
avanzando en la elucidacién de su arquitectura genética y las relaciones entre ellos, para
esto lo abarcamos a partir de dos metodologias diferentes, el andlisis por isolineas y el
mapeo de loci de caracteres cuantitativos (QTL). Se plantearon una serie de hipoétesis
mencionadas en los capitulos anteriores. Aqui revisaremos cada una de esas hipétesis,
mencionando las principales conclusiones arribadas.

Sobre la longevidad: En esta tesis realizamos un mapeo de QTL para la
longevidad en un ambiente de sexo Unico con y sin un pre-tratamiento de calor (estrés
por calor moderado). Para esto utilizamos un stock de lineas recombinantes
endogamicas (RIL) en D. melanogaster que derivan de moscas seleccionadas por estrés
por calor (Norry et al 2008).

Primero, evaluamos si la longevidad a 25°C en las RIL de D. melanogaster es un
caracter con varianza genética, que puede ser heredable. Antes de encarar cualquier
estudio de mapeo de QTL, es fundamental contar con lineas que difieran en el caracter
que se quiere estudiar. En la Tabla 2.3.2 estimamos la varianza entre lineas a partir de
los componentes de varianza y hallamos que el componente linea es genéticamente
variable explicando hasta un 18% de la varianza fenotipica total.

Segundo, evaluamos si existen QTL autosomicos o ligados al cromosomea X par
la longevidad medida a 25°C con y sin pre-tratamiento de calor, como asi también para
el caracter de razon entre las longevidades. Tercero, evaluamos la hipotesis de que los
QTL detectados para los antedichos caracteres mapean en las mismas regiones que
genes candidatos sobre el genoma secuenciado y anotado de D. melanogaster. En la

tabla 2.3.4 se muestran los QTL que resultaron significativos y la colocalizacién de
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estos con estudios previos y también se muestran los genes candidatos que mapean en
las regiones de QTILEI numero de QTL de gran efeata la longevidad fue mayor en

el control (5) queen las moscas estresadas por calor (2) en un entorno de sexos
separados a temperatura benigna. Esto sugiere que, el estrés por calor reduce el nimero
de QTL de gran efecten la longevidad. Este efecto del estrés por calor se observo
también en trabajos previos en caracteres de termotolerancia (Norry et al 2008).
Ademas, cuatro QTL fueron significativos para el caracter de razon relacionaldo con
sensibilidadérmica sobrda longevidad.

Cuarto, evaluamos si nuestro tratamiento de calor repetido (35.5°C por 35 min,
dos veces a edades tempranas) tuvo efectos detrimentales u horméticos sobre la
longevidad para diferentes RILEI efecto del pre-tratamiento de calor aplicado fue
diferente para cada RIL, con un efecto detrimental sobre la longevidad en muchas RIL-
SH2 y un efecto beneficioso, es decir, un efecto hormético por un estrés por calor sobre
la longevidad en varias RIL-D48 (Tabla 2.3.3). Se encontré una clara correlacion
negativa entre la longevidad media en moscas control y la diferencia de longevidades
medias de control y calor (Figura 2.3.3; correlaciones Spearman variaron de -0,3 a -0,6
tanto en RIL-D48 y RIL-SH2, con todas las correlaciones fueron significativas [P
<0,05], excepto en las hembras de RIL-D48). En otras palabras, nuestro pre-tratamiento
de calor tuvo un efecto beneficioso (hormesis) con mas frecuencia en lineas de vida
corta que en lineas mas longevas (Figura 2.3.3).

Quinto, se evalud si los QTL detectados para la longevidad en condiciones de
control (siempre a 25°C) son los mismos 0 no que los QTL que explican la variabilidad
de la longevidad cuando es medida luego de un estrés por calor. Esta hipotesis es
interesante de evaluar para identificar QTL que explican la longevidad de manera

independiente deat condiciones de temperatura a las que pueden estar expuestas en la
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naturaleza de forma habitual. Encontramos colocalizaciéon de QTL para estas dos
condiciones. Los QTL que colocalizan entre las moscas estresadas y las de control
mapean en lo rang@&C1-4F2 y 38E1-42AL2 y L4; Tabla 2.3.4), serian QTL generales

de la longevidad en lugar de QTL especificos para las moscas estresadas por un pre-
tratamiento de calor. Estos dos QTL (L2, L4) incluyen al menos dos genes candidatos,
rb y ECR, que tienen efecto sobre la longevidad (Sgrensen et al 2007, Simonsen et al
2007). Ademas, el gen CG7010, que mapea en L4, mostré6 cambios significativos en su
nivel de expresion por la seleccion en la longevidad en moscas de D. melanogaster
(Serensen et al 2007). Rubi (rb) esta involucrado en el transporte lisosomal y también
participa en la via funcional de blue cheese (bchs) (Simonsen et al 2007). Las
mutaciones en el gen blue cheese pueden conducir a la reduccion de la expectativa de la
vida adulta y a un aumento de la muerte neuronal en Drosophila (Simonsen et al 2007).
El gen EcR es el receptor de ecdisona, la principal hormona esteroide de D.
melanogaster implicada en el desarrollo y la reproduccién. Las moscas que son
heterocigotos para las mutaciones del receptor de ecdisona viven un 40-50% mas que

las moscas control (Simon et al 2003).

Sobre la resistencia al hambre: Realizamos un mapeo de QTL para la
resistencia al hambre en larvas y adultos de D. melanogaster. Para esto utilizamos un
stock de lineas recombinantes endogamicas (RIL) en que fueron construidas a partir de
moscas seleccionadas por estrés por calor (Norry et al 2008). En esta tesis usamos un
tratamiento severo (constante) en vez de uno no severo (ciclico) como previamente
utilizamos en nuestro grupo (Gémez et al 2009) sobre las mismas lineas utilizadas ahora

para medir la resistencia al hambre en adultos.
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Primero, evaluamos si la resistencia a la falta de alimento en las RIL de D.
melanogaster es un caracter con genéticamente variable. Al igual que la longevidad,
este caracter resulté ser geneticamente variable. En la Tabla 2.4.1 estimamos la varianza
entre lineas a partir de los componentes de varianza y hallamos que el componente linea
es genéticamente variable explicando hasta un 21% de la varianza fenotipica total.

Segundo, estudiamos si existen QTL autosémicos o ligados al cromosoma X
para resistencia al hambre en larvas y adultos de D. melanogaster. Tercero, estudiamos
la hipétesis de que los QTL detectados para los antedichos caracteres mapean en las
mismas regiones que genes candidatos sobre el genoma secuenciado y anotado de D.
melanogaster. Logramos identificar cinco QTL para la resistencia al hambre (RH) en
pre-adultos, ademas de otros cuatro QTL para RH permanente en adultos, que abarcan
los tres cromosomas mayores de D. melanogaster y analizamos genes candidatos (Tabla
2.4.3).Los QTL hallados en este estudio colocalizan con QTL hallados por estudios
previos. Por ejemplo A3/LRH-QTL codocaliza con un QTL para la resistencia al
hambre identificados por Wang et al 2004; A3/L3, B4,y L6 con QTL identificados
por Harbison et al 2005 y A2/L3A4 con QTL identificados por Nuzhdin et al 2007.

Cuarto, evaluamos si los QTL detectados para la resistencia al hambre en adultos
son los mismos o0 no que los QTL que explican la variabilidad de la resistencia al
hambre en las larvasin RH-QTL encontrado en la presente tesis colocatizdres
condiciones diferentes, cuando analizamos en moscaa®(ldl), tanto en machos
como en hembras y cuando analizamos en larvas en medio pobre (P2; Tabla 2.4.3
rango 16F3-19F6). Un QTL que colocaliza entre larvas y adultos, es decir, que explica
al mismo tiempo la resistencia al hambre en dos etapas del ciclo de vida de la mosca,

seria mas bien un QTL general que explica la resistencia al hambre, en vez de un QTL
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especifico de una determinada etapa del ciclo de vida. AdéRdd €3 para la RH en
pre-adultos también coincidié con A2, un QTL detectado en adultos (Tabla 2.4.3).

Quinto, se evalud si los QTL que resultaron significativos en este estudio
colocalizan o no con el QTL encontrado en Gomez et al 2009 donde se utilizaron las
mismas RIL pero un tratamiento de privacion de alimento diferente, en particular
ciclico. Los QTL que co-localicen entre ambas mediciones seran QTL generales que
estén explicando la variabilidad en la resistencia al hambre, en vez de ser especificas del
tratamiento utilizado. Nuestro mapeo de QTL parRHaen adultos se realizé con un
tratamiento de hambre permanente, en otras palabras, el tratamiento consistia en
mantener a las moscas en continua hambruna y encontramos cuatro QTL que explican
la variabilidad en la resistencia hambre en el adulto en esas condidimes. trabajo
previo de nuestro grupo de investigacion, Gomez et al 2009, realizamos un mapeo de
QTL paraRH en adultos en los mismos paneles de RIL utilizados en esta tesis. Pero en
este trabajo, el tratamiento de hambruna consistié en un tratamiento ciclico mas que en
un tratamiento permanente. En Gomez et al 2009 se logré identificar una regién QTL
paraRH (64D citologico rango - 66E2) en el brazo izquierdo del cromosoma 3 en los
machos. Ninguno de los picos de QTL que fueron significativos en los adultos de la
presente tesis se superponen con los picos del QTL hallado en el mencionado estudio
(Gomez et al 2009). La falta de solapamiento del QTL detectado en Gomez et al 2009 y
los RH-QTL de adultos detectados en esta tesis suglardripotesis de que la
arquitectura genética de la resistencia al hambre es, al menos en parte, dependiente del
tratamiento utilizado, sea un tratamiento constante (agudo) o ciclica (no agudo) de

hambreado.
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Sobre la relacion entre la longevidad control, la longevidad con pretratamiento
de calor y la resistencia al hambre:

Primero, se evalu6 la posible correlacién positiva entre la longevidad y la
resistencia al hambre en el organismo modelo D. melanogaster. En las hembras, la
longevidad y la resistencia al hambre de adultos y pre-adultos de las RIL de D.
melanogaster no parecen estar relacionadas, pero lo estdn en los machos. En los machos
el signo de la correlacion parece depender de si comparamos la longevidad con la
resistencia a la inanicién de uno u otro estadio analizado. Al comparar la longevidad
con la RH de los adultos, los caracteres se encuentran positivamente correlacionados,
pero al compararla con la RH de pre-adultos la asociacién es negativa (ver resultados
2.5 y tabla 2.5.1 y 2.5.2). Las correlaciones fueron significativas al comparar con la
longevidad de moscas que fueron sometidas al pre-tratamiento de calor aplicado. Esta
asociacion negativa podria resultar adaptativa si pensamos que en condiciones de falta
de alimento durante el desarrollo larval, la seleccion natural “prioriza” la supervivencia,
el empupe y finalmente la emergencia, por sobre el tiempo de vida adulta. Es decir, que
podria existir un trade-off entre la RH en larvas y la longevidad adulta dado que los
recursos energéticos son escasos.

Segundo, estudiamos si existen QTL colocalizen entre los caracteres estudiados
(la longevidad control, la longevidad con pre-tratamiento de calor y la resistencia al
hambre en larvas y adulto®l QTL Al/ P2 (16F3-19F6) un QTL que fue significativo
tanto en machos y hembras adultas como en latgdggaliza con el QTL R3, un QTL
que explica parte de la variabilidad en nuestro caracter de razon relacionada con la
sensitividad térmica de la longevidad. Ademas, el QTL A3 (42A-49B% \(67A-
86E3) colocalizan con los QTL R4 y L5 (longevidad-QTL significativo en moscas

tratadas), respectivamente. Estas tres regiones de QTL tienen efectos aditivos negativos
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tanto sobre la resistencia al hambre como sobre la longevidad. En otras palabras, tres de
cuatro QTL para la RH permanente en adultos solapan con QTL que explican la
variacion en la longevidad al analizar en los mismos paneles de RIL. Estos resultados
soportan las hipétesis de que la resistencia al hambre y la longevidad comparten QTL

pleiotropicos.

En las isolineas de Drosophila buiizaé evaluaron las siguientes hipotesis:

Primero, analizamos si la resistencia al hambre es un caracter con varianza
genética, que puede ser heredable. La resistencia a la inanicion (RH), como el resto de
los caracteres medidos, son caracteres genéticamente variables y heredables en las
isolineas de Drosophila buzzatii. (Tabla 3.3.1). Para la RH el efecto linea explica un
14.4% de la varianza fenotipica total mientras que para la resistencia a la
deshidratacién, la longevidad, la recuperacién desde el coma por enfriamiento y la
sobrevida al frio explica un 29%, 14.2%, 14.8% y un 38.1%, respectivamente.

Segundo estudiamos si existe un trade-off entre la resistencia al hambre y la
resistencia al frio en isolineas de D. buzzatii construidas desde una poblacién natural.
Las isolineas muestran una clara correlacion positiva entre estos dos caracteres, en
contraposicion a la teoria del trade-off de Hoffmann et al 2005 (Tabla 3.3.3). Una
hipétesis posible es que en estas isolineas, el factor determinante para la resistencia a
dichos estresores no sea la distribucion de lipidos dentro los organismos, sino que sean
vias mas generales de resistencia al estrés y la senescencia.

Finalmente, se puso a prueba la hipotesis de que existe una correlacion positiva
entre la resistencia al hambre, la longevidad, resistencia a la desecacion y frio en
Drosophila (Hoffmann et al. 2003). Se observé una correlacion positiva entre la

resistencia al estrés por falta de alimento y por baja temperatura. Sin embargo no
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comprobamos una correlacion entre la resistencia a la inanicién y la longevidad o la
resistencia a la deshidratacion. También encontramos una correlacion positiva entre la
longevidad y dos caracteres de historia de vida: la resistencia al estrés por
deshidratacién y la resistencia a las bajas temperaturas. Para todos los caracteres
evaluados en este estudio encontramos una correlacion altamente significativa entre los
sexos en las isolineas. Las correlaciones positivas entre los diferentes tipos de caracteres
estudiados y también con la longevidad estan en concordancia con la teoria del soma
desechable, que propone justamente que las respuestas a las diversas formas de estrés y
la longevidad podrian haber evolucionado a través de los mismos genes. De acuerdo a
esta teoria, los individuos que soportan mejor el estrés ambiental, seran a la vez los mas

longevos.

Las poblaciones naturales de muchas especies, incluyendo Drosophila, son
probablemente periédicamente sometidas a la escasez de alimentos en un grado que
selecciona para la resistencia a la inaniciéon. Por lo tanto, el hambre es una forma
especialmente relevante de estrés, a nivel ecoldgico y evolutivo, que justifica una
investigaciébn en cuanto a sus mecanismos moleculares y genéticos subyacentes. Se
estudio la resistencia al estrés en dos especies diferentes y su relacion con la longevidad
y otras formas de estrés. Todos los caracteres estudiados, son caracteres cuantitativos y
con una arquitectura genética muy compleja. Las correlaciones encontradas dependen
de las especies analizadas y de las condiciones aplicadas. Por ejemplo en D.
melanogaster encontramos tanto correlaciones positivas como negativas entre la
resistencia al hambre y la longevidad, dependiendo de si analiza la RH en adultos o pre-
adultos. Mientras que en D. buzzatii no se comprob6 dicha correlacion, pero si

encontramos correlaciones positivas entre la longevidad y dos tipos de estresores

162



ambientales diferentes. Mientras que otros autores encuentran una correlacion negativa
entre la resistencia al hambre y el frio (teoria de trade-off, Hoffman et al 2005). En esta
tesis comprobamos esta correlacion pero con signo contrario. Los resultados del mapeo
de intervalo compuesto sobre las RIL de D. melanogaster, tanto de la longevidad en
ambientes de sexos separados como de la resistencia al hambre nos mostraron que
existen regiones comunes del genoma de D. melanogaster que explican dos caracteres.
Por ejemplo, la longevidad en condiciones control y en condiciones después de un pre-
tratamiento de estrés por calor. Asi como también existen regiones comunes que

explican la longevidad y la resistencia al hambre.
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