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Resumen

La plasticidad fenotipica se refiere a la capacidad de un genotipo para expresarse de
diferentes maneras en respuesta a factores ambientales. La temperatura y la dieta de los
organismos se encuentran entre aquellos factores que afectan a los caracteres plasticos que
influencian el fitness individual, como es el caso del nUmero de ovariolas en Drosophila.
Drosophila buzzatii y Drosophila koepferae son un par de especies hermanas y sinmérficas
de habito de vida cactofilico que comparten, parcialmente, un nicho ecoldgico y se las conoce
por poner huevos en tejidos de cactus necréticos de las especies Opuntia sulphurea y
Trichocereus terscheckii; dos de sus hospedadores principales. Se evalué y comparé el efecto
de la dieta sobre el numero de ovariolas al colocar isolineas de D. buzzatiiy D. koepferae en
cada cactus a 25 °C. Se pudo determinar que O. sulphurea fue el mejor medio de cria en

ambos casos y como ésta influencié positivamente en sus respectivas normas de reaccion.

Se compararon los efectos de una dieta natural y semi-natural sobre el nimero de ovariolas
para poder determinar si hubo arrastre de la crianza en laboratorio y no se encontraron

diferencias significativas.

D. buzzatii fue criada también a temperaturas de 17 y 30 °C en ambos cactus, pudiéndose
observar como la dieta y la temperatura tuvieron efecto sobre la plasticidad en el desarrollo
de sus ovariolas en cada caso. A 17, 25 y 30 °C, D. buzzatii presenté un aumento en la
varianza poblacional de su numero de ovariolas acorde con la temperatura, presentando a su

vez, una caida en la fertilidad a los 30 °C.

Esta Tesis contribuye a ampliar nuestro entendimiento sobre las Drosophilas cactéfilas, que
son modelos excepcionales para estudios evolutivos, al analizar como el desarrollo del
nuamero de ovariolas varia de manera plastica frente a cambios en el ambiente, como la dieta
y la temperatura. También permite entender patrones comportamentales para evitar la
competencia entre especies y establecer parametros en los cuales las poblaciones de D.
buzzatii pueden prosperar sin perjudicar su progenie.



Title and Abstract

The effect of diet and breeding temperature over the number of ovarioles in cactophile
species of Drosophila.

Phenotypic plasticity refers to the ability of a genotype to express itself in different ways in
response to environmental factors. The temperature and diet of the organisms are among
those factors that affect the plastic characters that influence individual fitness, as is the case
with the number of ovarioles in Drosophila. Drosophila buzzatii and Drosophila koepferae are
a pair of sister and sinmorphic species with a cactophilic life habit that partially share an
ecological niche and are known to lay eggs in tissues of necrotic cacti of the species Opuntia
Sulphurea and Trichocereus terscheckii; two of its main hosts. By placing isolines of D. buzzatii
and D. koepferae in each cactus at 25 °C, it was possible to evaluate and compare the number
of ovarioles as a result of the diet. It was determined that O. sulphurea was the best breeding

medium in both cases and how it positively influenced their respective reaction norms.

The effects of natural and semi-natural diets were compared so that it could be determined if
there was an influence of breeding in a laboratory setting over the ovariole number, yet no

significant differences were found.

D. buzzatii was also bred at 17 and 30 °C in each cactus, letting us observe the effects of the
diet and temperature over the plasticity in the development of their ovarioles in each case. At
17, 25 and 30 °C, D. buzzatii presented an increase in the population variance of its number
of ovarioles consistent with temperature, but also it presented a drop in fertility at 30 °C.

This thesis allows us to expand our knowledge about these cactophilic Drosophilas, which are
excellent models for evolutionary studies, by analyzing how the development of the number of
ovarioles varies plastically in the face of changes in the environment, such as diet and
temperature. It also allows us to understand behavioral patterns to avoid competition between
species, and establish parameters in which D. buzzatii populations can thrive without harming
their progeny.



Parte de los resultados de esta Tesis se encuentran publicados en:

Peluso D., Soto E.M., Kreiman L., Hasson E. & Mensch, J. (2016) Contrasting Plasticity in
Ovariole Number Induced by A Dietary Effect of the Host Plants between Cactophilic
Drosophila Species. Insects, 7(2), 21.



1. Introduccion

En el afno 1911, Wilhelm Johansen acufié los términos de genotipo y fenotipo para referirse a
los factores internos heredados (su conjunto de genes o “genoma") y a las cualidades fisicas
observables de un organismo (rasgos estructurales, bioquimicos, fisiolégicos y conductuales),
respectivamente (Naya, 2010). Surgida del reciente interés en la biologia evolutiva del
desarrollo (Evo-Devo, por sus siglas en inglés), la importancia del desarrollo en la evolucion
se incremento; lo cual trajo a la luz el hecho de que un genotipo no puede generar un solo
fenotipo sin6 un rango de fenotipos posibles, y que éstos estan determinados por el ambiente
(Pigliucci, et al., 2006). Este concepto gan6 importancia en el campo de la biologia evolutiva
para poder explicar cambios producidos en los organismos durante su ciclo de vida y no solo
entre generaciones. A esto se le sumo el conocimiento de que la seleccién natural no

selecciona entre genotipos siné entre fenotipos.

La evolucion requiere variacién fenotipica heredable y ésta puede surgir de la diversidad
genética subyacente o por efecto de la plasticidad fenotipica (que en si misma es heredada).
Un fenotipo que nunca ha aparecido no puede ser seleccionado. Por lo tanto, el ambiente
viene a jugar un rol muy importante en la evolucion, produciendo variacion fenotipica incluso

mas viable que las mutaciones. (Whitman, D.W. & Ananthakrishnan, T.N., 2009).

1.1. Plasticidad fenotipica

La interaccidon entre el ambiente y el genotipo genera una variacion en la expresién de los
genes y por lo tanto influencia los procesos evolutivos de la adaptacion (K. Donohue, 2016).
Esto incluye la posibilidad de modificar sus propias trayectorias del desarrollo en respuesta a
estimulos ambientales especificos y también habla de la habilidad de un organismo de
cambiar sus estados fenotipicos (como, por ejemplo, su metabolismo) en respuesta a
alteraciones en las condiciones ambientales (Garland, Jr & Kelly, 2006). A estas expresiones
fenotipicas de un genotipo determinado expuesto a diferentes condiciones ambientales se las

puede representar con funciones conocidas como normas de reaccion.

La norma de reaccién es la trayectoria desarrollada por un genotipo en el espacio
bidimensional ambiente-fenotipo, mientras que la plasticidad es la desviacion de dicha
trayectoria con respecto a una recta de pendiente nula (Naya, 2010). En la Figura 1 se pueden
ver las siguientes normas de reaccion: (A) Norma de reaccién paralela al eje de las abscisas
(es decir, sin plasticidad fenotipica) con diferencias genéticamente consistentes entre
genotipos entre ambos ambientes. (B) Pendientes paralelas indicando plasticidad y variacién

genética aditiva para el caracter, pero sin interaccion. Ambos fenotipos son similarmente



plasticos. (C) Pendientes diferentes para ambas normas de reaccion, indicando variacion
genética por plasticidad. Hay un efecto del ambiente porque el total de las pendientes es
positivo, pero las medias marginales de los fenotipos no cambian entre genotipos, por lo que
no hay un efecto genético principal. (D) Como en C, las medias marginales de los grupos son
iguales, pero ambos tienen reacciones opuestas al ambiente. Por lo tanto, aqui solo se ilustra
la variacién de la interaccion entre el genotipo y el ambiente. (Adaptado de Dewitt & Scheiner,
2004).
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Figura 1: Las diferentes normas de reaccién. El fenotipo promedio y su variante en dos ambientes para
un genotipo estan denotados con circulos, y los correspondientes para el otro genotipo estan denotados
con cuadrados. Los items en negrita adyacentes a los paneles (G, A, GxA) indican interacciones

significativas en las varianzas a nivel genético, ambiental o genético-ambiental, respectivamente.

Las respuestas plasticas se pueden clasificar segun el criterio de reversibilidad de los
cambios. Es decir, aquellos cambios que no son reversibles reciben el nombre de plasticidad
del desarrollo, mientras que si lo son entonces reciben el nombre de flexibilidad fenotipica. A
su vez, cada una de estas categorias se subdivide respectivamente de acuerdo a si los
cambios son estacionales (Polifenismos) o no (Estados del ciclo de vida) (Naya, 2010).



1.1.1. Efectos térmicos y nutricionales sobre la plasticidad fenotipica durante el
desarrollo.

La temperatura es un determinante muy importante en las historias de vida: de los patrones
del desarrollo durante la vida, diferenciacién, crecimiento, mantenimiento de reservas, edad
de madurez, patrones de fecundidad y longevidad (Atkinson 1996; Nylin & Gotthard 1998;
Whitman & Ananthakrishnan, 2009). Uno de los casos mas conocidos del efecto de la
temperatura sobre el fenotipo son los animales que tienen un sistema de determinacion sexual
que depende de la temperatura del desarrollo, como ocurre en tortugas, cocodrilos y peces
(Gilbert, 2000).

Un caso notable de plasticidad frente a la temperatura sucede en Drosophila suzukii
(Matsumura), especie que frente a las arduas condiciones invernales (como lo son las bajas
temperaturas, junto a la escasa comida e hidratacién) desarrolla una “morfologia de invierno”
caracterizada por cuticulas mas oscuras que se suman a un estado de dormancia o inactividad
(también conocido como “overwintering’). Esta morfologia en los adultos presenta un
desarrollo reducido en los ovarios (Mitsui, et al., 2010), una tolerancia mayor a la breve
exposicion a las bajas temperaturas que sus contrapartes morfolégicas de verano (Stephens,
et al.,, 2015), y han sido descritas estando en diapausa reproductiva (Zerulla, 2015). Sin
embargo, no se ha establecido si se trata de una verdadera diapausa o una consecuencia del

“overwintering’ (Toxopeus, et al., 2016).

La dieta también puede alterar profundamente la historia de vida de un insecto, por ejemplo,
modificando su tasa de desarrollo, tamafo corporal, nUmero de ovariolas, tamafno de la puesta
y de sus huevos, que a su vez alteran la historia de vida de su progenie (Whitman, &
Ananthakrishnan, 2009). Caracteres plasticos que puedan influenciar el fitness individual y la
diversidad de la dieta pueden ser encontrados en un grupo de morfologias que exhiben
respuestas compensatorias a distintas dietas (Slansky & Rodriguez, 1987). Tales efectos
inducidos por la dieta han sido observados, por ejemplo, en la morfologia de varios insectos,
peces, y taxones de mamiferos (Bernays & Barbehenn,1987; Greene,1989; Holbrook, 1982;
Meyer, 1987; Moore, 1965).

1.2. Las especies cactofilas del género Drosophila como modelo de estudio ecolégico-

evolutivo

Las especies de las moscas del vinagre (“de la fruta”), o Drosophila (Diptera: Drosophilidae),

del grupo repleta constituyen un grupo monofilético de moscas neotropicales que se ha

10



diversificado en el hemisferio occidental, al adoptar un estilo de vida cactofilico que les permite
prosperar en los desiertos americanos (Oliveira, et al., 2012; Wasserman, 1982). Las hembras
ponen huevos en tejidos de cactus necroéticos (Figura 2), que es el ambiente particular en el
que las larvas se alimentan hasta la pupa. Esta dieta no solo consiste en carbohidratos y
lipidos derivados de los tejidos del cactus en descomposicion (Carreira, 2014; Padro, & Soto,
2013), sino también en proteinas de levaduras y bacterias involucradas en el proceso de
descomposicion (Koch, et al., 2015).

Este sistema cactus-levadura-Drosophila es un excelente modelo para estudiar el impacto de
los hospedadores naturales en la capacidad reproductiva de las moscas. En ese sentido, las
moscas cactéfilas adquieren relevancia por cumplir con los requisitos necesarios para
convertirse en modelos de estudios evolutivos: no son, en lineas generales, especies
comensales del hombre, tienen sustratos de cria conocidos, accesibles y, ademas, algunas
de estas moscas son relativamente faciles de mantener en laboratorio (Ruiz & Wasserman,
1993).

Figura 2: Hospedadores naturales de las especies de Drosophila cactéfilas. (A) Opuntia
sulphurea; (B) Trichocereus terscheckii; (C) Tunas en estado de putrefaccion de O. sulphurea;
(D) Descomposicion de tejidos de T. terscheckii; (E) Acercamiento del tejido de T. terscheckii
en descomposicion.

En América Central y América del Sur, una de las radiaciones del grupo D. repleta (Wollaston)
dio origen al complejo Drosophila buzzatii (Patterson & Wheeler) que incluye los clusters D.
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buzzatii, Drosophila martensis (Wasserman & Wilson) y Drosophila stalkeri (Wheeler)
(Fontdevila, 1989). El primero es un ensamble de siete especies cactéfilas cercanamente
emparentadas, D. buzzatii, Drosophila koepferae (Fontdevila & Wasserman), Drosophila
antonietae (Tidon-Sklorz & Sene), Drosophila serido (Vilela & Sene), Drosophila borborema
(Vilela & Sene), Drosophila seriema (Tidon-Sklorz & Sene) y Drosophila gouveai (Tidon-Sklorz
& Sene), que habitan las tierras aridas y semiaridas de América del Sur. Todas las especies
son endémicas de América del Sur, excepto D. buzzatii que alcanzé una distribucion semi-
cosmopolita mediante la dispersion mediada por el hombre de las plantas del género Opuntia
(Hasson, et al., 1992).

Los patrones del uso de las plantas hospedadoras en el cluster D. buzzatii son principalmente
conocidos en D. buzzatiiy su pariente D. koepferae (Fanara, et al., 1999; Fanara, et al., 2006;
Fontdevila, et al., 1988), los cuales son un par de especies con distribucion solapante en las
tierras aridas del noroeste de Argentina y el sur de Bolivia (Barrios-Leal, et al., 2019; Fanara,
et al., 1999), como se puede observar en la Figura 3.

Drosophila borborema Drosophila seriema

Amazon Forest

Drosophila antonietae

)
? f"7\ R ’
Y ot

Drosophila buzzatii Drosophila koepferae
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Figura 3: Mapa topologico de las distribuciones geograficas utilizadas para modelar las distribuciones

del cluster de Drosophila buzzatii. Nota: Adaptado de Barrios-Leal, D. et al., 2018.

Estas dos especies son sinmérficas y sélo se pueden reconocer morfolégicamente por las
diferencias en la genitalia de los machos (Fontdevila, et al., 1988). Si bien el nicho ecoldgico
de ambas especies se encuentra parcialmente solapado, D. koepferae se cria principalmente
en necrosis de cactus columnares de los géneros Trichocereus y Cereus y solo
ocasionalmente en cladodios de tunas del género Opuntia. A la inversa, D. buzzatii se cria
principalmente en especies del género Opuntia' y en menor medida en cactus columnares
(Bouzas, 2021).

1.3. Plasticidad fenotipica en el nUmero de ovariolas.

En los ovarios de los insectos se distinguen unas estructuras en formas de ramilletes de
oocitos, llamadas ovariolas. Caracterizadas por Lubbock (Lubbock, 1858), las ovariolas tienen
una linea de desarrollo desde su parte mas apical, donde se ubican los germarios, hasta la
base, donde estan los huevos maduros (Figura 4). En los germarios comienza la ovogénesis,
donde se dividen las células germinales y se empaquetan en unidades discretas (camaras de
huevos), y luego van desarrollandose hasta la madurez en un periodo que dura
aproximadamente de 8 a 9 dias (Grell & Chandley, 1965). En el caso de los dipteros, todos
los estadios de ovogénesis se encuentran en los ovarios de las hembras adultas, desde
células madre ovéricas que se estan dividiendo hasta huevos fértiles (King, 1970).

Germario {\
| | =
vvi.'- !‘H i N ~—.

QOocito
Ovario
Células Qvariola
madre de
linea germinal
Oocito '.;n;\—.-r.;:;‘::’% - :;:,.:.:;n .
P P A\ )
i (j“ TS ..‘. (o 3 ’,l )
105 N9 >4 e
K i el T S e Pl
Células nodrizas S i Huevo maduro

Figura 4: Desarrollo de la ovogénesis de Drosophila. (Figura adaptada de Suyama, R. et al., 2023)

La variacion del numero de ovariolas es uno de los indicadores mas importantes del esfuerzo
reproductivo realizado por las hembras en relacion con la disponibilidad de recursos para la
descendencia (Kambysellis, 1968; Kambysellis & Heed, 1971). En este sentido, estudios
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previos han mostraron una correlacién positiva entre el numero de ovariolas, la produccién de
huevos en los primeros cinco dias luego de la inseminacién y el nimero de emergidos en D.
melanogaster a temperaturas moderadas; lo que permite considerar al nimero de ovariolas
como un estimador del fitness. (Cohet & David, 1978; Boulétreau-Merle, et al., 1982).
Asimismo, se encuentra una sorprendente variacidon en el nimero de estas estructuras
productoras de huevos entre especies y poblaciones como consecuencia de distintas historias
evolutivas (Faille & Pluot-Sigwalt, 2015; Kambysellis, 1968; Markow, 1996; Lavista-Llanos, et
al., 2014). Ademas, el numero de ovariolas exhibe una fuerte plasticidad fenotipica en
respuesta a las condiciones ambientales cambiantes durante el desarrollo juvenil (Delpuech,
et al.,, 1995; Hodin & Riddiford, 2000). Se trata de un tipo de plasticidad irreversible, una
plasticidad del desarrollo, porque el numero de ovariolas se determina durante el periodo
larval cuando un grupo especifico de células llamadas células de filamento terminal (CFT)
forman pilas, llamadas filamentos terminales (FT), que sirven como punto de inicio de cada
ovariola (King, 1970). La formacién de los FT parece ser un mecanismo predominante que
determina el nUmero de ovariolas entre y dentro de las especies de Drosophila (Green Il, &
Extavour, 2012; Hodin, & Riddiford, 1998; Sarikaya, et al., 2012).

Varios aspectos del entorno pre-adulto pueden influir en los numeros de ovariolas en el adulto,
incluyendo temperatura, calidad y abundancia de los alimentos, y hacinamiento (Delpuech, et
al., 1995; Grenier & Nardon., 1994; Hodin & Riddiford. 2000a; Morin, et al., 1997; Moreteau,
et al., 1997; Saviliev, 1928; Rhamhalinghan, 1986; Robertson, 1957; Tu & Tatar, 2003). En
general, los alimentos de mayor calidad y abundantes asimilados en condiciones donde hay
pocos individuos, conducen a un aumento en el numero de ovariolas. Solo en las especies
generalistas de Drosophila, como Drosophila melanogaster (Meigen) y Drosophila simulans
(Sturtevant), se ha encontrado que cambian el numero de ovariolas bajo la variacion de la
dieta. Por el contrario, las especies especializadas, como Drosophila sechellia (Tsacas &
Bachli) y Drosophila erecta (Tsacas & Lachaise), exhiben un nimero similar de ovariolas con
diferentes dietas. Tales respuestas plasticas adaptativas permiten que las especies
generalistas expresen fenotipos ventajosos en una gama mas amplia de entornos, a diferencia
de las especies especialistas, que muestran una falta de sensibilidad ambiental (Green &
Extavour, 2014).

El efecto de la temperatura sobre el nUmero de ovariolas, por el contrario, conduce a una
funcién en forma de campana, con una cierta temperatura moderada (que varia mucho entre
poblaciones y especies) que conduce a un numero maximo de ovariolas (Delpuech, et al.,
1995; Gandara & Drummond-Barbosa, 2022). Es tentador considerar que los efectos de la
alimentacién pre-adulta sobre el numero de ovariolas son adaptativos y anticipatorios, en los

cuales las hembras utilizan las condiciones actuales para predecir condiciones futuras. Se
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entenderia, por ejemplo, que durante una temporada reproductiva "mala", podria ser
ventajoso para las hembras reducir su nUmero de ovariolas y, en su lugar, dirigir mas recursos
a simplemente mantenerse vivas. Aun asi, una explicacion puramente correlativa para tal
patron no puede ser excluida. Por ejemplo, el nUmero de ovariolas se correlaciona claramente
con el tamafno corporal (Evans, 1982; Gasser, et al.,, 2000; Gilbert, 1984; Honek, 1993;
Stewart, et al.,1991; Tu & Tatar, 2003), por lo que las diferencias en el nimero de ovariolas
resultantes de una alimentacion diferencial de por si no es de ninguna manera indicativa de

plasticidad adaptativa.

La plasticidad fenotipica no tiene por qué ser adaptativa, ya que, la misma pudo no haber
surgido como respuesta a la seleccion natural. Asimismo, los efectos de la temperatura sobre
el nimero de ovariolas también podrian ser, en esencia, una respuesta plastica biofisica no
adaptativa, con la éptima temperatura simplemente representado el éptimo metabdlico para
las moléculas involucradas en la formacion de filamentos terminales. Aun asi, los estudios
comparativos entre las moscas demuestran diferencias geograficas predecibles en la
temperatura éptima para los numeros de ovariolas, lo que sugiere que las respuestas plasticas
si pudieron ser moldeadas por la seleccidon (Delpuech, et al., 1995; Gibert, et al., 2004; Karan,
etal., 1999; Karan, et al., 2000; Morin, et al., 1997; Moreteau, et al., 1997; Wayne, et al., 2005).

Asi, la forma de campana de la norma de reaccion podria ser una realidad puramente
fisiologica, mientras que la naturaleza particular de la norma de reaccién, como la temperatura
optima y la inclinacién de la curva (Gibert, et al., 2004), puede cambiar bajo diferentes
condiciones de seleccion (Whitman & Ananthakrishnan, 2009).

2. Objetivos e hipotesis

Este trabajo se focalizara en el efecto de la dieta y la temperatura de cria sobre el numero de
ovariolas de D. koepferae y D. buzzatii. Dado que las hembras de D. buzzatii prefieren poner
sus huevos en O. sulphurea, ya sea en el laboratorio 0 en experimentos de campo, esperamos
tener un mayor numero de ovariolas en las hembras criadas en este cactus. Por el contrario,
dado que las hembras de D. koepferae tiene una preferencia de oviponer en T. terscheckii,
esperamos un numero mayor de ovariolas en este medio como consecuencia de la
reproduccion en cactus alternativos. Ademas, dado que D. buzzatii tiene un nicho ecoldgico y
una dieta mas amplia que D. koepferae, esperamos una mayor variacion genética para la
plasticidad fenotipica en el numero de ovariolas en la primera especie. Asimismo, nuestra
expectativa es que la temperatura de cria afecte el nimero de ovariolas, disminuyendo su

valor a temperaturas altas.
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2.1. Objetivo general

Determinar el efecto de la temperatura y medio de cria en un caracter plastico como el numero

de ovariolas de Drosophila buzzatiiy Drosophila koepferae.

2.2. Objetivos especificos

1. Comparar el nimero de ovariolas de D. buzzatii y D. koepferae al ser criadas en
Opuntia sulphurea o Trichocereus terscheckii a 25 °C.

2. Comparar el numero de ovariolas para ambas especies en individuos criados en el
laboratorio vs. individuos emergidos en sustratos recolectados a campo.

3. Determinar las normas de reaccion del numero de ovariolas de D. buzzatii y D.
koepferae desarrolladas en ambos cactus y bajo diferentes temperaturas de cria. D.
koepferaea 25 °Cy D. buzzatiia 17, 25y 30 °C.

2.3. Hipotesis
1. El ndmero de ovariolas de cada especie es mayor al criarse en su hospedador
primario.
2. La especie generalista presenta mayor plasticidad fenotipica para el numero de
ovariolas respecto a la especie especialista.
3. El numero de ovariolas presenta un maximo a temperaturas moderadas y disminuye

tanto a bajas como a altas temperaturas de desarrollo.

3. Materiales y métodos

3.1. Colecciones de moscas y mantenimiento de stock

Las colectas de moscas se realizaron en la Reserva Natural San Agustin del Valle Fértil
(30°3'S, 67°3'0, Provincia de San Juan, Argentina) en marzo de 2014, y en las Ruinas de
Quilmes (26°3'S, 66°0'0, Provincia de Tucuman, Argentina) y Vipos (26°4'S, 65°4'0O, Provincia
de Tucuman, Argentina) en marzo de 2011. Dos especies de cactus, la tuna O. sulphureay la
columnar T. terscheckii son los hospedantes mas abundantes en las areas. Las moscas se
recolectaron barriendo con red en cebos de banana fermentada, se sexaron al llegar al
laboratorio y se usaron para establecer lineas de hembras (“isolineas” de aqui en adelante)
colocando hembras individuales en viales que contenian 5 mL de medio instantaneo de
Drosophila (Descripto en Kreiman et al., 2023). Las isolineas se identificaron examinando los

genitales (edeago) de varios machos de cada linea, ya que las hembras de estas especies
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son morfolégicamente indistinguibles. Las isolineas se criaron en el laboratorio con una dieta

estandar durante varias generaciones hasta el comienzo de este estudio.

Para determinar el efecto de la variabilidad genética dentro de las especies, se evaluaron 5
isolineas de cada especie. Ocho isolineas (cuatro de cada especie) derivadas de la localidad
de Valle Fértil, y la quinta linea D. buzzatiiy D. koepferae derivadas de Ruinas de Quilmes y
Vipos, respectivamente.

3.2. Dietas naturales y semi-naturales

Para evaluar los efectos de arrastre de la crianza en laboratorio sobre el nimero de ovariolas,
se realiz6 el siguiente analisis: comparar el nimero de ovariolas de moscas alimentadas en
el laboratorio con una dieta semi-natural, con el de moscas que emergieron de cactus en
descomposicion. Con ese fin, se recolecté material fresco de O. sulphureay T. terscheckii en
la misma localidad de muestreo (Valle Fértil, San Juan, Argentina) para ser utilizados en la
preparacion de dos tipos de medios “semi-naturales”. De vuelta en el laboratorio, el material
se almaceno a -20 °C. Para la preparacién de los dos medios de cactus, se pesaron trozos de
cada especie descongelada, se molieron en una licuadora y se vertieron 10 mL del licuado
mas 1 g de levadura seca por 1 g de cactus en viales. Los viales se esterilizaron en autoclave

y se dejaron enfriar antes de los experimentos.

Se realiz6 en un segundo viaje de recoleccion de moscas la Reserva Natural San Agustin del
Valle Fértil (30°3' S, 67°3" W, Provincia de San Juan, Argentina) en marzo de 2016. En esta
oportunidad, se recogieron tallos en descomposicion de T. terscheckii y cladodios en
descomposicion de O. sulphurea. Los sustratos se envolvieron en papel en el campo y se
llevaron al laboratorio donde se colocaron en recipientes de plastico a 25°C. Todas las
Drosophilas que emergieron dentro de las siguientes dos semanas después de la recoleccidon
fueron aisladas diariamente y clasificadas por especies. Aquellas que emergieron de un
mismo contenedor se mantuvieron en viales de a 20 individuos durante seis dias. Este
procedimiento asegur6 que las moscas de ambas especies alcanzaran la madurez sexual y
que todas las hembras fueran inseminadas. Posteriormente, se clasificaron por sexo y las
hembras se utilizaron para establecer isolineas. Varios machos de la descendencia de cada
isolinea fueron clasificados por especies mediante la inspeccién de sus genitales. Finalmente,
se contaron las ovariolas de todas las hembras que se pudieron identificar como
pertenecientes a las especies D. buzzatiiy D. koepferae. Las condiciones de temperatura,
fotoperiodo y densidad larval fueron similares al ensayo anterior. Todas las hembras que

emergieron de O. sulphurea fueron D. buzzatii, mientras que ambas especies emergieron de
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T. terscheckii en distinta proporcién. Lamentablemente, no se pudo estimar el numero de
ovariolas de D. koepferae en su hospedador secundario porque no se recuperd ninguna
hembra de O. sulphurea.

3.3. Temperatura de cria

Para cada linea, se colocaron 300 pares de moscas sexualmente maduras en camaras de
oviposicion durante 8 horas. Se permitié que los huevos eclosionaran y se transfirieron lotes
de 40 larvas de primer estadio a viales de cultivo que contenian medios semi-naturales
alternativos para controlar la densidad de larvas en los viales. Para el primer ensayo, los viales
de D. buzzatiiy D. koepferae se colocaron en una incubadora a 25 + 0,5 °C, bajo un
fotoperiodo de luz:oscuridad de 12:12 h y una humedad del 60 al 70% hasta la madurez. Se
mantuvieron grupos de 10 hembras adultas con igual niumero de machos en viales a 25 °C
durante 7 dias. Otro grupo de viales de D. buzzatii se colocaron en incubadoras a 17y 30
0,5 °C, bajo un fotoperiodo de luz:oscuridad de 12:12 h y una humedad del 60 al 70% hasta
la madurez, manteniéndose los grupos de 10 hembras adultas con igual nimero de machos
en viales de su temperatura correspondiente durante 7 dias. Luego, las hembras se

almacenaron a -80 °C hasta la diseccion y determinacién del nimero de ovariolas.

3.4. Medicion del nUmero de ovariolas

Para la estimacion del numero de ovariolas, cada hembra se colocé en una gota de solucién
salina tamponada con fosfato (PBS) que contenia azul de metileno 1% (Sigma, Buenos Aires,
Argentina). Se retiré la punta del abdomen en direccidn posterior mientras se sujetaba el resto
del cuerpo con un segundo par de pinzas. Las ovariolas se separaron suavemente unas de
otras usando agujas de tungsteno. Dado que el azul de metileno tifie diferencialmente el
germario y los oocitos maduros, se pudo determinar el numero de ovariolas contando los
germarios en ambos ovarios de cada hembra (Figura 5). Este método mejora la estimacion

del numero de ovariolas, ya que cada ovariola contiene un solo germario.
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Figura 5. Ovarios tefiidos con azul de metileno. A) y B) hembras de D. buzzatii criadas en O.
sulphureay T. terscheckii, respectivamente y C) y D) hembras de D. koepferae criadas en O.
sulphureay T. terscheckii, respectivamente. En todos los casos las hembras fueron criadas a
25 °C.

3.5. Analisis estadistico

Para realizar las pruebas estadisticas se utilizaron modelos lineales generalizados (GLMs)
mediante el paquete “gimmTMB” (Brooks, et al., 2017) del software R (R Core Team, 2022) y
RStudio (RStudio Team). La variable respuesta, que es el numero de ovariolas, se espera que
ajuste a una Distribucién de Probabilidad del tipo Poisson. Se validaron los modelos por
prueba de supuestos de bondad de ajuste y dispersién cercana a 1 mediante el paquete
“‘DHARMa” (Hartig, 2022). En caso de incumplimiento del supuesto de bondad de ajuste, se
realizé una transformacion logaritmica de la variable respuesta. En caso de incumplimiento
del supuesto de dispersion se asumié normalidad (N= 176) y se pusieron a prueba los
supuestos de bondad de ajuste y homocedasticidad, asumiendo normalidad por el Teorema
del Limite Central (Figuras Suplementarias 1-4).

Para la comparar el efecto de la cria en el laboratorio se construyeron las variables “Especie-

Dieta”, con los siguientes niveles: D.buzzatii-Opuntia, D.buzzatii-Trichocereus'y D. koepferae-
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Trichocereus; y “Lugar de cria”, que contiene los niveles de Medio de Laboratorio y Medio de
Campo. La combinacion D. koepferae-Opuntia no se pudo estimar porque no se recupero
ninguna hembra de esta especie en O. sulphurea. Para los demas analisis, Especie y Cactus
se tomaron como variables categéricas de un par de niveles cada una (D. buzzatiiy D.
koepferae, O. sulphureay T. terscheckii, respectivamente).

Para el analisis de la norma de reaccién, se tomé la Temperatura como variable continua. La
unidad experimental de este estudio fue cada individuo. Se incluy6 a la isolinea como variable
de efecto aleatorio y su significancia se calculé comparando el modelo, mediante un analisis

de la varianza, con un modelo sin la variable isolinea.

3.5.1. Efecto de la dieta sobre el nimero de ovariolas en ambas especies

Se construyd un modelo lineal siguiendo la siguiente expresion:

log(4ix) = i + Bo + Bi Xit By Xj+ Biy XiXj +(1|2Zk) + €ije.

Yix~ Poisson(4ix)

Donde Y es el numero de ovariolas para la hembra ijk, g es la media general, Bola ordenada
al origen, Xies la variable Especie, donde i es cada especie, X;el medio de cria donde j es
cada nivel, XiX;representa la interaccion entre las variables, Z representa la variable de efecto
aleatorio (Isolinea) y ik el error. En esta expresién se contempla la funcion de enlace
logaritmico.
Se evaluo el efecto de cada variable mediante una Prueba de 2 de Wald tipo Il, que seria el
equivalente a un analisis de la varianza (ANOVA) de dos vias para un modelo lineal
generalizado, mediante la funcion Anova() del paquete “car” (Weisberg S.F.J., 2019). Dada
una interaccién, se compararon los 6 grupos resultantes mediante una Prueba post hoc de
Tukey con el paquete “emmeans” (Lenth R., 2023).

3.5.2. Norma de reaccion del nimero de ovariolas para D. buzzatii a diferentes

temperaturas

Se construyd un modelo lineal siguiendo la siguiente expresion:

log (i) = Y + Bo+ Bi Xit+ By X+ Biy XiX;j +(1|Zi) + €ig
Yik~ Poisson(4ix)

Donde Y es el numero de ovariolas para la hembra ijk, p es la media general, Bola ordenada
al origen, X; es la Temperatura, X; el cactus donde i es cada cactus, XXy, representa la
interaccion entre las variables, Z representa la variable de efecto aleatorio (Isolinea) y €ix el

error. En esta expresion se contempla la funcién de enlace logaritmico.
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4. Resultados

4.1. Efecto de la dieta sobre el nUmero de ovariolas en ambas especies a 252C

Como las isolineas estan anidadas por especies, se realizé un andlisis por separado para
cada especie. En la Tabla 1 se puede observar que hay una significancia para la variable
“Cactus” pero no hubo interaccion significativa entre las especies y los medios. D. buzzatii y
D. koepferae presentaron en promedio un total de 44 ovariolas en O. sulphureay 41 en T.
terscheckii (Figura R1).

Numero de Ovariolas para D. buzzafii y D. koepferae

0. buzzatii 0. koepferae

i
]
»

E Cpuntia

. Trichocereus

Mamero de Owariolas
=
=

[a]
[}

Cpuntia Trichocereus Cpuntia Trichocereus

Figura R1: Grafico de caja representando el nimero de ovariolas de D. buzzatiiy D. koepferae en
ambos medios. Cada grafico de caja muestra su minimo, primer cuartil, mediana, tercer cuartil y valor

maximo, en conjunto con su respectivo bigote (o varianza esperada).

Tabla 1: Tabla de ANOVA para un modelo que incluye una interaccion entre las variables "Especie" y
"Cactus", asi como efectos aleatorios para las variables "Isolinea". Significancia del efecto principal

“Cactus” pero no para la interaccion.

Factor X2 GdL p-valor

Especie 1,257 1 0,2622
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Factor x> GdL p-valor

Cactus 23,3192 1 <0,0001
Especie:Cactus 3,0078 1 0,0829
Isolinea - - <0,0001

Tanto D. koepferae como D. buzzatii presentaron un menor nimero de ovariolas cuando
fueron criadas en T. terscheckii (con la excepcion de las lineas DK 9, DK 44 y DB 44).
Respecto a la cria en O. sulphurea, en T. terscheckii la varianza poblacional (de ahora en
adelante, 0?) de D. koepferae se redujo un 31,52%, mientras que hubo un aumento de 51,89%
en D. buzzatii (Tabla Suplementaria 1). La o® total fue aproximadamente 5,37 veces mayor en
D. buzzatii, lo que indica una mayor plasticidad fenotipica (Figura R2 y Tabla Suplementaria

1).

Normas de Reaccidn por Isolinea

0. koepferae [ huzzatii ]
50 i Izolinea
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: il o DB44
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e~ DBEO
‘ DB7.11
.0 b . = DK44
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DKS.1
. DK5E
' Dka

Mumero de Crvariolas
T

35

Qpuntia Trichocereus Dpuntia Trichocereus
Cactus

Figura R2: Normas de reaccién para cada isolinea, por especie, en ambos cactus.

4.2. Analisis comparativo entre las dietas semi-naturales y naturales

No se hallaron diferencias significativas en el nimero de ovariolas obtenido ente Campo y

Laboratorio. La media de ovariolas y el N de cada especie utilizada en el andlisis, tanto sean
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de sustratos naturales o criadas en una dieta estandar en el laboratorio a 25°C, se pueden

observar en la Tabla suplementaria 2 y la figura R3.

MNumero de Ovariolas en Laboratorio y a Campo

D, huzzatii-Qpuntia D. buzzatikTrichocerews D. koepferae-Trchocergus

o
=

Lugar de cria

Q Laboratorio

BE campo

[Mumero de Ovanolas
§CH

[y
=

Labaratono ~ampo Laboratornio AT Laboratorno Campn

Figura R3: Grafico de caja comparando el nUmero de ovariolas de las hembras obtenidas en el campo
o criadas en el laboratorio. Cada grafico de caja muestra su minimo, primer cuartil, mediana, tercer

cuartil y valor maximo, en conjunto con su respectivo bigote (o varianza esperada).

Una vez determinado que no hubo diferencias significativas causadas por la cria de las
isolineas en un laboratorio a 25°C (Tabla 2), se procedié con el andlisis estadistico para
evaluar el efecto de diferentes temperaturas sobre el esfuerzo reproductivo en la especie D.

buzzatii.

Tabla 2: Tabla de ANOVA para un modelo que incluye una interaccion entre las variables "Especie-

Dieta" y “Lugar de cria". No hay significancia de efectos principales ni para la interaccion.

x> GdL p-valor

Especie-Dieta 6,7475 2 0,0343
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Lugar de cria 0,3203 1 0,5714

Especie-Dieta: 2,3780 2 0,3045
Lugar de cria

4.3. Efecto de la temperatura sobre el niUmero de ovariolas para D. buzzatii

Se encontré que la temperatura y el medio de cria tuvieron efectos significativos sobre el
namero de ovariolas. Al no hallarse interaccion entre los factores, no hay evidencia estadistica
que sugiriera alguna relacion sinérgica entre ellos mas alla de sus efectos individuales (Figura
R4 y Tabla 3).

Boxplot del Numero de Ovariolas para D. buzzatii
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Figura R4: Grafico de caja con los nimeros de ovariolas obtenidos en cada cactus a cada temperatura
de estudio. Cada gréafico de caja muestra su minimo, primer cuartil, mediana, tercer cuartil y valor

maximo, en conjunto con su respectivo bigote (o varianza esperada).

Tabla 3: Tabla de anova para un modelo que incluye una interaccién entre las variables "Cactus" y
“Temperatura”, asi como efectos aleatorios para las variables "Isolinea". Se pueden apreciar

significancias de los efectos principales, pero no para la interaccion.
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Factor x> GdL p-valor
Cactus 47,8467 1 <0,0001
Temperatura 233,9651 2 <0,0001
Cactus:Temperatura 3,3530 2 0,1870
Isolinea <0,0001

Al realizar un andlisis de comparacidn a posteriori entre las tres temperaturas via una

Prueba de Tukey, se observd que no hubo diferencia en las medias del numero de ovariolas

a 17 y a 25 °C, pero si a 30°C, con valores méas bajos en este ultimo caso (Figura R5 y Tabla

4).

Numero de Ovariolas en funcion de la temperatura para D. buzzafii
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Figura R5: Grafico de caja del nimero de ovariolas total obtenidos de las hembras de D. buzzatii

criadas a 17, 25 y 30°C. Grupos con las mismas letras no son significativamente diferentes entre si

(Prueba de Tukey). Cada gréafico de caja muestra su minimo, primer cuartil, mediana, tercer cuartil y

valor maximo, en conjunto con su respectivo bigote (0 varianza esperada).

Tabla 4: Comparacion entre pares de niveles de un factor utilizando el método de Bonferroni como

método de ajuste de p-valor.

Contraste

Estimacion

Error estandar

p-valor
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17 - 25°C 0,0388 0,0237 0,3027
17 - 30°C 0,3949 0,0277 <0,0001
25 - 30°C 0,3561 0,0275 <0,0001

El efecto de la temperatura se pudo observar en la varianza de las medias de las isolineas;

sin importar el cactus, este valor fue en aumento en funcion de la temperatura. Se corroboré

a multiples temperaturas que la 62 de D. buzzatiien O. sulphurea fue mayor, con la excepcién

del grupo criado a 30 °C, en cuyo caso fue menor que su contraparte en T. terscheckii. Por

otro lado, el andlisis de contraste de la Tabla 4 determind que no habia diferencias

significativas entre el nimero de ovariolas producto del desarrollo a 17 y 25 °C, mientras que

a los 30 °C la media se redujo un 32,5% en O. sulphurea y un 30% en T. terscheckii (Figura

R6 y Tabla Suplementaria 3). La o? total fue 1,36 veces mayor en O. sulphurea, lo que indica

que se observd mayor plasticidad fenotipica en este cactus. (Tabla suplementaria 4)
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Figura R6: Grafico de las medias del nimero de ovariolas de las isolineas en cada cactus, criadas a
17,25 y 30°C para D. buzzatii.
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5. Discusion

El nimero de ovariolas es un componente del fitness altamente plastico en respuesta a las
condiciones ambientales durante el desarrollo (Delpuech, et al. 1995). Con esto en mente, en
la presente Tesis se estudiaron atributos de la plasticidad fenotipica de este caracter
reproductivo de suma importancia adaptativa. Estos atributos fueron a nivel nutricional y
térmico.

Una dieta amplia, caracteristica de las especies generalistas, ha demostrado influenciar la
plasticidad en el nimero de ovariolas, mientras que las especies especialistas suelen
presentar un menor nimero de ovariolas y una plasticidad nutricional baja (Green & Extavour,
2014).

La temperatura de desarrollo, por su lado, impacta sobre la plasticidad del nimero de
ovariolas, resultando en valores menores tanto a bajas como altas temperaturas. Sin
embargo, hasta el dia de hoy no se conocia como este mecanismo repercute en las especies

cactofilas de Drosophila.

5.1. Comparacion del nimero de ovariolas de D. buzzatiiy D. koepferae al ser criadas en

O. sulphurea o T. terscheckii a 25 °C.

Los resultados mostraron que el factor ambiental fue fundamental para la variabilidad del
nuamero de sus ovariolas. El numero de ovariolas de ambas especies criadas en Opuntia fue
mayor que aquellas que se criaron en Trichocereus. Tiene sentido para D. buzzatii, siendo O.
Sulphurea su principal hospedador, que maximice su fitness en este cactus (Corio, et al.,
2013). Sin embargo, resulta llamativo que D. koepferae haya presentado un numero de
ovariolas menor en T. terscheckii, su hospedador primario.

Segun la hipétesis de preferencia-rendimiento, la seleccién natural debera favorecer a las
hembras que pongan huevos en sitios que optimicen la aptitud de sus crias (Gripenberg, S.;
et al., 2010; Jaenike, 1978; Thompson, 1988). Sin embargo, el valor nutricional de la planta
hospedadora no seria el Unico determinante para su eleccion; sino podrian estar presente
otras cualidades atractivas, como las disuasorias para predadores o competidores. Por
ejemplo: en presencia de sus parasitoides Asobara japonicay Trichopria. cf. drosophilae, D.
suzukii prefiere oviponer en medio cargado de atropina como forma de defensa de sus huevos.
La mosca puede preferir un hospedador toxico en una circunstancia donde éste mejora su
fitness porque aumenta la supervivencia de los huevos (Poyet, et al., 2017). En el caso de D.
koepferae, tenemos una especie cuya dispersion territorial solapa en gran parte con la de D.

buzzatii, por lo que es posible que la primera tuviera que oviponer en un cactus menos éptimo,
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pero de esta manera pudiera evitar la competencia con su especie hermana (Fanara, et al.,
1999).

5.1.2. Plasticidad fenotipica a 25 °C

Las normas de reaccion correspondientes a D. koepferae presentaron poca plasticidad, de
acuerdo con lo esperado, lo que denota que los efectos genéticos aditivos y el factor ambiente
(los cactus) tuvieron efectos minimos a la hora del desarrollo de ovariolas en los adultos de
esta especie. Por el otro contrario, D. buzzatii si present6 gran variabilidad a lo largo de sus
isolineas, con lo cual podemos afirmar que hubo mayor efecto genético aditivo y ambiental, lo
que se tradujo en una mayor plasticidad fenotipica en ciertas isolineas en particular.

Si bien podemos catalogar a ambas especies como especialistas de sus respectivos cactus,
D. buzzatii tiene un rango dietario mas amplio que D. koepferae. Por ejemplo, se reportd que
también ha emergido del meldn (Cucumis melo) (Fanara, et al., 2016). Esta fruta cuenta con
un contenido calérico y proteico similar al de Opuntia (34 Kcal y 0,84 g versus 35 Kcal y 0,7
g, respectivamente), aunque el meldn esta mas enriquecido en carbohidratos (Carreira, et al.,
2014; Agricultural Research Service, 2024). Por todo esto se podria reclasificar a D. buzzatii
como mayormente especialista y parcialmente generalista, lo a su vez podria explicar la
respuesta mas plastica, en comparacion con D. koepferae, que seria exclusivamente

especialista.

5.2. Comparacién del numero de ovariolas para ambas especies en individuos criados

en el laboratorio vs. individuos emergidos en sustratos recolectados a campo.

En la naturaleza, las moscas subsisten con una dieta dictada por el tipo de hospedador en el
que habitan, basada en una combinacién Unica de carbohidratos y lipidos derivados de los
tejidos del cactus en descomposicion y de proteinas de las levaduras y bacterias involucradas
en el proceso de descomposiciéon (Mongiardino Koch, et al., 2015). También estan sujetas a
fluctuaciones térmicas durante los periodos de dia y noche, exponiendo a los organismos a
temperaturas altas y bajas, pero no de una manera estresante, promoviendo la aclimatacién

al estrés (Manenti, et al., 2021).

Todos estos factores, en un laboratorio, se controlan. Por ejemplo, la dieta consistié
exclusivamente de levadura seca hasta el momento de comenzar el experimento, donde se
agrego el cactus correspondiente con levadura a cada muestra para generar las dietas semi-
naturales. La temperatura, por otro lado, siempre se mantuvo constante a 25 °C. Las isolineas,
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por su lado, podrian acarrear una carga de endocria que en la naturaleza no deberia ocurrir

(a menos que sean poblaciones muy pequefas y aisladas).

A pesar de estos multiples factores que podrian haber afectado el desarrollo de las moscas,
los resultados mostraron que la cria en laboratorio emulé, de manera paralela, las condiciones
naturales y no generd cambios significativos. Por lo tanto, nuestras condiciones
experimentales reproducen con alta fidelidad las condiciones naturales.

5.3. Normas de reaccion del nimero de ovariolas de D. buzzatii desarrolladas en

ambos cactus y bajo diferentes temperaturas de cria (17, 25y 30 °C).

Los resultados establecieron que no hubo efecto aditivo entre el cactus de cria y la
temperatura por lo cual las normas de reaccidn se proyectaron sobre la curva esperada, sin
importar su dieta. Al igual que en D. melanogaster (Delpuech, et al., 1995), D. buzzatii
demostré un mayor nimero de ovariolas a los 17 y 25 °C respecto a la cria a 30 °C. Pero a
diferencia de ese estudio, en donde se obtuvo un maximo valor de ovariolas a temperaturas
intermedias (21 °C-25 °C), D. buzzatii aparenta tener un rango de temperaturas 6ptimas que
incluyen valores mas bajos sin sacrificar su rendimiento. Debido a que no hubo diferencias
significativas entre los resultados a 17 °C y 25 °C, no fue posible determinar si se hall6 el valor

maximo del nimero de ovariolas ni su temperatura éptima correspondiente.

La temperatura y sus variaciones tienen un efecto muy importante en el desarrollo de las
ovariolas. Estudios previos han calculado que el 30,2% de la varianza total de los efectos
climaticos y geograficos se puede explicar por los efectos de la temperatura (y por eso se
entiende a la temperatura de la media anual y media estacional) y como ésta esta
negativamente correlacionada con el numero de ovariolas (Klepsatel, et al., 2014). En los
ultimos 20 afos la temperatura de la zona de la distribucién de D. buzzatii en Argentina ha
presentado un promedio de las temperaturas medias anuales entre los 16 y 22 °C y maximas
anuales entre los 22 y 30 °C, respectivamente (S.M.N., Atlas climatico. (s.f.)). En los ultimos
60 anos esto ha representado un cambio insignificante en la tendencia de la temperatura
media, pero al menos un aumento de 1 °C en la tendencia de la temperatura maxima en gran
parte de la superficie (S.M.N., Tendencias observadas en Argentina. (s.f.)). Mientras que este
aumento no parece muy significativo, existe una tendencia positiva en el valor de las
temperaturas medias y maximos andémalos que presenta un escenario preocupante causado
por el cambio climatico (S.M.N., Tendencias observadas en Argentina, Series anuales y

estacionales de anomalia de temperaturas y precipitacion. (s.f.)).
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Se sabe que D. buzzatii es capaz de sobrevivir hasta el limite de los 41-42 °C (valores
intermedios implican una tasa de mortalidad mayor de las hembras que de los machos, siendo
42 °C la mortalidad total) (Krebs & Loeschcke, 1994). En este trabajo se estudio la fecundidad
post estrés causado por el calor y se encontré una correlacion inversa entre la exposicion a
las altas temperaturas y la progenie producida por dia. Esto, asociado a que las altas
temperaturas durante el desarrollo afectan negativamente a los caracteres asociados al
fitness y al impacto inminente de este aumento causado por el cambio climatico, plantea un
escenario en el cual D. buzzatii debera alterar su distribucién actual si la temperatura media
anual supera los 25 °C, haciendo que las poblaciones se fragmenten y haya menos flujo
génico entre ellas al buscar refugio en zonas mas templadas; o sufrir un descenso en su

capacidad reproductiva si la poblacién se mantiene en su nicho original.

6. Conclusiones

En esta Tesis se determiné como el efecto de la temperatura y el medio de cria impactaron
en el numero de ovariolas de Drosophila buzzatiiy Drosophila koepferae.

1. Al comparar el numero de ovariolas de D. buzzatiiy D. koepferae al ser criadas en
Opuntia sulphurea o Trichocereus terscheckii a 25 °C, se encontrd que O. sulphurea
representd un mejor medio de cria para ambos drosophilidos. Otro efecto que se
encontré del medio de cria fue que mientras que la varianza poblacional del nimero
de ovariolas de D. koepferae en T. terscheckii se redujo, con respecto a su valor en O.
Sulphurea, el caso de D. buzzatii fue el opuesto. La varianza total determiné que D.
buzzatii fue la especie que poseia mayor plasticidad fenotipica.

2. Cuando se compar6 el numero de ovariolas para ambas especies en individuos
criados en el laboratorio contra los individuos emergidos en sustratos recolectados a
campo no se encontraron diferencias significativas en los resultados.

3. Finalmente, las normas de reaccion del numero de ovariolas de D. buzzatii
desarrolladas en ambos cactus a diferentes temperaturas de cria revelaron el efecto
de la temperatura al presentar un aumento general en las varianzas poblacionales. Se
observé que no hubo diferencia en el numero de ovariolas de D. buzzatiia los 17 y 25
°C pero si a los 30 °C, donde este valor descendié tanto en O. sulphurea como en T.

terscheckii.
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8. Anexo
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Figura Suplementaria 1.1: Grafico de Residuos vs. Predichos para D. koepferae,
correspondiente al modelo del efecto de la dieta sobre el nimero de ovariolas a 25 °C. Hay

ajuste a la distribucion de probabilidad.
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Simulated values, red line = fitted model. p-value (two sided) = 0 564
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Figura Suplementaria 1.2: Prueba de dispersion no paramétrica para el modelo
correspondiente a D. koepferae analizando el efecto de la dieta sobre el niUmero de ovariolas

a 25 °C. Dispersion = 1.04, no significativamente distinto a 1 (p-valor = 0,67).

Q0 plot residuals

| KS test: p= 0.87712
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i
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o | Deviation n.s.
= | | | T | |
0.0 02 04 08B 038 10
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Figura Suplementaria 2.1: Grafico de Residuos vs. Predichos para D. buzzatii,
correspondiente al modelo del efecto de la dieta sobre el nimero de ovariolas a 25 °C. Hay

ajuste a la distribucion de probabilidad.

DHARMa nonparametric dispersion test via sd of
residuals fitted vs. simulated
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Simulated values, red line = fitted model. p-value (two sided) = 0.536

Figura Suplementaria 2.2: Prueba de dispersion no paramétrica para el modelo
correspondiente a D. koepferae analizando el efecto de la dieta sobre el nUmero de ovariolas
a 25 °C. Dispersiéon = 1,15, no significativamente distinto de 1 (p-valor: 0,54).
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CHARMa residual

QQ plot residuals

Wiithin-group deviation from uniformity n.s.
L%ene Test for homogeneity of variance n.s.
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Figura Suplementaria 3: Gréaficos de supuestos para el analisis comparativo entre las dietas

naturales y semi-naturales. lzquierda: Bondad de ajuste. Derecha: Homogeneidad de

varianza.
QaQ plot residuals
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Figura Suplementaria 4.1: Grafico de Residuos vs. Predichos para el modelo analizando el

efecto de la temperatura sobre el nUmero de ovariolas en D. buzzatii.
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DHARMa nonparametric dispersion test via sd of
residuals fitted vs. simulated
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Simulated values, red line = fitted model. p-value (two.sided) = 0064

Figura Suplementaria 4.2: Prueba de dispersion no paramétrica para el modelo
correspondiente al efecto de la temperatura sobre el nUmero de ovariolas en D. buzzatii.

Dispersién = 1.34, no significativamente distinto de 1, (p-valor = 0.06).

Tabla Suplementaria 1: Valores medios de los nimeros de ovariolas de cada isolinea en

cada cactus y sus o? correspondientes.

Isolinea | DK DK DK DK | DK9 | DB DB DB DB DB
44 48 5.1 56 36 44 56 60 7.11

Media | 41,3 | 47,9 | 46,75 | 44,1 | 43,22 | 44,29 | 47,11 | 36,1 46 | 42,78
oP

Media | 41,3 | 43,2 | 42,67 | 41 44,7 | 34,58 | 49,71 | 35,67 | 39,86 | 38,4
TT

o?OP 5,71 14,98
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2 TT 1,80 28,87
0-2
. 4,84 25,19
Especie

Tabla Suplementaria 2: Media de nimero de ovariolas y N de hembras emergidas de los

hospedadores naturales y criadas en medios semi-naturales.

Fuente Especie Cactus Media N
Laboratorio D. buzzatii O. sulphurea 43,40 43
Laboratorio D. buzzatii T. terscheckii 40,40 45
Laboratorio D. koepferae T. terscheckii 42,50 50

Campo D. buzzatii O. sulphurea 41,10 12

Campo D. buzzatii T. terscheckii 38,90 12

Campo D. koepferae T. terscheckii 43,10 11

Tabla Suplementaria 3: Medias de los cactus en funcion de su temperatura.

Temperatur
Cactus Media
a
17 Opuntia 40
25 Opuntia 40




30 Opuntia 27

17 Trichocereus 36
25 Trichocereus 33
30 Trichocereus 23

Tabla Suplementaria 4: Valor de las medias y 0® de las isolineas en cada cactus a 17, 25y
30°C.

o2 Cactus - o2 Cactus
] Temperatur | Media de
Isolinea Cactus . Temperatura
a ovariolas
DB101 Opuntia 17 42,44
DB23 Opuntia 17 38,90
DB36 Opuntia 17 39,78 2,49
48,34
DB44 Opuntia 17 37,70
DB60 Opuntia 17 40,30
DB101 Opuntia 25 45,00
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DB23 Opuntia 25 34,30 15,33
DB36 Opuntia 25 36,73
DB44 Opuntia 25 42,20
DB60 Opuntia 25 41,91
DB101 Opuntia 30 31,40
DB23 Opuntia 30 21,88
DB36 Opuntia 30 23,83 21,27
DB44 Opuntia 30 25,50
DB60 Opuntia 30 34,00
DB101 Trichocereus 17 34,80
DB23 Trichocereus 17 36,50
DB36 Trichocereus 17 36,00 0,49
DB44 Trichocereus 17 35,78
35,53
DB60 Trichocereus 17 34,70
DB101 Trichocereus 25 38,64
DB23 Trichocereus 25 29,20
13,56
DB36 Trichocereus 25 28,90
DB44 Trichocereus 25 33,90




DB60 Trichocereus 25 35,00
DB101 Trichocereus 30 32,00
DB23 Trichocereus 30 21,22
DB36 Trichocereus 30 26,11
27,37
DB44 Trichocereus 30 16,78
DB60 Trichocereus 30 27,30
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