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Bases y arquitectura genética de caracteres morfoldgicos en

Drosophila melanogaster

Resumen

La comprension de la arquitectura genética de cualquier cardcter cuantitativo requiere del
conocimiento de todos los factores que contribuyen a su expresion. Particularmente, se debe
determinar cudles son los genes involucrados, qué proporcion de los mismos es responsable de
la variabilidad fenotipica en poblaciones naturales, si estos tienen efectos diferenciales sobre el
fenotipo bajo diferentes condiciones ambientales, cudles son las bases moleculares de la
variacion entre alelos y cuales son las fuerzas evolutivas que gobiernan su cambio. Asimismo es
imprescindible conocer el modo en el que la accién de tales factores se combina para determinar
la expresion de los caracteres analizados. Una vez caracterizada la arquitectura genética del
caracter se puede estudiar su relacién con otros caracteres de forma tal de realizar un analisis
del fenotipo en sentido mas amplio. Este tipo de andlisis, que debe realizarse en un marco
multidisciplinario, sélo pueden llevarse a cabo utilizando organismos modelo como Drosophila
melanogaster que permitan emplear multiples herramientas de distintos origenes. De esta
manera, esta tesis se llevd a cabo con el objetivo de contribuir a la caracterizaciéon de la
arquitectura genética de caracteres vinculados al tamafio y la forma corporal en D. melanogaster.
En particular, este trabajo permitié: a) identificar y caracterizar 92 genes asociados a caracteres
vinculados al tamafio corporal y 98 genes relacionados con la conformacién del ala, asi como
conocer su efecto predominantemente sexo-especifico; b) analizar el efecto de la temperatura en
la expresion de algunos de los genes identificados, lo que permitié notar el efecto significativo
que este factor tiene en la expresion de los genes asociados a los caracteres estudiados; c)
cuantificar distintas fuentes de variacién que contribuyen a la variacion total de los caracteres
estudiados en individuos derivados de poblaciones naturales dispuestas a lo largo de
gradientes ambientales de Argentina, lo que permitié saber que existe abundante variaciéon
genética natural asociada al cromosoma 2 para todos esos caracteres, algunos de los cuales
mostraron patrones clinales; d) determinar que los seis genes que fueron analizados presentan
altos niveles de variabilidad en las poblaciones naturales estudiadas con respecto a los

caracteres vinculados al tamafio corporal y poca variacion en relaciéon a la conformacién del ala.

Palabras clave: arquitectura genética - tamafio corporal - conformaciéon del ala - Drosophila

melanogaster - genémica funcional - alometria - dimorfismo sexual - clina.



Basis and genetic architecture of morphological traits in

Drosophila melanogaster

Abstract

Understanding the genetic architecture of any quantitative trait requires the knowledge of all
the factors that contribute to its expression. Particularly, it must be determined the genes
involved in their expression, how many of them show variation in natural populations, whether
they show diferencial effects on the phenotype under different environmental conditions, which
is the molecular basis of variation among alleles and which are the evolutive forces that govern
their change. It is also indispensable to know the way in which the action of such factors
combine to determine the expression of the analyzed traits. Once the genetic architecture of the
trait has been characterized, its relationship with other traits may be studied to perform an
analysis of the phenotype in a broader sense. This type of analysis, which should be done in a
multidisciplinary frame, may only be achieved using model organisms like Drosophila
melanogaster which allow to employ multiple resources from different origins. In this way, this
thesis was carried out with the objective of contributing to the characterization of the genetic
architecture of traits related to body size and shape in D. melanogaster. In particular, this work
allowed: a) to identify and to characterize 92 genes associated to body size related traits and 98
genes related to wing shape, as well as to know their predominantly sex-specific effects; b) to
analyze the effect of temperature on the expression of some of the genes identified, which let to
note the significant effect of this factor on the expression of the genes associated to the analyzed
traits; c) to quantify different sources of variation contributing to total variation of the analyzed
traits in individuals derived from natural populations distributed along environmental
gradients of Argentina, which allowed to know that plentiful natural genetic variation
associated to the second chromosome exists for all those traits, some of which showed clinal
patterns; d) to determine that the six genes which were analyzed show high levels of variability
in the natural populations studied with respect to body size related traits and low variation in

relation to wing shape.

Keywords: genetic architecture - body size - wing shape - Drosophila melanogaster - functional

genomics - allometry - sexual dimorphism - cline
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Capitulo I

La arquitectura genética de caracteres complejos: el caso del tamafio corporal.

Resumen

El estudio de la evolucién de caracteres adaptativos es dificil debido a los multiples
factores (genéticos, ambientales e interacciones entre ambos) implicados en su expresiéon. Por
este motivo es necesario identificar las bases genéticas, es decir, los genes que orquestan la
expresion de los caracteres estudiados; para luego comprender el modo en que la acciéon de
muchos loci conduce a su expresion, ya sea a través de la suma de los efectos de cada locus
(aditividad), de las interacciones entre loci (epistasis), o de los efectos pleiotrépicos de los
mismos. Asimismo, es indispensable entender si cambios en el ambiente determinan cambios
en la expresién de los genes implicados en su expresion que podrian tener como consecuencia
una modificaciéon de las interacciones génicas. La comprension de la arquitectura genética de
estos caracteres requiere, ademads, de la cuantificacion de la variacién genética natural
intrapoblacional y de la divergencia interpoblacional en loci asociados. Este tipo de anélisis
requiere la utilizacién conjunta de herramientas de la gendmica funcional, la genética
cuantitativa, la bioinformatica y la genética ecolégica. Pocos organismos modelo ofrecen la
posibilidad de realizar estudios tan abarcativos como Drosophila melanogaster. El tamafio del
cuerpo es un cardcter adaptativo que presenta tanto variabilidad genética como dependencia de
factores ambientales y muestra una multiplicidad de interacciones con otros componentes del
fitness. En Drosophila se ha demostrado que este caracter se relaciona con la fecundidad, la
capacidad dispersiva, el éxito en el apareamiento, la longevidad y el tiempo de desarrollo. En
insectos, en general, y en Drosophila en particular, se han descripto clinas latitudinales para
caracteres fenotipicos entre los cuales se encuentra el tamafio corporal. Si bien los patrones
clinales podrian explicarse como el resultado de procesos demograficos, las evidencias sugieren
que son el producto de la accién de la seleccién natural. Por ejemplo, la observacién de clinas
latitudinales paralelas para el tamafio del cuerpo en diferentes continentes y distintas especies
de Drosophila avala fuertemente su origen adaptativo. A pesar del desarrollo de un creciente
cuerpo de conocimiento acerca de los factores fisiolégicos y genéticos que subyacen a las
diferencias en el tamafio corporal, es poco lo que se conoce acerca de la arquitectura genética de

este caracter complejo.
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El anélisis de caracteres cuantitativos

Muchas de las hipétesis vinculadas con la genética de la adaptacion requieren que se
especifiquen los detalles acerca de las bases genéticas de caracteres complejos como el nimero y
los efectos de los loci involucrados en su expresion (Phillips, 2005). En este sentido, una de las
controversias mas duraderas relacionadas con la biologia evolutiva fue mantenida entre quienes
sostenian que dicha base esta constituida por numerosos genes de efecto pequefo y aditivo, y
aquellos que le daban mayor importancia a la epistasis y la pleiotropia (Mauricio, 2005). Sin
embargo, recientemente se demostr6 que la expresiéon de los caracteres complejos esta
gobernada por redes epistaticas de multiples genes pleiotrépicos (Anholt & Mackay, 2004;
Mackay, 2004).

La mayoria de los caracteres complejos muestran variacién continua debido a que su
expresion suele ser el resultado de la accion de muchos genes, denominados loci de caracteres
cuantitativos o QTLs (por su sigla en inglés: Quantitative Trait Loci; Falconer & Mackay, 1996).
La genética cuantitativa es el area de la biologia que se ocupa del analisis de estos caracteres
utilizando una aproximacion estadistica basada en el andlisis matematico de la variacion
fenotipica (Falconer & Mackay, 1996). De acuerdo con sus postulados, cuando se considera un
tnico locus, el efecto genotipico suele ser considerado como la suma de un componente aditivo
heredable y de un efecto de dominancia no heredable, que es el producto de la interaccién entre
los alelos. Asimismo, cuando el genotipo se refiere a mas de un locus, el valor genotipico puede
contener desviaciones adicionales debidas a combinaciones no aditivas de los genes en cuestion.
De esta manera, en aquellos casos en que los genes interactian entre si existe, ademas, un
componente epistitico no heredable. Por lo tanto, la varianza genotipica total de un caracter
cuantitativo puede expresarse como:

Ve=Va+ Vp+V
donde Va4 es la varianza aditiva, Vp es la varianza de dominancia y Vi es la varianza epistatica
(Falconer & Mackay, 1996).

Finalmente, el valor fenotipico de un caracter habitualmente se ve influenciado tanto por
el genotipo como por el ambiente en el que este se expresa y, de hecho, puede existir una
interacciéon entre ambos componentes. Por lo tanto, la varianza fenotipica total de un caracter
cuantitativo puede expresarse como:

Vp= VG + Vi+ Vi
donde Vg es la varianza genotipica, Vg es la varianza ambiental y Ve es la varianza explicada
por la interaccién entre el genotipo y el ambiente (Falconer & Mackay, 1996).
Los mecanismos subyacentes a la evoluciéon fenotipica, cuyo conocimiento permitiria

predecir la trayectoria de dicho cambio, no son féciles de analizar. Para lograr un primer
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acercamiento a tal cuestion, se han desarrollado distintos modelos que se basan en la suposicion
de que la seleccién natural optimiza los caracteres dentro de ciertos limites. Tales modelos de
optimalidad han desatado fuertes controversias vinculadas, predominantemente, con las
unidades sobre las que actta la seleccién y los limites de su accién optimizadora (por ejemplo,
Gould & Lewontin, 1979; Maynard Smith, 1978). En resumen, las dos visiones mas extremas
difieren en cuanto a lo que consideran como blanco de la seleccién natural y, en ese sentido,
pueden resumirse de la siguiente manera:

> Los caracteres pueden ser seleccionados independientemente.

> Los caracteres integran complejos funcionales que son los objetos de la seleccion.

La primera representa la vision particulada de la evolucién y se debe, en gran medida, a
Fisher (1930). De acuerdo con este modelo, la expresién de un caracter estd determinada por
genes que presentan un efecto pequeno e independiente, de modo tal que el fenotipo seré el
resultado de la sumatoria de los efectos de cada gen individual y de la varianza ambiental. Bajo
este modelo, la seleccion natural juega un papel central como fuerza modeladora de la
evolucién fenotipica. De esta manera, las poblaciones sometidas a condiciones ambientales
idénticas evolucionardn en la misma direccion y eventualmente alcanzardn el mismo pico
adaptativo, en términos de la conocida metafora de las topografias adaptativas de Wright (1931).

En cambio, la vision debida a Wright postula que, ademas de los efectos aditivos de los
genes, las interacciones epistaticas y la pleiotropia cumplen roles fundamentales en la evolucién
del fenotipo. Segun este modelo, los alelos que se encuentran presentes en otros loci (el
genotipo residual), tiene una importancia singular en la determinacién del fenotipo. Este
modelo es conocido como teoria de los equilibrios cambiantes (Shifting Balance Theory) vy,
basicamente, propone que la poblacion se encuentra estructurada en pequenas subpoblaciones
cada una de las cuales ocupa un pico adaptativo diferente determinado por las distintas
condiciones locales. Por lo tanto, de acuerdo con este modelo, tanto la seleccion natural como
los procesos estocasticos gobiernan el cambio evolutivo.

A pesar de las diferencias, ambos modelos le adjudican una gran importancia al efecto
que ejerce la variaciéon ambiental en los loci de caracteres cuantitativos. En general, tanto la
teoria (Wade & Goodnight, 1998; Wright, 1968) como los datos empiricos (por ejemplo, Anholt
& Mackay, 2004; Mackay, 2004) sugieren que los efectos genéticos no aditivos y el efecto de las

interacciones entre el genotipo y el ambiente juegan un rol central en la evolucion fenotipica.
La arquitectura genética de caracteres cuantitativos

A partir de todo lo mencionado anteriormente, se puede denominar como arquitectura

genética de un caracter a la manera en que los factores genéticos interactian entre si y con el
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ambiente de forma tal de construir y controlar la expresion del cardcter en cuestiéon asi como sus
patrones de variacion (Hansen, 2006). De esta manera, la comprension de la arquitectura
genética de cualquier cardcter cuantitativo requiere del conocimiento de todos los factores que
intervienen en su expresion (Anholt & Mackay, 2004). En particular, los estudios destinados a
conocer la arquitectura genética de un cardcter cuantitativo requieren (Mackay, 2004):

> Determinar cuéles son los genes involucrados en su expresion (QTLs),

» Conocer la proporciéon de los QTLs responsable de la variabilidad fenotipica

observada en poblaciones naturales,

> Saber si dichos genes tienen efectos diferenciales sobre el fenotipo bajo diferentes

condiciones ambientales,

> Investigar las bases moleculares de las diferencias entre alelos y cudles son las

fuerzas evolutivas que gobiernan su cambio,

> Conocer el modo en el que la accién de los factores genéticos y ambientales se

combina para determinar la expresion de los caracteres estudiados.

Una vez caracterizada la arquitectura genética del caracter se puede estudiar su relacion
con otros caracteres del organismo de forma tal de realizar un andlisis del fenotipo en sentido
mas amplio. Este tipo de andlisis requiere la utilizacién conjunta de herramientas de la
gendémica funcional, la genética cuantitativa, la bioinformatica y la genética ecoldgica. Pocos
organismos modelo ofrecen la posibilidad de realizar estudios tan abarcativos como Drosophila

melanogaster (Rubin & Lewis, 2000).

Drosophila como modelo

Para analizar en forma detallada las bases y la arquitectura genética de caracteres
complejos se requiere de organismos modelo que retnan, idealmente, las siguientes
propiedades:

Un genoma conocido,

A\

Una ecologia accesible y de facil estudio,

Y

Marcadores genéticos de facil monitoreo,

A\

Un tiempo de generacion relativamente corto tal que la probabilidad de observar la
respuesta a los diferentes estimulos sea mayor.

Muy pocas especies retinen estos requisitos y quizas, entre ellas, D. melanogaster es la que
mas se acerca a este ideal (Mackay, 2004; Matthews et al., 2005).

D. melanogaster es un diptero cosmopolita que desde principios del siglo XX se convirti6
en un organismo modelo para diversas clases de estudios: genéticos, comportamentales,

fisiolégicos, etc. (Rubin & Lewis, 2000; Matthews et al., 2005). Esta especie, al igual que la mayor
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parte de las especies del género, presenta tres pares de cromosomas autosémicos (llamados 2, 3
y 4) y un par de cromosomas sexuales, X e Y. El ciclo de vida de D. melanogaster consta de una
etapa embrionaria, seguida por tres estadios larvales donde el individuo va aumentando de
tamarfio hasta alcanzar el estadio pupal. Una vez que el adulto emerge del pupario no aumenta

mas de tamafio y alcanza la madurez sexual en pocas horas (Roberts, 1998).

Hembra adulta

Macho adulto

Huevo

Primer estadio larval

i
& ;rf"{

Prepupa
Segundo

g estadio larval

'n“l:}_r T

e

Tercer estadio larval

..\' s,

Figura 1.1: Ciclo de vida de D. melanogaster. Se muestran los distintos
estadios por los que pasa el individuo hasta alcanzar la madurez. Figura
modificada a partir del original extraido de la pagina de Internet
www flickr.com.

D. melanogaster es un modelo excelente para estudios genéticos, ya que (Anholt &
Mackay, 2004; Mackay, 2004; Matthews et al., 2005):

> Su tiempo generacional es corto y permite generar grandes cantidades de individuos
genéticamente similares y criarlos bajos condiciones controladas.

> Existe una extensa base de datos disponible, en la cual se puede encontrar
abundante informacién que facilita el disefio de experimentos utilizando esta
especie. Por ejemplo, el sitio de Internet denominado  FlyBase
(http:/ /www flybase.org).

> Su genoma ya fue secuenciado (Adams et al., 2000; Celniker & Rubin, 2003) y se

encuentra  disponible de manera gratuita para los investigadores
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(http:/ /flybase.bio.indiana.edu/) lo que facilita enormemente la identificacion de
genes candidatos a influir en los caracteres complejos bajo estudio.
> En el centro de stocks de Drosophila de la Universidad de Indiana

(http:/ /flystocks.bio.indiana.edu/), se encuentran distintas cepas de D. melanogaster

a disposiciéon de los investigadores las cuales facilitan la ejecucion de diferentes

estudios genéticos. Se pueden citar, entre otros, los siguientes ejemplos:

e Cepas portadoras de inserciones de elementos transponibles en diferentes sitios
del genoma que constituyen una ayuda invaluable para los estudios de mapeo
genético y de genémica funcional.

e Lineas portadoras de cromosomas balanceadores que hacen posible propagar
mutaciones en forma estable y obtener lineas completamente homocigoéticas para
cromosomas completos.

Estas facilidades permiten, por ejemplo, manipular cromosomas enteros para construir
los genotipos de interés. Asimismo, se pueden generar lineas altamente endogamicas en las que
la varianza genética ha sido practicamente eliminada, lo cual facilita enormemente el anélisis de

la base y la arquitectura genética de caracteres complejos.

Tamafio, forma y funcién

Los analisis morfol6gicos y fisiolégicos contribuyen al estudio de la evolucién de los
organismos basicamente de dos maneras (Futuyma, 1998):

» Muchas diferencias entre los seres vivos son morfoldgicas o fisiologicas por lo que al
estudiar caracteres vinculados con dichas diferencias se pueden comenzar a
entender las causas de la diversidad biolégica.

> El estudio de la morfologia y fisiologia de los organismos a menudo permite conocer
los mecanismos de su funcionamiento. De esta manera, tales estudios pueden
ayudar a entender qué modificaciones son ventajosas, cuales son los limites de la
evolucién fenotipica y qué camino evolutivo seria el mas probable.

Posiblemente, ninguna otra caracteristica de los seres vivos esté tan relacionada con
otras como el tamafio corporal, por lo que conocer los mecanismos subyacentes a su expresion
puede ser indispensable para entender los de muchos otros caracteres morfolégicos y
fisiolégicos (por ejemplo, Calder, 1984; Schmidt-Nielsen, 1984). El tamafio que puede alcanzar
un organismo, asi como el de sus partes, son caracteres complejos de variacion cuantitativa, que
estin determinados tanto por factores genéticos como ambientales que operan a través de
mecanismos moleculares y fisiolégicos complejos (por ejemplo, Conlon & Raff, 1999; Edgar,

2006; Mirth & Riddiford, 2007; Shingleton, 2007).
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El cardcter tamafio corporal se puede definir en funcién de mdultiples parametros
mensurables a partir de las distintas partes que conforman al individuo, ya que todas las
especies animales presentan una relacién especifica entre el tamafio de cada érgano y el tamafio
corporal total (Conlon & Raff, 1999; Shingleton et al. 2007). Esta relacién entre el tamafio de
distintos caracteres del individuo o entre cada uno de ellos y su tamafio corporal total se
denomina alometria (Schlichting & Pigliucci, 1998; Shingleton et al., 2007; Stern & Emlen, 1999).
Sin embargo, es necesario aclarar que este término estd relacionado con tres fenémenos
alternativos: la alometria ontogenética, la alometria estitica y la alometria evolutiva o
filogenética (Schlichting & Pigliucci, 1998; Shingleton et al., 2007; Stern & Emlen, 1999). La
alometria ontogenética describe el crecimiento de una parte del cuerpo en relacion a otra parte o al
tamarfio corporal total a lo largo de un determinado periodo de crecimiento de un individuo. La
alometria evolutiva describe el tamafo relativo de distintas partes del cuerpo entre individuos de
distintas especies que se encuentran en el mismo estadio ontogenético. Finalmente, la alometria
estdtica es similar a la anterior pero, en este caso, las medidas se refieren a individuos del mismo
estadio ontogenético pertenecientes a una determinada especie. Como la variacién del tamafio
de los 6rganos y del cuerpo en un determinado estadio del desarrollo depende de la variaciéon
del crecimiento hasta dicha etapa, se puede concluir que las alometrias estaticas y las evolutivas
son consecuencia de cambios en las alometrias ontogenéticas (Shingleton et al., 2007).

La concepcion moderna de la alometria fue desarrollada por Huxley (1924), quien llamé
de esta manera al fenémeno en el que la tasa de crecimiento de un caracter difiere de la de otro
resultando en un cambio de forma. En cambio, se denomina isometria al caso especial en el que
dos caracteres varian exactamente de la misma manera (Schlichting & Pigliucci, 1998). Las
relaciones alométricas se suelen modelar a través de la ecuacion:

y = bxn
donde x e y son los caracteres analizados, b es el valor que adopta y cuando x =1 y a es la tasa
de cambio de y con cada unidad de incremento de x (Schlichting & Pigliucci, 1998; Shingleton et
al., 2007). En el caso mas sencillo, en el que los caracteres se relacionan linealmente en una
escala logaritmica, b es la ordenada al origen y a, el coeficiente alométrico, es la pendiente de la
recta. Tal y como noté Gould (1966), a = 1 es el caso especial de isometria para una relacion
lineal entre dos variables. Sin embargo, las alometrias estaticas no son siempre lineares sino que
pueden ser sigmoidales o discontinuas dependiendo del carécter, la especie y la unidad de
medicién (Schlichting & Pigliucci, 1998; Shingleton et al., 2007). Independientemente de su
forma, las alometrias estaticas revelan como se relaciona el tamafio de distintos caracteres entre
si y con el tamafio corporal total y, de esta manera, capturan la relaciéon entre el tamafio y la

forma en organismos complejos (Shingleton et al., 2007).
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La variaciéon de las alometrias estdticas puede deberse a diferencias genéticas entre
individuos, a diferencias en el ambiente en el que estos se han criado o a la interaccién entre
ambos factores, los cuales pueden influir en el crecimiento a través de mecanismos diferentes
(Shingleton et al., 2007). Distintas fuentes de variaciéon ambiental (por ejemplo, la temperatura,
la nutricion, etc.) pueden generar relaciones alométricas diferentes. De manera similar, distintas
fuentes de variaciéon genética, como por ejemplo distintos alelos, pueden producir alometrias
diferentes. Desde hace tiempo, los genetistas cuantitativos han particionado los componentes
genéticos y ambientales de la variacién en caracteres correlacionados (Falconer, 1960) con el fin
de analizar los factores causales de la alometria estudiada. Sin embargo, en estos casos, el
componente ambiental de la covariacién fenotipica ha sido, tipicamente, el no explicado por el
componente genético (Atchley et al., 1981). Esta aproximaciéon genético-cuantitativa toma en
cuenta la importancia de las fuentes de covariacion ambientales pero no analiza la naturaleza de
estas fuentes (Shingleton et al., 2007). Es mas, el estudio a nivel del desarrollo de las alometrias
estaticas ambientales puede tener importantes implicaciones debido a que cada vez mas
evidencias sugieren que la variacién genética y la ambiental convergen en los mismos caminos
de sefializacién para regular la expresion de la variacion fenotipica (West-Eberhard, 2003). Dado
que la variacién en la forma de las alometrias estaticas seria un componente importante de la
diversidad fenotipica, se ha estudiado extensamente su importancia a nivel evolutivo
(Schlichting & Pigliucci, 1998). Sin embargo, aun no se terminan de comprender los procesos
ligados al desarrollo que producen alometrias y la manera en la que estos procesos pueden ser
modificados de forma tal de producir las diversas relaciones alométricas intra e interespecificas
conocidas (Shingleton et al., 2007). A continuacién se consideran algunos avances recientes en
relacién con los mecanismos genéticos y fisiologicos que controlan el tamafio corporal que
proveyeron las primeras pistas acerca la regulacion de las alometrias estaticas a lo largo del

desarrollo.

La regulacién del tamafio corporal

El control del tamafio corporal esta ligado, sobretodo, a la “decision” de cudndo detener
el crecimiento (Conlon & Raff, 1999; Edgar, 2006, Mirth & Riddiford, 2007). Esto es asi,
particularmente, para muchos insectos ya que su tamafio corporal se incrementa
exponencialmente a medida que transcurre su desarrollo.

Los insectos holometabolos, como las especies del género Drosophila, sufren una
dramética transformacién entre los estadios de larva y adulto. El desarrollo post-embrionario de
este tipo de insectos consiste en una serie de estadios limitados entre si por mudas. Luego del

altimo estadio larval, la larva se transforma en pupa, fase durante la cual se produce la
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metamorfosis y se forman las estructuras adultas que reemplazardn a las larvales (Gilbert,
1997). Como la pupa no se alimenta, sus requerimientos energéticos deben, necesariamente,
provenir de los recursos acumulados durante la fase de alimentacién, que son los estadios
larvales que el individuo atraviesa a lo largo de su ciclo de vida. De este modo, el tamafio del
adulto estd determinado por la cantidad de alimento ingerida por la larva antes de pupar
(Edgar, 2006; Mirth & Riddiford, 2007; Nijhout et al., 2006). Aparentemente, Manduca sexta es la
especie en la que los procesos fisiol6gicos que controlan el crecimiento han sido estudiados en
mayor profundidad. En esta especie de polilla se observé una reduccién en los niveles de
circulacién de la hormona juvenil cuando la larva del tercer estadio alcanza un “tamafio critico”
0 “peso critico”, lo cual desencadena un proceso fisiolégico muy complejo, que concluye con la
emergencia del adulto de la pupa (Davidowitz et al., 2003; Nijhout, 1981; Nijhout & Williams,
1974a). La caida en los niveles de la hormona juvenil permite la liberacién de la hormona
protoraxicotrépica la cual, a su vez, estimula a la glandula protoréxica para liberar ecdisteroides
y poner fin a la alimentacién (Nijhout & Williams, 1974b). Una vez que la larva ha alcanzado el
peso critico, pasa un tiempo hasta que comienza a mostrar los comportamientos asociados con
la metamorfosis, incluido el dejar de alimentarse. En este periodo, que en M. sexta se llama
“intervalo hasta el cese del crecimiento” o ICG (por su sigla en inglés: Interval to Cessation of
Growth), la larva continua creciendo de manera especifica, lo que probablemente esta
relacionado con las diferencias de tamafio entre especies (Edgar, 2006). De todos modos, una
vez que se alcanzo6 el tamafo critico, se inicia de manera irreversible la cascada que termina en
la metamorfosis y el periodo de crecimiento remanente disponible para la larva esta fijado. Por
lo tanto, el tamafio final de M. sexta esta determinado por el tamafio critico, la duraciéon del ICG
y la tasa de crecimiento durante el ICG (Nijhout et al., 2006).

Los mecanismos fisiologicos de la regulacion del tamafio en otros insectos
holometébolos no se conocen tan bien pero se piensa que son similares. Como M. sexta, D.
melanogaster tiene un tamafo critico y también presenta un retraso entre el momento en el que
alcanza este tamafio critico y aquel en el que deja de crecer (De Moed et al., 1999). La
finalizacién del crecimiento en esta especie también es causada por un aumento en el nivel de
ecdisona (Baehrecke, 1996; Berrear et al., 1979). Sin embargo, los mecanismos fisiol6gicos que
vinculan el alcance del tamafio critico con este aumento no se han dilucidado en otra especie
que no sea M. sexta. Entonces, no esta claro que el retraso de Drosophila sea equivalente al ICG
de M. sexta. Por lo tanto, ese periodo suele ser llamado, en general, “periodo de crecimiento
terminal” o TGP (por su sigla en inglés: Terminal Growth Period) del cual el ICG de M. sexta

representa un caso particular (Shingleton et al., 2007).
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Atun cuando la fisiologia del control del crecimiento en los insectos difiere de la de los
mamiferos, los genes y los caminos de sefializacién involucrados son similares (Dong et al.,
2007; Edgar, 2006, Mirth & Riddiford, 2007; Pan, 2007; Saucedo & Edgar, 2007). El camino de
sefializacion via factores de crecimiento de tipo insulinico emerge como el principal sistema que
regula la proliferacién (ntimero de células) y el crecimiento celular (tamafio celular) y juega un
rol fundamental en la determinaciéon del metabolismo y el almacenamiento de nutrientes en la
mayoria de los metazoos (Conlon & Raff, 1999; Edgar, 2006; Mirth & Riddiford, 2007). En
Drosophila, los péptidos de tipo insulinico o dILPS (por su sigla en inglés: Insulin-Like Peptides)
son producidos por células neurosecretoras del cerebro y por varios otros tejidos en respuesta a
la nutricién (Britton et al., 2002; Brogiolo et al., 2001; Ikeya et al., 2002; Rulifson et al., 2002;). Estos
dILPs se unen al receptor transmembrana similar al de la insulina de las células en divisiéon
iniciando una cascada de transducciéon de sefiales que termina estimulando la proliferacion
celular en los tejidos en desarrollo. La inanicién regula negativamente este camino de
sefializacion en los 6rganos en crecimiento de distintas maneras. Las células en division la
detectan directamente y este sistema de sefializacién es suprimido mediante un mecanismo
desconocido a través del camino llamado blanco de Rapamycina o TOR (por su sigla en inglés:
Target of Rapamycin; Neufeld, 2003; Oldham et al., 2000). Este sistema regula el crecimiento
celular mas que la proliferacién celular (Hennig et al, 2006; Oldham & Hafen, 2003;
Woullschleger et al., 2006; Zhang et al., 2000). Particularmente, TOR podria funcionar como un
sensor de aminodacidos (Cardenas et al., 1999; Zhang et al., 2000). La nutricién también regula el
sistema de sefializacion de la insulina indirectamente a través de una reduccién en la liberacién
de dILPs por parte de las células neurosecretoras del cerebro (Ikeya et al., 2002) y mediante un
mecanismo humoral desconocido via el cuerpo graso (el equivalente del higado en los insectos;
Colombani et al., 2003). Finalmente, el camino de senalizaciéon de la insulina también es
regulado por otras hormonas, por ejemplo la ecdisona (Caldwell et al., 2005; Colombani et al.,
2005; Mirth et al., 2005), la hormona juvenil (Truman et al., 2006) y los factores de crecimiento de
los discos imaginales (ver mas adelante; Kawamura et al., 1999) cuya liberaciéon puede ser
también regulada nutricionalmente. Todos los 6rganos en crecimiento estdn probablemente
expuestos a la misma concentraciéon de dILPs y nutrientes a través de la hemolinfa circulante
(Nijhout, 2003) por lo que el camino de sefalizacién de la insulina puede coordinar el
crecimiento de todo el cuerpo en respuesta a las condiciones nutricionales.

Ni la nutricién (de Moed et al., 1999) ni la sefalizacién via insulina (Shingleton et al.,
2005) parecen influenciar el tamafio critico en Drosophila. La privacion de nutrientes
simplemente disminuye su crecimiento y retrasa el momento en el que alcanzan el tamafio

critico. Asimismo, la nutricién tiene un efecto muy pequefio en la duracion del TGP en
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Drosophila, ya que la inanicion acelera levemente la metamorfosis (Mirth et al., 2005) causando
una reduccién en el tamafio corporal final. Sin embargo, el efecto es probablemente pequefio en
relacién con el efecto que tiene la nutricién en la tasa de crecimiento y podria ocurrir
Unicamente cuando la larva estd completamente hambreada mas que cuando ha sido criada en
un medio de baja calidad nutricional (Shingleton et al., 2007). En resumen, el tamafio corporal
estd regulado en gran medida mediante el efecto de la sefalizacién via insulina en la tasa de
crecimiento durante un TGP fijo en Drosophila. Finalmente, estudios recientes han delineado un
camino de sefializaciéon nuevo, el camino llamado Hippo, el cual cumple un rol importante en la
regulacion del tamafio de los 6rganos a través de la proliferacion celular (Dong et al., 2007; Pan,

2007; Saucedo & Edgar, 2007).

La regulacién del tamafio de los 6rganos

A pesar de los considerables avances mencionados anteriormente, atin se comprende
poco acerca de la manera en que se percibe el tamafio y como el tamafo especifico de los
6rganos interactia con la fisiologia general del cuerpo (Conlon & Raff, 1999; Shingleton et al.,
2007; Stern & Emlen, 1999). En los insectos holometabolos, los 6rganos adultos se desarrollan a
partir de unas estructuras epiteliales en forma de sacos, llamadas discos imaginales, que se
forman durante la embriogénesis y que funcionan como primordios de los apéndices y de otras
estructuras del adulto. El momento en el que los discos comienzan a desarrollarse varia
intraespecificamente entre distintos discos e interespecificamente entre discos homdlogos
(Madhavan & Schneiderman, 1977; Truman & Riddiford, 1999). De manera similar, distintos
discos dejan de crecer y se diferencian en las estructuras adultas en diferentes momentos del
desarrollo. A pesar de esta variacién, el cese del crecimiento de los discos siempre ocurre
después de haber alcanzado el tamafio critico. Entonces, igual que el tamafio corporal total,
todos los 6rganos tienen un TGP asociado y, para muchos 6rganos, este periodo es mayor que el
del cuerpo (Freeman, 1997; Garcia-Bellido & Merriam, 1971).

Por un lado, existen evidencias que apoyan un modelo de regulacién auténoma del
crecimiento de los discos imaginales. Por ejemplo, cuando se transplantan los discos imaginales
a un ambiente que permiten su crecimiento, como puede ser el abdomen de una mosca adulta,
estos crecen lentamente hasta alcanzar un tamafio similar al que presentan los discos
normalmente al momento de pupar (Bryant & Simpson, 1984; Bryant & Levinson, 1985; Jursnich
et al., 1990). Por otro lado, el tamafio de los érganos esta regulado por sehales paradcrinas de
corto alcance (morfogenes) que modelan el desarrollo de los discos. Estos morfogenes definen

compartimentos dentro de los érganos en desarrollo, dentro de los cuales la proliferacion
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celular estéd controlada por los niveles de los morfogenes que lo especifican (Martin-Castellanos

& Edgar, 2002; Neumann & Cohen, 1996).

Larva ::[> Metamorfosis ::> Mosca adulta

Glandulas

salivales

Discos imaginales para:
. Partes "'3*’: —
bucales

Antena

Genitalia

Figura 1.2: Los discos imaginales de D. melanogaster y las estructuras del adulto que derivan de
ellos. Figura modificada a partir del original extraido de la pagina de Internet de la Universidad
Memorial de Canada (www.mun.ca).

La manipulacion de los niveles de expresiéon de los morfogenes cambia el tamafio y la
forma del 6rgano resultante (Capdevila & Guerrero, 1994; Ng et al., 1996; Potter & Xu, 2001),
sugiriendo que su constitucion final depende de la distribucién final érgano-especifica de estos
morfogenes. Al igual que el camino de la insulina, muchos de estos morfogenes regulan la tasa
de crecimiento y proliferacién celular (Crickmore & Mann, 2006). Por lo tanto, los morfogenes
podrian interactuar con el camino de la insulina durante el TGP de cada 6rgano de forma tal de
controlar su tasa crecimiento y, a la vez, de mantener la constitucion correcta del mismo. Esta
hipétesis estd apoyada por el hecho de que tanto el receptor de la insulina (Jun & Gjoerup, 1999)
como los morfogenes Decapentaplegic (Dpp) y Wingless (WWg; Halfon et al., 2000) regulan la ruta de
sefializaciéon Ras/Ras la cual, a su vez, regula la tasa de divisiéon celular. Ademas, existen
evidencias de que el tamafio de los 6rganos esta controlado hormonalmente (por ejemplo,
Champlin & Truman, 1998a, b; Chihara et al., 1972; Cullen & Milner, 1991; Currie et al., 1988;
Mirth, 2005). Particularmente, distintos estudios demostraron que niveles bajos de ecdisona

promueven el crecimiento y la division celular en contraste con el rol tradicional de la ecdisona
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como hormona de muda (por ejemplo, Champlin & Truman, 1998a; Hodgetts et al., 1977;
Nijhout, 1994; Postlethwait & Schneiderman, 1970). Los resultados de estos estudios sugieren: a)
que se requieren niveles bajos de hormonas para el crecimiento de los érganos, b) que aumentos
graduales en los niveles hormonales hasta un cierto limite conducen a aumentos graduales del
crecimiento y c) que las diferencias intrinsecas entre érganos pueden hacer que respondan de
distinta manera a la misma sefial hormonal. Asimismo, recientemente se han obtenido otras
evidencias a favor de una regulacién no auténoma del crecimiento de los érganos a partir de
estudios en D. melanogaster. Kawamura y colaboradores (1999) descubrieron una nueva familia
de factores de crecimiento de los discos imaginales o IDGFs (por su sigla en inglés: Imaginal Disc
Growth Factors) en Drosophila que se expresan en altos niveles en el cuerpo graso y que
aumentan el crecimiento de las células imaginales in vitro actuando sinérgicamente con la
insulina.

Por otra parte, distintos estudios han demostrado que el crecimiento de los discos
imaginales retrasa la metamorfosis y sugieren que este proceso detiene la cascada endécrina vy,
en particular, la liberacién de ecdisona (por ejemplo, Jursnich et al., 1990; Sehnal & Bryant, 1993;
Simpson et al., 1980). Esta represion de la produccion de ecdisona por los discos en crecimiento
podria representar un mecanismo de retroalimentacién que coordina el desarrollo de todos los
tejidos en crecimiento (Sehnal & Bryant, 1993). En ese sentido, los resultados de un trabajo
reciente indican que los discos imaginales pueden regular el tamafio critico y el inicio de la
metamorfosis en D. melanogaster (Bradley et al., 2008). De esta manera, la finalizaciéon del
crecimiento podria estar regulada por los tejidos en crecimiento de forma tal de asegurar que
todos los 6rganos alcancen un tamafio final caracteristico (Bradley et al., 2008). Finalmente,
ciertos experimentos han demostrado que el crecimiento de un tejido puede ser alterado por la
presencia o ausencia de otro tejido. Particularmente, se determiné que existe una regulacion
negativa del crecimiento entre discos imaginales diferentes (por ejemplo, Klingenberg &
Nijhout, 1998; Nijhout & Emlen, 1998). Esto sugiere que los distintos 6rganos compiten entre si
por algan recurso limitante para el crecimiento (Klingenberg & Nijhout, 1998; Nijhout & Emlen,
1998). Esta competencia podria estar mediada por alguno de los reguladores del crecimiento
mencionados cuya concentracion seria baja. Por lo tanto, la actividad receptora tejido-especifica
podria cumplir un importante rol en el control del crecimiento relativo de los tejidos. De esta
manera, los cambios en el patréon espacial de la actividad receptora darian cuenta de la
evolucion de las proporciones corporales y la alometria (Nijhout, 2003). En ese sentido, las
diferencias de TGP entre discos mencionadas anteriormente podrian deberse a que la respuesta

en cada uno ocurre a un nivel hormonal limite (umbral) distinto (Emlen & Allen, 2003).
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La evolucién de tamaiio corporal

Como los organismos deben distribuir sus recursos energéticos y materiales entre el
crecimiento, el mantenimiento y la reproduccion, existen limites al tamafio corporal que estos
pueden alcanzar (Roff, 1992). De esta manera, el tamafio corporal impone ciertos limites a la
evolucién de otros caracteres y, simultineamente, puede estar limitado por las numerosas
consecuencias funcionales que puede tener el cambio de tamafio (Futuyma, 1998).

El papel de los genes y del ambiente en la determinacién del tamafio corporal ha
suscitado especial interés para los genetistas evolutivos debido a la correlacion entre el tamafio
corporal y el fitness (Calder, 1984; Roff, 1992; Schlichting & Pigliucci, 1998; Stearns, 1992). En
efecto, este cardcter contribuye al éxito en el apareamiento, la longevidad, la evitacién de la
predacién, la resistencia a la inanicion, el frio y el calor entre otros caracteres (Roff, 1992;
Schmidt-Nielsen, 1984; Stearns, 1992). Particularmente en Drosophila se ha demostrado que la
seleccién natural actia sobre caracteres relacionados con el tamafio corporal debido a que es un
caracter que esta estrechamente vinculado al fitness en distintos ambientes (Wolf et al., 2000).
Este caracter afecta el éxito en el apareamiento y las interacciones agresivas (por ejemplo,
Leibowitz et al., 1995; McCabe & Partridge, 1997; Partridge et al., 1987; Partridge & Farquhar,
1983; Santos et al., 1988), la fecundidad (Robertson, 1957; Santos et al., 1992), la capacidad
dispersiva (Roff, 1977), la longevidad (Hasson et al., 1993; Santos et al., 1992) y el tiempo de
desarrollo (Betran et al., 1998; Fernandez Iriarte & Hasson, 2000; Partridge & Fowler, 1993).
Otros estudios han demostrado que el tamafio corporal y otros caracteres relacionados
responden de manera compleja ante la variacion ambiental (por ejemplo, Bitner-Mathé &
Klaczko, 1999; Cavicchi et al., 1991; Loeschcke et al., 1999; Norry & Loeschcke, 2002; Nunney &
Cheung, 1997; Stalker, 1980; Thomas & Barker, 1993) sugiriendo una respuesta adaptativa en
este género.

La variacion en el tamafio corporal en poblaciones naturales asi como aquella debida a
factores ambientales como la temperatura, ha sido estudiada exhaustivamente en Drosophila
(por ejemplo, Azevedo et al., 2002; Bitner-Mathé et al., 1995; Capy et al., 1994; Carreira et al., 2006;
de Moed et al., 1997; Hallas et al., 2002; Louis et al., 1982; Misra & Reeve, 1964; Parkash et al.,
1999; Partridge et al., 1994; Sokoloff, 1966; Stalker & Carson; 1947; Trotta et al., 2006). En general,
el tamafio corporal en los organismos ectotérmicos muestra una respuesta fenotipica pléstica a
los cambios en la temperatura a la que se crian. Particularmente, los individuos adultos suelen
ser mds pequefios cuando las larvas se desarrollan a altas temperaturas al igual que cuando se
crian en un sustrato de baja calidad (por ejemplo, Atkinson, 1994; Chapman, 1998; Partridge et
al, 1994).
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Asimismo, en Drosophila, se han descripto clinas para distintos caracteres entre los que
estan los morfolégicos (por ejemplo, Arthur et al., 2008; Bitner-Mathé et al., 1995; de Jong &
Bochdanovits, 2003; Folguera et al., 2008; Gilchrist et al., 2001; Hallas et al., 2002; Hoffmann &
Weeks. 2007; Louis et al., 1982; Misra & Reeve, 1964; Parkash et al., 1999; Sokoloff, 1966; Stalker
& Carson; 1947). Si bien los patrones clinales podrian explicarse como el resultado de procesos
demogréficos (contacto entre poblaciones diferenciadas genéticamente, cuellos de botella, efecto
fundador, etc.), las evidencias sugieren que son el producto de la accién de la seleccién natural
(Calboli et al., 2003; Gilchrist et al., 2001; Gilchrist & Partridge, 1999; Gockel et al., 2001; Huey et
al.,, 2000; Long & Singh, 1995, Zwaan et al., 2000). Por ejemplo, la existencia de clinas
latitudinales paralelas para el tamafio del cuerpo en diferentes continentes y distintas especies
de Drosophila parece avalar su origen adaptativo (Calboli et al., 2003; Gilchrist et al., 2001;
Gilchrist & Partridge, 1999; Huey et al., 2000; Zwaan et al., 2000). Por un lado, Huey y
colaboradores (2000) estudiaron la tasa de evoluciéon de una clina geogréfica de D. subobscura en
Norteamérica comparandola con otra de Europa y llegaron a la conclusién de que la longitud
del ala est4 correlacionada positivamente con la latitud. Sin embargo, los patrones de variaciéon
clinal de la longitud de ala son el resultado de la variacién de diferentes porciones del ala. En
efecto, en el Viejo Mundo es la porcion proximal del largo del ala la que permite explicar el
patrén clinal, en tanto que en Norteamérica es la distal. Por otro lado, otros autores (Gilchrist &
Partridge, 1999) estudiaron clinas del tamafio corporal en D. melanogaster de Australia y
Sudamérica y hallaron diferencias entre las mismas en cuanto a la arquitectura genética del
tamafio del ala. Estos autores analizaron las medias generacionales del area y de la longitud del
ala y estimaron las varianzas aditiva, epistatica, de dominancia y la debida a los efectos
maternos subyacentes a la divergencia dentro de cada clina. Los resultados obtenidos indicaron
que s6lo una clina podia ser descripta adecuadamente por un modelo simple de varianza
aditiva. En las otras dos clinas encontraron efectos epistaticos, maternos y de ligamiento
significativos. Por lo tanto, Gilchrist y Partridge (1999) concluyeron que la seleccion natural
habria producido una divergencia fenotipica similar en ambos continentes mediante distintas
combinaciones de accién e interaccién génica.

En términos generales, las adaptaciones y la emergencia de nuevos fenotipos requeririan
de algtin grado de independencia entre las partes del cuerpo en cuanto a su desarrollo (ver
Cowley & Atchley, 1990 y referencias). Sin embargo, los distintos caracteres morfolégicos no
pueden ser completamente independientes debido a la existencia de la pleiotropia y el
ligamiento (Cowley & Atchley, 1990; Nijhout & Emlen, 1998). De esta manera, los caracteres que
derivan de un mismo disco imaginal estarian genéticamente mas ligados entre si y, en

consecuencia, presentarian una correlaciéon mayor que con aquellos derivados de otros discos
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(ver Cowley & Atchley, 1990 y referencias). Similarmente, los mismos caracteres analizados en
machos y hembras estarian genéticamente correlacionados entre si (ver Cowley & Atchley,
1988; Cowley et al., 1986 y referencias). En consecuencia, una respuesta ante la accion de la
seleccién natural actuando en un sexo generaria un cambio fenotipico correlacionado en el otro
sexo. A su vez, esto implica que la selecciéon actuando sobre un determinado cardcter en un sexo
no podria generar grandes cambios en el nivel de dimorfismo sexual asociado al mismo (ver
Cowley & Atchley, 1988; Cowley et al., 1986 y referencias).

Con respecto a lo anterior, distintos estudios muestran que diferentes caracteres
estimadores del tamafio corporal estdn correlacionados genéticamente entre si y entre los sexos
en Diptera (por ejemplo, Barker & Krebs, 1995; Cowley & Atchley, 1988, 1990; David et al.,
2006a, b; Loeschcke et al., 1999; Misra, 1966, Moreteau et al., 2003; Norry et al., 1997c; Rohlf &
Sokal, 1972; Sisodia & Singh, 2001; Wilkinson et al., 1990). De esto se deduce que la seleccién
sobre el tamafio corporal deberia tener respuestas correlacionadas a nivel de otros caracteres y
viceversa. Sin embargo, algunos de estos caracteres pueden, en algunos casos, limitar la
respuesta directa del tamafio a la selecciéon; lo cual podria deberse a la existencia de un
compromiso o trade-off. Estos compromisos han sido estudiados entre distintos caracteres
morfolégicos (Norry et al., 2000) y, en mayor medida, entre dichos caracteres y otros
relacionados con la historia de vida de los organismos; siendo una de sus posibles
consecuencias el mantenimiento de la variabilidad genética (Roff, 1992; 2000; Stearns, 1992). El
tamafio del ala y el ntimero de ovariolas son dos caracteristicas importantes que estan
correlacionadas genéticamente con el tamafio corporal en Drosophila (Santos et al., 1992) y se
encuentran potencialmente sujetas a diferentes presiones selectivas directas. Algo similar ocurre
entre el tamafio corporal y el tiempo de desarrollo larvario, ya que un menor tiempo de
desarrollo puede aumentar la supervivencia de las larvas en condicién de hacinamiento o
adelantar la reproducciéon en poblaciones en expansién; mientras que un mayor tamafio
corporal favoreceria al adulto debido a su correlaciéon positiva con numerosos componentes del

fitness (Betran et al., 1998; Cortese et al., 2002; Ferndndez Iriarte & Hasson, 2000).

El ala de Drosophila como modelo

Durante las dltimas décadas, muchos estudios han utilizado al ala de Drosophila como
modelo y han analizado como contribuye el nimero y el tamafio de las células al tamafio del
organo (por ejemplo, Azevedo et al., 2002; Cavicchi et al., 1985; Delcour & Lints, 1966; de Moed
et al., 1997; Guerra et al., 1997; James et al., 1995; McCabe et al., 1997; Partridge et al., 1994; Pezzoli
et al., 1997; Robertson, 1959; Stevenson et al., 1995). Aunque estos estudios utilizaron distintos

disefios experimentales, todos coinciden en que la temperatura durante el desarrollo altera el
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tamarfio de las células del 6rgano pero no su ntimero. Todos los demads tratamientos utilizados
produjeron resultados contradictorios o cambios en ambos componentes. Particularmente, en
las poblaciones naturales, el tamafio y el nimero de las células tienden a covariar
negativamente por lo que las alas de un determinado tamafio con células mdas grandes tienen
menos células y viceversa (McCabe et al., 1997). Estos resultados sugieren que, bajo la mayoria
de las condiciones, el tamafio del ala se regula independientemente del namero o del tamafio de
las células.

Asimismo, los resultados de otros experimentos sugieren que los mecanismos de
crecimiento y modelado del ala no dependen del ntiimero de células sino que producen un area
total apropiada independientemente del niimero de células (por ejemplo, Garcia-Bellido et al.,
1973; Morata & Ripoll, 1975; Neufeld et al., 1998, Weigmann et al., 1997). En ese sentido, la
diseccion genético-molecular del desarrollo del ala en Drosophila permitié conocer cémo se
establecen los ejes dorso-ventral y antero-posterior de este apéndice y como los productos de los
morfogenes determinan la ubicacion de las futuras venas (para una revisiéon reciente del tema
ver Blair, 2007). Gran parte de los genes implicados en el posicionamiento de las venas del ala
codifican componentes de rutas metabolicas intercelulares ampliamente utilizadas. En gran
medida, dicha localizacion esta determinada por las respuestas celulares a los productos de los
morfogenes Decapentaplegic (Dpp), Wingless (Wg) y Hedgehog (Hh; Strigini & Cohen, 1999). Esto
es consistente con resultados que mostraron que la formacion de las regiones entre las venas
depende predominantemente de factores genéticos y es independiente de la temperatura y el
sexo (Birdsall et al., 2000; Zimmerman et al., 2000). Dado que el nimero y el tamarfio celular de
regiones particulares del ala se ven afectados de manera diferencial por el sexo y la
temperatura, se ha argumentado que su forma estd definida por un mecanismo que es
independiente del crecimiento y la densidad celular (Birdsall et al., 2000; Zimmerman et al.,
2000).

Por un lado, muchos de los trabajos en relacién con la variacién del tamafio corporal en
Drosophila se vinculan con el tamafio del ala (por ejemplo, Bitner-Mathé et al., 1995; Capy et al.,
1994; Carreira et al., 2006; Hallas et al., 2002; McCabe et al., 1997; Parkash et al., 1999; Partridge et
al., 1994; Trotta et al., 2006; Wolf et al., 2000). Asimismo, varios de los estudios que buscaron una
asociacion entre el tamafio corporal y diferentes gradientes ambientales (es decir, clinas)
analizaron la variacion de dicho 6rgano (Arthur et al., 2008; Calboli et al., 2003; Capy et al., 1993;
Coyne & Beecham 1987; Folguera, 2007; Gilchrist & Partridge, 1999; Gockel et al., 2002; Hallas et
al., 2002; Huey et al., 2000; Imasheva et al., 1994; James et al., 1995; Karan et al., 1998; Parkash et
al, 1999; van’t Land et al., 1999; Zwaan et al., 2000). Por otro lado, algunos trabajos analizaron la

variacion natural asociada a distintos estimadores de la forma de ala de D. melanogaster y unos
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pocos estudiaron su relacion con gradientes ambientales (Azevedo et al., 1998; Bubliy et al., 1996;

Gilchrist et al., 2000; Huey et al., 2000; Imasheva et al., 1995; van’t Land et al., 1999).

Objetivos, hipétesis y predicciones del presente trabajo
Tomando en consideracién todo lo anterior, el objetivo general de esta tesis es contribuir a
la caracterizacion de la arquitectura genética de caracteres morfolégicos asociados a procesos de
adaptacion. Particularmente, los objetivos de esta tesis son:
> Identificar y caracterizar genes asociados a la expresion de caracteres vinculados al
tamario y la forma corporal en D. melanogaster
» Cuantificar distintas fuentes de variacion que contribuyen a la variacion total de los
caracteres estudiados en individuos de D. melanogaster derivados de poblaciones
naturales dispuestas a lo largo de gradientes geograficos de Argentina.
> Identificar regiones genémicas responsables de la variacion de los caracteres

estudiados en las poblaciones naturales mencionadas.

El estudio de la arquitectura genética de los caracteres adaptativos es dificil debido a que
multiples factores intervienen en su expresién. Por lo tanto, el trabajo se desarrollé6 en médulos
de forma tal de realizar un estudio mas detallado de los diferentes tépicos relacionados con el
objetivo principal. De esta manera, el trabajo se estructuré en tres partes que conforman

unidades de andlisis con objetivos particulares pero complementarios. Estas tres etapas son:

1. Identificacion y caracterizacion de genes asociados a la expresiéon de distintos
caracteres vinculados al tamafio corporal en D. melanogaster.

Esta etapa permiti6 identificar loci que contribuyen a la expresiéon de cada caracter
morfolégico estudiado y caracterizarlos mediante la utilizacion de métodos bioinfométicos. A
continuacién se detallan algunas de las preguntas que motivaron estos andlisis asi como las
predicciones que se desprenden de las hip6tesis generadas a partir de cada una de ellas.

> (Cuantos y cudles son los genes relacionados con los caracteres morfolégicos

estudiados en D. melanogaster?

Se espera que una gran proporcion de los genes analizados estén involucrados en la

expresion de los caracteres estudiados. Asimismo se espera que los genes identificados

tengan origenes y funciones variadas y que afecten la expresion de los distintos
caracteres morfologicos a través de diferentes vias de regulacion.

» (Los factores genéticos asociados a los caracteres morfologicos analizados se

distribuyen al azar en el genoma de D. melanogaster?
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Se espera una distribuciéon azarosa de dichos genes, proporcional al tamafio de los

cromosomas del organismo analizado. En el caso de que se detecte una distribucién no

aleatoria, se estaria ante la presencia de grupos de ligamiento fisico entre los genes que

afectan a los caracteres en cuestion.

> ¢Los genes identificados presentan el mismo efecto en machos y en hembras?

Se espera que la mayor parte de los genes muestren un efecto similar en ambos sexos y

que una pequeiia proporcion de ellos afecte a los distintos caracteres de manera sexo-

especifica.

> :Los genes identificados presentan el mismo efecto a distintas temperaturas?

Se espera que la mayor parte de los genes muestren un efecto similar en ambas

temperaturas y que una pequeha proporcioén de ellos afecte a los distintos caracteres de

manera especifica con respecto a la temperatura.

> ¢Los genes identificados presentan el mismo efecto en los distintos caracteres
vinculados al tamafio corporal?

Se espera que la mayor parte de los genes muestren un efecto similar en todos los

caracteres estudiados y que una pequeha proporciéon de ellos afecte a los distintos

caracteres de manera especifica.

> :Los genes identificados presentan efectos pleiotrépicos sobre otros caracteres?

Se espera que una gran proporcion de los genes identificados muestre algtin efecto en

otros caracteres y que sOlo algunos de ellos afecte especificamente a los distintos

caracteres morfolégicos estudiados.

2. Cuantificacién de distintas fuentes de variacién que contribuyen a la variacién total
de los caracteres estudiados en individuos de D. melanogaster derivados de poblaciones
naturales dispuestas a lo largo de gradientes geograficos de Argentina.

Esta etapa permiti6 cuantificar distintas fuentes de variacién que contribuyen a la
variaciéon total de cada caracter vinculado al tamafo corporal. A continuacién se detallan
algunas de las preguntas que motivaron estos analisis asi como las predicciones que se
desprenden de las hipoétesis generadas a partir de cada una de ellas.

> iQué proporcién de la variabilidad vinculada a cada caracter morfolégico estudiado

puede ser explicada por el cromosoma 2?

Dado que se utilizaron lineas isogénicas, en cada una de las cuales se ha sustituido el

cromosoma 2 por uno derivado de la naturaleza; la porcién de la varianza total de cada

caracter debida al factor genético esta asociada a ese cromosoma. Se espera que una

proporciéon importante de la varianza fenotipica total esté explicada por este
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componente genético ya que el cromosoma 2 representa, aproximadamente, un 40% del

genoma de D. melanogaster.

> Existen diferencias entre los sexos para los distintos caracteres vinculados al
tamafio corporal?

Se espera que las hembras sean mdas grandes que los machos y que la varianza genética

asociada al cromosoma 2 sea similar en ambos sexos para cada cardcter en todas las

poblaciones. Asimismo, se espera que el dimorfismo sexual sea diferente entre lineas, al

menos en algunos casos; lo que conduciria a la existencia de una interaccién entre dicho

componente genético y el sexo.

> (Existen diferencias entre las poblaciones para los distintos caracteres vinculados al
tamafio corporal?

Se espera encontrar diferencias entre las poblaciones para cada caracter morfologico

analizado y que estas diferencias sean similares en ambos sexos.

> ¢(Las diferencias entre las poblaciones apoyan la hipoétesis de adaptacién térmica
asociada a la existencia de clinas latitudinales y altitudinales para los distintos
caracteres morfolégicos analizados?

Se espera que los resultados estén de acuerdo con la hipétesis de adaptacion térmica

asociada a la existencia de clinas latitudinales y altitudinales para cada caracter

vinculado al tamafio corporal. Particularmente, se espera que valores més grandes de

cada uno de los caracteres en ambos sexos estén asociados a latitudes y altitudes

mayores y viceversa.

> ¢(Los efectos de los distintos factores analizados (poblacién, linea y sexo) son
similares entre los distintos caracteres vinculados al tamafio corporal?

En general se espera que las distintas fuentes de variacion analizadas muestren un efecto

similar en todos los caracteres morfolégicos estudiados.

3. Identificaciéon de regiones gendémicas responsables de la variacién de los caracteres

estudiados en las poblaciones naturales mencionadas.

Durante esta etapa se utilizaron los resultados de los dos puntos anteriores para

identificar genes localizados en el cromosoma 2 que presenten distintas variantes en las

poblaciones naturales bajo estudio. Esta dltima parte del trabajo permiti6 determinar la

existencia de genes de caracteres cuantitativos 6 QTGs (por su sigla en inglés: Quantitative Trait

Genes) que serian responsables de, al menos, una parte de la variabilidad observada en las

poblaciones naturales.
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Capitulo IT

Identificacion y caracterizacion de genes asociados a la expresion de distintos

caracteres vinculados al tamafio corporal en D. melanogaster.

Resumen

A pesar del desarrollo de un creciente cuerpo de conocimientos acerca de los factores
fisiolégicos y ambientales que subyacen a las diferencias en el tamafio corporal, es poco lo que
se conoce acerca de las bases genéticas de este caracter complejo. Asimismo, todas las especies
presentan una relacién especifica entre el tamafio de cada érgano y el tamafio corporal total.
Debido a esto, se deben analizar diferentes caracteres vinculados al tamafio corporal asi como
su dimorfismo sexual, el que puede tener un impacto importante en la evolucién del tamafio
corporal. De esta manera, se estudiaron 191 lineas co-isogénicas de D. melanogaster, cada una de
ellas homocigota para una tnica inserciéon de un elemento transponible, y se analiz6 el efecto de
las mutaciones en diferentes caracteres de tamafio corporal comparadas con un control co-
isogénico carente del transposon. Cerca del 60% de las lineas mostr6 diferencias significativas
con respecto al control para estos caracteres en uno o ambos sexos y casi el 35% present6 efectos
cardcter y sexo-especificos. Las mutaciones de los genes candidatos frecuentemente aumentaron
el tamafio corporal en los machos y lo disminuyeron en las hembras. Los resultados indican que
las mutaciones que redujeron las diferencias de tamafio entre los sexos estuvieron localizadas
en los cromosomas autosémicos mas frecuentemente que aquellas que afectaron a ambos sexos
por igual o que aumentaron el dimorfismo sexual, las cuales se estuvieron predominantemente
ligadas al cromosoma X. Entre los 92 genes identificados, la mayoria estd involucrada en el
desarrollo y/o en procesos metabélicos y sus funciones moleculares incluyen principalmente
las de unién a proteinas y a 4cidos nucleicos. Aunque varios genes mostraron efectos
pleiotrépicos en relacién con el tamafio corporal, pocos estuvieron involucrados en la expresion
de todos los caracteres en uno o ambos sexos. Estos genes parecen ser importantes para
diferentes aspectos relacionados con el funcionamiento general del organismo. En general, los
resultados indican que la arquitectura genética de los caracteres de tamafio corporal involucra

una gran fraccion del genoma y es en gran medida caracter y sexo-especifica.
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Introduccién

Comprender la arquitectura genética de caracteres complejos como el tamafio corporal
requiere, ante todo, de la identificacién de los genes que contribuyen a la expresién del caracter
en cuestion (Mackay, 2004). En los ultimos afios se ha ido acumulando mucha informacién
acerca de los factores fisiolégicos y ambientales que subyacen a las diferencias en el tamafo
corporal asi como sobre los genes y los caminos de sefializacién involucrados en su expresion
(Dong et al., 2007; Edgar, 2006, Mirth & Riddiford, 2007; Pan, 2007; Saucedo & Edgar, 2007). A
pesar de esto y del creciente cuerpo de conocimientos acerca de la manera en que se produce el
desarrollo morfolégico (Freeman & Gurdon, 2002; Lecuit & Le Goff, 2007, Mann & Morata,
2000), la basqueda de genes que afectan al tamafio corporal y otros caracteres relacionados est4
en sus comienzos.

Desde hace un tiempo se estan desarrollando diversos proyectos genoma en distintas
clases de organismos con la intencién de construir un mapa genético de alta resolucion de los
mismos (por ejemplo, The Chimpanzee Sequencing and Analysis Consortium, 2005; The
International Human Genome Sequencing Consortium, 2001; The Mouse Genome Sequencing
Consortium, 2002; Drosophila 12 Genomes Consortium, 2007). Estos proyectos, que se llevan a
cabo con el objetivo dltimo de obtener la secuencia completa de ADN para cada uno de los
organismos estudiados, se enmarcan en el area de investigaciéon conocida como gendmica
estructural (por ejemplo, Baker & Sali, 2001; Burley et al., 1999; Stevens et al., 2001). Este tipo de
analisis permite desarrollar estudios en otras 4reas de la genética como los de la gendmica
funcional, que son aquellos que pretenden determinar la funcién biolégica del producto de los
genes en estudio (por ejemplo, Collins et al., 2003; Hieter & Boguski, 1997; Plasterk, 1999).
Fundamentalmente, la gendémica funcional extiende el estudio de unos pocos genes y/o
proteinas a una gran cantidad de genes lo que permite obtener resultados de manera
sistemadtica que sirven para realizar investigaciones mas detalladas (Collins et al., 2003; Hieter &
Boguski, 1997). En términos generales, los screenings genéticos permiten identificar genes
candidatos en relaciéon a determinados caracteres fenotipicos que luego requieren de la
realizaciéon de andlisis mdas especificos para confirmarlos como integrantes de las bases
genéticas de dichos caracteres (Mackay, 2004).

Una metodologia ampliamente utilizada en la basqueda QTLs es la utilizacién de la
mutagénesis por inserciéon de elementos moéviles que permite identificar genes candidatos a
formar parte de la base genética de tales caracteres (Mackay, 2004). Esta clase de estudios se ha
llevado a cabo en diferentes organismos modelo como Saccharomyces cerevisiae (Bidlingmaier &
Zinder, 2002; Burns et al., 1994), Arabidopsis thaliana (Alonso et al., 2003; Bhatt et al., 1996; Smith
et al., 1996), Caenorhabditis elegans (Korswagen et al., 1996; Plasterk, 1993), Danio (Brachydanio)
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rerio 6 zebrafish (Allende et al., 1996; Gaiano et al., 1996), Mus musculus (Mikkers et al., 2002;
Mitchell et al., 2001; Wurst et al., 1995; Zambrowicz et al., 1998) y Drosophila (Anholt et al., 1996;
Grossniklaus et al., 1989; Harbison et al., 2004; Lyman et al., 1996; Norga et al., 2003; Oh et al.,
2003; Rerth 1996, Rerth et al., 1998; Salzberg et al., 1997; Sambandan et al., 2006; Sekelsky et al.
1999; Torok et al., 1993).

El elemento transponible P ha sido el vehiculo mas utilizado para interrumpir genes en
Drosophila y realizar estudios genéticos y gendmicos porque posee ciertas ventajas en
comparacioén con otros, entre las que se encuentran las siguientes:

» Se transpone a tasas elevadas,

> Depende completamente de transposasa exdgena,

> Se inserta tanto en regiones heterocromdticas como eucromaticas (por ejemplo,
Konev et al., 2003; Wallrath & Elgin 1995; Zhang & Spradling, 1994),

Se transpone preferencialmente cerca de promotores (Spradling et al., 1995),

Se escinde de manera imprecisa,

Genera deleciones locales (Cooley et al., 1990; Huet et al., 2002; Preston et al., 1996),
Se transpone localmente (Timakov et al., 2002; Tower et al., 1993),

Induce la recombinacién en machos (Preston & Engels, 1996),

V V V V V V

Reemplaza preferencialmente elementos existentes (Heslip & Hodgetts, 1994; Sepp &
Auld, 1999),
> Induce recombinacién no idéntica en secuencias repetidas en tindem (Thompson-
Stewart et al., 1994).

Sin embargo, hay que considerar ciertas desventajas como son la existencia de regiones
puntos calientes, donde se produce la insercién mas frecuentemente y la posibilidad de que no
todos los genes puedan ser blanco de la insercién del elemento P (Spradling et al., 1999).

Uno de los proyectos genoma més ambiciosos que se estd desarrollando, que utiliza la
mutagénesis por insercion del elemento moévil P, es el de D. melanogaster. Este proyecto es
llevado adelante por la Universidad de California, en Berkeley (Estados Unidos) desde el afio
1993 (Bellen et al., 2004; Spradling et al., 1995, 1999). En el marco de este proyecto, denominado
Berkeley Drosophila Genome Project (BDGP), se ha generado una gran colecciéon de lineas que
contienen un mismo fondo genético (es decir, son isogénicas) y so6lo se diferencian en el sitio del
genoma en el que se inserta el elemento P, el cual generalmente interrumpe la secuencia de un
gen en particular (Lukacsovich et al., 2001). Ademas, se ha generado una linea control que posee
el mismo fondo genético que las demds lineas pero carece de la insercién del elemento
transponible. Este sistema permite cuantificar los cambios producidos a nivel fenotipico para el

conjunto de las lineas mutagenizadas y atribuir las diferencias fenotipicas observadas entre ellas
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y el control a la insercion del elemento movil. Particularmente, se pueden realizar anélisis
fenotipicos y genéticos a gran escala, lo que permite acelerar el proceso de busqueda y
caracterizacion de genes asociados a la expresiéon de un determinado cardcter y, en definitiva,
realizar un andlisis genémico-funcional mas extensivo. De esta forma, en D. melanogaster, se ha
podido estudiar el aporte que hace la varianza genética producida por mutagénesis a la
varianza total en distintos caracteres cuantitativos tales como el nimero de quetas (Lyman et al.,
1996; Norga et al., 2003), la resistencia a la inanicién (Harbison et al., 2004), el comportamiento
olfativo (Anholt et al., 1996; Sambandan et al., 2006) y el tiempo de desarrollo (Mensch et al.,
2008). Este tipo de metodologia permite, ademas, realizar una primera aproximacién al analisis
de los efectos epistéticos entre diferentes loci (por ejemplo, Fedorowicz, 1998; Greenspan, 2001;
Sambandan et al., 2006).

Esta parte de la tesis tiene como objetivo realizar un anélisis genémico funcional en D.
melanogaster con el fin de caracterizar parte de la arquitectura genética del cardcter complejo
tamafio corporal. En particular, se identificaron loci que contribuyen a la expresién de cuatro
caracteres vinculados al tamafio corporal y se realizé un andlisis genémico-funcional de los
mismos. Asimismo, se estudi6 el efecto de dichos genes en ambos sexos lo que permitié conocer
el efecto sexo-especifico de la mayoria de ellos. Por tultimo, se analizé el nivel de pleiotropia de

distintos genes en relacion con los caracteres morfolégicos estudiados.

Materiales y métodos
Stocks de Drosophila

Se emplearon lineas del BDGP viables y homocigotas, cada una de las cuales presenta
una mutaciéon independiente originada por la insercion de un elemento transponible (Bellen et
al., 2004; Lukacsovich et al., 2001, Spradling et al., 1995, 1999). Estas lineas se han obtenido
mediante un esquema de cruzamientos que permitié inactivar un gen por linea y que todas las
lineas compartan el fondo genético Canton-S B (es decir, son lineas isogénicas). Ademas se
cuenta con una linea control (también isogénica) libre de inserciones (para conocer méas detalles
acerca de la obtencién de estas lineas y de sus caracteristicas, ver el Anexo Metodoldgico I). Este
sistema permite, tras criar a las moscas bajo las mismas condiciones, atribuir las diferencias
fenotipicas observadas entre las lineas BDGP y el control a factores genéticos y, en este caso en
particular, al efecto producto de la mutacién por insercién que, generalmente, afecta un tnico
gen. En total se analizaron 191 lineas para identificar genes candidatos a integrar la base
genética de los caracteres vinculados al tamafio corporal analizados. Estas lineas fueron
provistas por la Dra. Trudy Mackay (Universidad Estatal de Carolina del Norte, Raleigh,
Estados Unidos).
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Disefio Experimental

El analisis de las lineas BDGP se realizé en nueve bloques en los cuales se estudiaron
simultdneamente un promedio de 20 lineas ademas del control. En cada bloque se aplico el
disefio experimental detallado en el Anexo Metodolégico I de forma tal de obtener las moscas
adultas utilizadas para estimar las variables morfoldgicas. Algunas de las lineas utilizadas
presentaron una viabilidad muy baja por lo que, en esos casos, la cantidad de adultos
emergidos en los tubos fue bastante menor que la de las lineas que mostraron una viabilidad
mayor. En estos casos se disecaron, fotografiaron y midieron todos los adultos de cada sexo que
emergieron en los tubos correspondientes a la linea. En el resto de los casos se disecaron,
fotografiaron y midieron cuatro moscas adultas de cada sexo por tubo.

Caracteres vinculados al tamaifio corporal

Los caracteres vinculados al tamafio corporal medidos en esas moscas adultas son: la
distancia interocular (DO), el ancho de la cabeza (AC), el largo del térax (LT) y el tamafio del ala
(TA). La manera en la que se fotografiaron los individuos y se realizaron las mediciones se
detalla en el Anexo Metodologico II.

Analisis Estadisticos

Andlisis de correlacion genética. Para poder realizar un analisis con todas las lineas
medidas en distintos bloques, los valores correspondientes a cada variable morfolégica fueron
transformados restandole al valor de cada individuo el valor medio de la linea control del sexo
y bloque respectivo y dividiéndolo por el mismo valor. Se realiz6 un anélisis de correlacion
entre cada par de variables en cada sexo por separado y otro entre sexos para cada variable. En
estos andlisis se utilizaron los valores medios de las 191 lineas. Debido a que se utilizaron los
mismos valores en diferentes anélisis de correlacion, se aplicé la correccién de Bonferroni (P =
0,0125)

Andlisis ~ genético-cuantitativo. Los valores correspondientes a cada variable,
transformados como se explicé en el item anterior, fueron analizados de acuerdo al siguiente
modelo de analisis de varianza (ANOVA):

Y=p+L+S+LxS+€
donde p es la media general del caracter analizado en cada caso; L es el factor linea (aleatorio),
con tantos niveles como lineas se utilizaron, que permitié analizar la existencia de varianza
genética; S es el factor sexo (fijo), con dos niveles, que permitié estudiar la existencia de
diferencias entre machos y hembras; y € representa al error. Asimismo, para cada variable
morfolégica se estim6 el componente de la varianza fenotipica total explicado por cada fuente
de variacién aleatoria.

Identificacion y andlisis funcional de genes. Dado que se obtuvo un resultado significativo
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para la interaccién entre la linea y el sexo, todas las variables fueron analizadas en cada sexo
por separado. Los valores correspondientes a cada caracter fueron analizados de acuerdo al
siguiente modelo de ANOVA:
Y=p+L+€

donde p es la media general del caracter analizado en cada caso; L es el factor linea (fijo), con
tantos niveles como lineas se estudiaron en el bloque correspondiente y € representa al error.
En los casos en los que el factor linea result6 significativo, se determiné qué lineas son las
responsables de dicho efecto mediante comparaciones con el control del bloque respectivo
(contrastes de Dunnett). Aquellas lineas que mostraron diferencias significativas con respecto al
control correspondiente fueron consideradas como lineas portadoras de una inserciéon que
afecta a un gen candidato para el cardcter morfolégico en cuestion.

El ntmero de lineas en las que el tamafio aument6 o disminuy¢ significativamente con
respecto al control en cada sexo se analiz6 mediante un analisis de frecuencias considerando
todos los caracteres juntos y cada uno por separado.

Para identificar los genes potencialmente afectados por la insercién del elemento P en las
lineas que exhibieron diferencias significativas con respecto al control, se realizé una basqueda
bioinformaética en las regiones eucromaticas del genoma de D. melanogaster empleando como
sonda in silico la secuencia nucleotidica flanqueante a la insercién disponible en el sitio de
Internet del BDGP (http://flypush.imgen.bcm.tmc.edu/pscreen) que tiene esta informacién
para cada una de las lineas. Las busquedas de homologia se realizaron utilizando la quinta
publicacién de la secuencia genémica de D. melanogaster disponible en el sitio de Internet de
Flybase (http://flybase.bio.indiana.edu/). De este modo se individualizaron los genes que
intervienen de alguna manera en la expresion de los caracteres morfolégicos estudiados y se
determind si dicha expresion es sexo-especifica.

Los genes candidatos fueron distribuidos en distintos términos de ontologia génica
correspondientes a las categorias Proceso biologico, Funcion molecular y Componente celular de
acuerdo con sus anotaciones (The Gene Ontology Consortium, 2000). Este analisis fue hecho
automaticamente con la ayuda del programa FatiGO+ (Al-Shahrour et al., 2005; 2006) del
conjunto de herramientas bioinforméticas disponibles en el sitio de Internet de BABELOMICS
(http:/ /www fatigo.org/) que los distribuye en términos de ontologia génica correspondientes
a las categorias mencionadas. Este programa distribuye los genes entre los términos de
ontologia génica correspondientes a cada categoria de manera no excluyente (es decir, un
determinado gen puede estar asociado a més de un término de ontologia génica dentro de una
misma categoria).

Efectos pleiotrdpicos en los caracteres de tamario corporal. Las lineas fueron clasificadas de
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acuerdo con la cantidad de caracteres que mostraron diferencias significativas con respecto al
control para determinar el nivel de pleiotropia de los genes candidatos implicados. Los valores
transformados de las cuatro variables correspondientes a las lineas en las que cambiaron la
mayor parte de los caracteres con respecto a la linea control (los cuatro caracteres en un sexo y
tres en el otro) fueron analizados, en cada linea por separado, de acuerdo con el siguiente
modelo de ANOVA:
Y=p+C+S+CxS+€

donde C es el efecto del caracter (fijo), con cuatro niveles, que permitié estudiar la existencia de
diferencias en la magnitud del cambio entre caracteres (DO, AC, LT y TA); S es el factor sexo
(fijo), con dos niveles y € representa al error. En aquellos casos en los que todos los caracteres
mostraron diferencias con respecto a la linea control sélo en un sexo, los valores transformados
de las cuatro variables fueron analizados, en cada linea por separado, mediante un ANOVA de
una via con el factor caracter inicamente. Cuando las fuentes de variaciéon C y/6 C x S fueron
significativas en el andlisis de una linea, se identificaron las medias de los caracteres que
mostraron diferencias significativas mediante comparaciones a posteriori (contrastes de Tukey
HSD).

Todos los anélisis estadisticos fueron realizados usando el paquete STATISTICA

(StatSoft Inc., 1999; 2001).

Resultados
Analisis de correlacién genética

Se realizaron analisis de correlaciéon para estudiar hasta qué punto distintos caracteres
vinculados al tamafio corporal estan correlacionados entre si dentro de cada sexo y entre sexos.
La correlacion entre cada par de variables fue positiva y altamente significativa en ambos sexos
(Tabla 2.1). El porcentaje de la varianza total explicado por la correlacién (el cuadrado de r x
100) vari6 entre el 9% (DO-TA) y el 37% (AC-LT) en hembras y entre el 4% (DO-TA) y el 70%
(AC-LT) en machos (Tabla 2.1). El ordenamiento de los pares de variables de acuerdo a dichos
porcentajes es casi idéntico en ambos sexos (Tabla 2.1).

La correlacion entre los sexos para cada variable fue positiva y altamente significativa
s6lo para DO y TA y el porcentaje de la varianza total explicado por la correlaciéon en estos
casos fue del 27% y 47%, respectivamente (Tabla 2.1). Cada uno de estos caracteres mostré una
correlacién mayor entre sexos que con ningun otro caracter dentro del mismo sexo. En cambio,
la correlacién entre sexos para AC no fue significativa tras aplicar la correccién de Bonferroni

para pruebas multiples (Ps = 0,0125; Tabla 2.1); y tampoco fue significativa para LT (Tabla 2.1).
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Tabla 2.1: Principales resultados de los andlisis de correlaciéon genética de los caracteres
vinculados al tamarfio corporal (valor de r y su significancia). Se realizé un anélisis de
correlacién entre cada par de variables en los machos (sobre la diagonal), en las hembras
(bajo la diagonal) y entre sexos para cada variable (sobre la diagonal). Los andlisis se
realizaron utilizando el valor medio de cada linea para cada caracter y sexo.

Machos
DO AC LT TA
Hembras DO 0,52%** 0,37%** 0,44*** 0,19**
AC 0,33*** 0,15*§ 0,84*** 0,59*%**
LT 0,49%=** 0,61*** -0,02 0,59%**
TA 0,30%** 0,40%** 0,58%** 0,69%**

DO: distancia interocular, AC: ancho de cabeza, LT: largo de térax, TA: tamafio de ala.
*p<0,05; *p<0,01; ***p<0,001. § No significativo tras aplicar la correccién de Bonferroni para
pruebas multiples (Pp = 0,0125).

Analisis genético-cuantitativo

Se realizaron andlisis de varianza para cuantificar el efecto del genotipo y de la
interaccién entre el genotipo y el sexo en la variaciéon de los caracteres vinculados al tamafio
corporal. Los resultados de los ANOVAs indican que hay varianza genética para todos los
caracteres ya que las fuentes de variacion genéticas (linea y/o linea por sexo) fueron
significativas (Tabla 2.2). En este aspecto, ambas fuentes de variacion genéticas explican entre
un 25% (DO y AC) y un 42% (LT) de la varianza fenotipica total (Tabla 2.2). Estos resultados
sugieren que un gran nimero de genes controla la expresién de dichos caracteres. Ademas, la
interaccion linea por sexo siempre fue significativa, indicando que la mutacion afecto
diferencialmente a ambos sexos.

A fin de identificar las lineas que contribuyeron a las diferencias significativas
observadas en los ANOVAs, se realizaron los contrastes de Dunnett para caracter y sexo por
separado. Los analisis mostraron que el 59% de las lineas (113 de las 191 lineas estudiadas)
difiri6 significativamente de la linea control, al menos para un caracter en un sexo (Tabla 2.3).
Asimismo, casi la mitad de las lineas (el 45% en machos y el 49% en hembras) mostr6
diferencias significativas con respecto al control sélo para un caracter cuando los sexos fueron

analizados en forma separada (Tabla 2.3, Figura 2.1).
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Tabla 2.2: Principales resultados de los ANOVAs para los caracteres vinculados al
tamafio corporal. Se realiz6 un ANOVA utilizando los valores transformados
correspondientes a cada variable de acuerdo con un modelo con los factores linea
(aleatorio) y sexo (fijo). Se muestra el valor de F y su significancia para cada fuente de
variacion correspondiente a cada ANOVA. Asimismo, se indica el porcentaje de la
varianza explicado por cada fuente de variacién aleatoria correspondiente a cada
ANOVA entre paréntesis.

Fuente de variacion DO AC LT TA
Linea 3,30%** (16) 1,24 0,90 5,52*** (28)
Sexo 98,48*** 12,27%* 54,44%%* 24,33%**
Linea x Sexo 2,73%** (9) 6,11*** (25) 11,22%** (42) 2,68*** (8)

DO: distancia interocular, AC: ancho de cabeza, LT: largo de térax, TA: tamafio de
ala. **p<0,01; ***p<0,001. En todos los casos, los machos mostraron valores medios
mayores que las hembras.

Iiachos (D] AT LT TA Hembras

L
Tvod =
L

g

fa)

21(3) 5 (3)
3 (1) 5 (1)
1 1
2 2
4 5
2 6
6 3
g 2
2 0
1 yi
11(3) 6 (3]
7 6

Figura 2.1: Numero de lineas en las que el elemento P afecté a uno,
dos, tres 6 cuatro caracteres vinculados al tamafio corporal en cada
sexo. Los nimeros entre paréntesis indican la cantidad de lineas
compartidas entre sexos en las que los caracteres vinculados al
tamafio corporal se vieron afectados de manera similar. Los
caracteres afectados por la mutacién se indican en gris oscuro. DO:
distancia interocular, AC: ancho de cabeza, LT: largo de térax, TA:
tamafio de ala.
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En ese sentido, el caracter afectado con mayor frecuencia en los machos fue TA mientras
que en las hembras fue AC (Tabla 2.3, Figura 2.1). Por otro lado, 18, 23 y 7 lineas mostraron
diferencias con respecto a la linea control para dos, tres, y cuatro caracteres en los machos
mientras que 22, 10 y 6 lineas mostraron dichas diferencias en las hembras, indicando que los
genes mutados presentan importantes efectos pleiotrépicos en los caracteres de tamafio
corporal (Tabla 2.3, Figura 2.1). Resulta interesante destacar que sélo siete lineas mostraron un
efecto fenotipico similar (aumentando o disminuyendo el tamafio) en ambos sexos (ntimeros
entre paréntesis en la Figura 2.1). De hecho, el efecto fenotipico de la mayoria de las mutaciones
fue diferente en machos y en hembras (Tabla 2.3, Figura 2.1) confirmando entonces, que el
efecto significativo de la interaccién entre la linea y el sexo (Tabla 2.2) fue la consecuencia de un
efecto fenotipico sexo-dependiente de las inserciones que ocurri6 de manera generalizada
(Tabla 2.3). Finalmente, sorprende encontrar que generalmente, como consecuencia de la
insercion del elemento P, los machos mostraron un aumento significativo de los caracteres
mientras que, en las hembras, los valores de los caracteres disminuyeron con respecto a los de la
linea control (Tabla 2.2). Es mas, este patron de efectos opuestos entre sexos no puede atribuirse
a unas pocas lineas con efectos fenotipicos mayores (Figura 2.2, Tabla 2.3).

Un andlisis de frecuencias considerando todos los caracteres juntos mostré que el
nimero de casos en los que el tamafio aumenta o disminuye difiere entre sexos (y4= 79,7;
p<0,0001) lo que sugiere que la mayoria de las lineas significativas presentaron efectos opuestos
entre sexos. Al analizar los datos de cada cardcter por separado, esta tendencia fue altamente
significativa para DO (y41= 23,2; p<0,0001); AC (y21= 35,4; p<0,0001) y LT (y21= 43,2; p<0,0001)
pero no resulté significativa para TA (y21= 0,4; p=0,5286) de lo que se desprende que la insercién

del elemento P podria conducir a una disminucién del dimorfismo sexual.
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Figura 2.2: Numero de lineas en las que la mutacion aumentd, disminuyé o
aument6 y disminuyo el valor de uno, dos, tres 6 cuatro caracteres vinculados al
tamafio corporal en a) machos y b) hembras.




Tabla 2.3: Lineas en las que la insercién del elemento P afecté a uno o mas caracteres vinculados al tamafio corporal en uno o ambos sexos.

Sitio de insercién Ubicaciéon Efecto fenotipico de la insercién del elemento P
Linea Gen candidato del elemento p[GT1] citogenética DO AC LT TA
3 ? 3 ? 3 ? 5) g
BG00177 CG9894 Enel gen 22A3 ns ns ns ns ns \ ns ns
BG00372b CG1678 A 1498 pb del extremo 3'  20A1 ns A\ ns ns v ns ns ns
BG00386¢ NMDA receptor 1 (Nmdar1) A 302 pb del extremo 3'  83A6-A7 ns ns ns ns ns ns A A ns
BG00429 No existe secuencia ns ns ns A A ns ns ns ns
BG00737 Heat shock protein 27 En el gen 67B1 A ns ns ns ns ns ns ns
(Hsp 27)
BGoo76y ~ CUamine ””dé"bfzpdg ﬁmangef actor A 1004 pb del extremo 5 64B13-B17  ns "5 A™ A% Ar M ax aw
BG00846 invected (inv) En el gen 47F15-7F17 ns A A A Aol Aol Aol Aol A
BG01010 Karl En el gen 10E3 ns ns ns A A ns ns \ v*
BG01011 misshapen (msn) A 1402 pb del extremo 3'  62E6-E7 ns A\ A ns A A ns A A Ao A
BG01018 forkhead box, sub-group O (foxo) A 104 pb del extremo 3'  88A5-A7 ns ns ns A A ns v* ns ns
BG01019 Nose ha.llo .51m.11.1 tuc.i de ns ns ns ns ns ns A A ns
secuencia significativa
BG01037¢ Pv integrin (PInt-v) En el gen 39A1 ns ns ns ns ns A A ns ns
BG01047b< frizzled (fz) En el gen 70D4-D5 A* ns A~ ns ns ns A* ns
BG01062 brother of iHog (boi) Enel gen 3A3 ns ns ns ns A* ns ns ns
BG01065 visgun (vsg) En el gen 67C5 ns ns ns A A ns ns ns ns
BG01228b derailed (drl) A 22728 pb del extremo 5' 37C7 ns ns ns ns ns ns A A~
BG01247 SRY interacting protein 1 (Sip1)  Enel gen 54B16 ns ns ns | ns ns ns ns
BG01279¢ CG17836 En el gen 91D4-D5 ns |\ Al ns A A ns |\ Ak ns \ Ak

(continiia en la proxima pagina)

41



Continuacién de la Tabla 2.3

BG01297
BG01314
BG01329
BG01361
BG01380
BG01385
BG01433
BG014912b
BG01498
BG01520
BG01538
BG01548
BG01556
BG015622
BG01563¢
BG01566
BG01573
BG01597
BG01607

BG01608

BG01613P
BG01633

CG33691
CG6540
CG4400
CG6854

Oseg4 / draper (drpr)

No existe secuencia
CG13791
tramtrack (ttk)

Casein kinase Ia (CKla)
E2F transcription factor (E2f)
No existe secuencia
a-Esterase-10 (a-Est10)
CG12078
headcase (hdc)
CG16708
arrest (aret)
forkhead box, sub-group O (foxo)
1(3)82Fd
Gliotactin (Gli)

No se hall6 similitud de
secuencia significativa

CG12161
scalloped (sd)

A 291 pb del extremo 3'
En el gen

En el gen

En el gen

En los genes

A 1596 pb del extremo 3'
A 1637 pb del extremo 3'
En el gen

En el gen

A 2624 pb del extremo 5'
A 5755 pb del extremo 5'
A 4750 pb del extremo 3'
A 51 pb del extremo 3'
En el gen

A 6088 pb del extremo 3'
En el gen

En el gen

A 1553 pb del extremo 3'

En el gen

6E2
17C7
11D1
71B4-B5
62B1

28B1
100F3
11B11
93E9-F1

84D9

63B14

99E4
82F11-83A1
33D3-D5
88A5-A7
82F8-F9
35D4

82F4
13F1

ns
ns
ns
ns
A*
ns
ns
A
ns
ns
A*
ns
ns
ns
A**
\ Ad
ns
ns

ns
A

ns

ns

ns
ns
ns
ns
ns
ns
\ Ad
ns
\ A
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns
ns

A**

ns

ns
ns
ns
ns
A
ns
ns
ns
A
ns
AT
ns
ns
A*
ns
ns
ns
ns

ns
A*

ns
A

ns
ns
A F*
A**
ns
ns
ns
ns
ns
\ Adu
ns
v*
A*
ns
ns
ns
ns
\ A
A**

ns

ns
A**

ns ns A A
ns ns ns A*
ns ns AT A
ns ns ns AT
A** ns ns ns
A ns A* ns
ns ns A A ns
ns ns ns ns
A *%k% v *%% ns ns
ns ns ns ns
A *k% v *k% A * A *
ns ns ns ns
ns ns ns ns
ns ns ns ns
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Continuacién de la Tabla 2.3

BG016352

BG01637
BG01655
BG01662

BG01689
BG01709
BG01713

BG01717

BG01726
BG01733
BG01735
BG01736
BG01780
BG01784
BG01839
BG01880

BG01892

BG01898
BG01902
BG019122

No se hall6 similitud de
secuencia significativa

tropomodulin (tmod)
CG32038
Laminin A (LanA)

No se hall6 similitud de
secuencia significativa

kermit
CG10694 / CG18428

No se hall6 similitud de
secuencia significativa

CG11382
CGe6175
CG13130/ big brain (bib)
CGb5966
CG11226
bunched (bun)

No existe secuencia
cookie monster (comr)

No se hall6 similitud de
secuencia significativa

No existe secuencia
mastermind (mam)
pxb

En el gen
En el gen
A 64 pb del extremo 5'

Enel gen

A 374 pb del extremo 5' /
A 520 pb del extremo 3'

A 197 pb del extremo 3'
A 2725 pb del extremo 5'
En los genes

A 29 pb del extremo 3'
En el gen

En el gen

A 4921 pb del extremo 5'

En el gen

En el gen

99F7-F8
67B7
65A8-A9

44B5
95E1

1E4
68C1-C2
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5D1
80A4
33E5-E9
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ns
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ns

ns
ns
ns

ns
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Continuacién de la Tabla 2.3

BG01990
BG02019
BG02023
BG02034
BG02042
BG02056
BG02058P
BG02063P
BG02065
BG02081¢«
BG02095

BG02108

BG02118
BG02128
BG02131b

BG02132

BG02157
BG02159
BG02173
BG021802
BG02192
BG021992

CG30492
CGI171
Fasciclin 3 (Fas3)
lilliputian (lilli)
easily shocked (eas)
longitudinals lacking (lola)
No existe secuencia
CG32685
toucan (toc)
Rtnll
echinoid (ed)

Doughnut on 2 (dnt) / CG13086

Protein kinase 61C (Pk61C)
lethal (1) G0O007 (I(1)G0007)
CG31886

No se hall6 similitud de
secuencia significativa

CG8177
CG32666
NFAT
nuclear fallout (nuf)
boule (bol)
division abnormally delayed (dally)

A 501 pb del extremo 3'
En el gen
En el gen
En el gen
En el gen
En el gen

En el gen
En el gen
En el gen
A 2888 pb del extremo 3'

A 546 pb del extremo 5' /
A 326 pb del extremo 3'

A 35 pb del extremo 3'
En el gen
A 2236 pb del extremo 3'

A 2746 pb del extremo 3'
En el gen

En el gen

En el gen

En el gen

A 22 pb del extremo 3'

43E5-E7
25F4-F5
36F2-F4
23C1-C3
14B7
47A11-A13

9B1
23D1-D2
25B9-C1
24D4-D6

37D2

61B1
12E3-E5
29F5-29F5

67C7-C8
10C1-C5
12A9-B2
70D3-D4
66F5-67A1
66E1-E3

ns
ns
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ns
ns
A**
A**
ns
ns
ns
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A *k%

ns
ns

ns
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ns
ns
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ns
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ns
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ns
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ns
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ns
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Continuacién de la Tabla 2.3

BG02210
BG02219
BG02239
BG02240
BG02241
BG02262
BG02286
BG02306
BG02314¢
BG02327¢
BG02358
BG02359
BG02380
BG023862<
BG02391«
BG02395
BG02398
BG02412
BG024152
BG024352
BG02441
BG02462
BG02469

lamina ancestor (lama)
Smrter (Smr)
CG11550
bipl
bifocal (bif)
Smrter (Smr)
CG32529 / amnesiac (ammn)
CG10641
jing
pipsqueak (psq)
pv integrin (BInt-v)
innexin 7 (inx7)
Laminin A (LanA)
Sema-bc
neuralized (neur)
CG3587
CG41475
CG8062
capricious (caps)
Tollo
CG32781
CG6301
Laminin A (LanA)

En el gen

A 375 pb del extremo 3'
A 9536 pb del extremo 5'
A 4666 pb del extremo 5'
En el gen

En el gen

En los genes

En el gen

A 289 pb del extremo 3'
En el gen

A 699 pb del extremo 5'
En el gen

A 151 pb del extremo 5'
A 171 pb del extremo 5'
En el gen

A 9070 pb del extremo 5'
En el gen

A 351 pb del extremo 5'
A 184 pb del extremo 3'
A 4583 pb del extremo 5'
A 7908 pb del extremo 5'
A 1398 pb del extremo 5'
A 170 pb del extremo 5'

64C12-C13
11B10-B14
100D1
66B3
10D4-D5
11B10-B14
18F4-19A2
37B8

42B3
47A13-B1
39A1

6E4
65A8-A9
68F2
85C2-C3
2B16
20D2-E1
18C2
70A3-A4
71C1
3E7-E8
53D11
65A8-A9

ns
ns
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ns
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ns
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Continuacién de la Tabla 2.3

BG02529 No existe secuencia ns ns \ A ns ns A A ns ns
scosss ozl i T SO U
BG02566a< Calreticulin (Crc) En el gen 85E1 ns \ Ald A ns A* ns ns ns
BG02601¢ CG14782 En el gen 2B1 ns ns 7 S S S A* AT AT
BG026052P scalloped (sd) En el gen 13F1-F4 A~ A** ns ns ns ns AT ns
BG02690 CG14478 En el gen 54B16 A* ns ns A A ns ns ns A A
BG027272 escargot (esg) A 110 pb del extremo 3'  35D2 ns ns ns ns ns ns ns \ A
BG02830 Lipid storage droplet-2 (Lsd-2) A 61 pb del extremo 5' 13A8-A9 ns v* v* A A A A \ A A\ A

DO: distancia interocular, AC: ancho de cabeza, LT: largo de térax, TA: tamafio de ala. 2 Linea significativa para el cardcter “Numero de quetas” (Norga et al., 2003); ® Linea
significativa para el cardcter “Resistencia a la inaniciéon” (Harbison et al., 2004); < Linea significativa para el caracter “Comportamiento olfatorio” (Sambandan et al., 2006). ns:
no significativo, *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001. Lineas ns para todo los caracteres (gen/es candidato/s): BG00369 (CG13334/CG13333), BG00373 (CG11226), BG00489 (Osiris 9),
BG00524 (RNA no codificante 001:3R), BG00528 (Osiris 9), BG00664 (No existe secuencia), BG00683 (Furin 1/CG5127), BG00735 (schizo/CG10581), BG00930 (No existe
secuencia), BG00985 (No existe secuencia), BG00990 (wing blister), BG00992 (CG17574), BG01007 (CG8776), BG01009 (CG17025), BG01014 (spichthyin), BG01017 (No se hallé
similitud de secuencia significativa), BG01028 (Trithorax-like), BG01045 (No se hall6 similitud de secuencia significativa), BG01066 (No existe secuencia), BG01081 (Glutamate
oxaloacetate transaminase 1), BG01127 (muscleblind), BG01214 (sugarless/CG10064), BG01218 (CG6767), BG01257 (1.28), BG01290 (Btk family kinase at 29A), BG01339 (cricklet),
BGO01354 (CG30492), BG01412 (No existe secuencia), BG01488 (musashi), BG01515 (female sterile (1) homeotic), BG01543 (Merlin), BG01565 (Defense repressor 1), BG01568
(CG32560), BG01600 (CG31666), BG01618 (CG6398), BG01628 (Malic enzyme), BG01645 (faint sausage), BG01649 (cricklet), BG01659 (desert), BG01660 (No existe secuencia),
BG01672 (CG14591), BG01674 (Neuroglian), BG01683 (CG32572), BG01705 (CG9650), BG01714 (CG11940), BG01716 (PAPS synthetase), BG01725 (lethal (3) neo 38), BG01763 (No
se hall6 similitud de secuencia significativa), BG01769 (No existe secuencia), BG01822 (IGF-II mRNA-binding protein), BG01828 (No existe secuencia), BG01835 (No existe
secuencia), BG01858 (No se hall6 similitud de secuencia significativa), BG01859 (No existe secuencia), BG01893 (lethal (3) 07882/Splicing factor 1), BG01947 (Id14), BG01949
(ade5/CG12717), BG02003 (6-phosphofructo-2-kinase/CG14199), BG02067 (Isoleucyl-tRNA synthetase), BG02088 (CG15309), BG02102 (Nnfla), BG02106 (CG31145), BG02107 (No se
hall6 similitud de secuencia significativa), BG02109 (tartan), BG02113 (Laminin A), BG02130 (Thor), BG02175 (No se hallé similitud de secuencia significativa), BG02292 (No
se hall6 similitud de secuencia significativa), BG02439 (CG32556/CG8188), BG02480 (No existe secuencia), BG02520 (Vacuolar H+ ATPase 16kD subunit), BG02524 (CG12418),
BG02560 (CG9674/nudC), BG02563 (capricious), BG02612 (CG31531), BG02631 (No se hallé similitud de secuencia significativa), BG02747 (rutabaga), BG02823 (scylla).
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Identificacién y analisis funcional de genes

Se identificaron 92 genes candidatos que afectan a los caracteres vinculados al tamafio
corporal estudiados considerando aquellos en los que la insercién del elemento P se encuentra a
una distancia no mayor a 5 Kb del sitio de inicio de la transcripcion del gen (sélo se selecciond
como candidato al gen mds cercano a la insercién excepto en aquellos casos en los que dos
genes estdn a una distancia menor a 1 Kb de la mutacion y la insercién no ocurrié en ninguno
de los genes; Tabla 2.3). Por un lado, en cinco de las 113 lineas significativas, la insercién del
elemento P se encuentra en la vecindad de dos genes (Tabla 2.3). Este es el caso de las lineas
BGO01380 (genes Oseg4 y draper (drpr)), BG01713 (genes CG10694 y CG18428), BG01735 (genes
CG13130 y big brain (bib)), BG02108 (genes Doughnut on 2 (dnt) y CG13086) y BG02286 (genes
CG32529 y amnesiac (amn); Tabla 2.3). Por otro lado, se registr6 la insercion del elemento P en el
mismo gen candidato en dos o mas lineas diferentes. Este es el caso del gen scalloped (sd; lineas
BG01633 y BG02605), Smrter (Smr; BG02219 y BG02262), pv integrin (BInt-v; BG01037 y BG02358),
y Laminin A (LanA; BG01662, BG02380 y BG02469; Tabla 2.3). Una observacién interesante es
que distintos sitios de insercién en el mismo gen (es decir, distintas lineas) mostraron resultados
diferentes, indicando que el sitio exacto del transposén determina el efecto fenotipico de la
mutacién, como fue observado previamente para otros caracteres (Rollmann et al., 2006). La
insercion del elemento P en distintos sitios del primer intrén de sd provocé un incremento del
tamarfio en todos los caracteres estudiados excepto por DO en ambos sexos de la linea BG01633
asi como un aumento en DO en ambos sexos y en TA en machos de la linea BG02605 (Tabla 2.3).
Las mutaciones que afectaron a Smr produjeron un incremento de tamafio en TA en machos de
la linea BG02219 y una disminucién en AC y LT en hembras asi como en TA en ambos sexos de
la linea BG02262 (Tabla 2.3). Estas inserciones ocurrieron a 375 pb del extremo 3' del gen y en el
primer intréon de Smr respectivamente (Tabla 2.3). Las mutaciones que afectaron a plnt-v
causaron una disminucién de tamafio en LT en hembras de la linea BG01037 y un aumento en
todos los caracteres excepto por TA en machos asi como una disminucién en AC y LT en
hembras de la linea BG02358 (Tabla 2.3). Estas inserciones ocurrieron en el primer exény a 699
pb del extremo 5' de fInt-v respectivamente (Tabla 2.3). Finalmente, tres inserciones afectaron a
LanA: una aument6 DO en hembras y disminuy6 TA en machos de la linea BG01662; la segunda
aumentd LT y TA en machos de la linea BG02380 y la tercera caus6 el incremento de todos los
caracteres estudiados excepto por DO en ambos sexos de la linea BG02469 (Tabla 2.3). Estas
inserciones se ubicaron a 64, 151 y 170 pb del extremo 5' de LanA respectivamente (Tabla 2.3).

Como se menciond en el capitulo anterior, el camino de sefializacién del factor de
crecimiento de tipo insulinico es el sistema principal que regula la proliferaciéon y el crecimiento

celular y juega un rol fundamental en la determinacién del metabolismo y el almacenaje de
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nutrientes (Edgar, 2006). Asimismo, el circuito denominado TOR juega un rol més prominente
en la regulacion del crecimiento celular en respuesta la disponibilidad de nutrientes (Cardenas
et al., 1999; Zhang et al., 2000). Unicamente dos de los 92 genes candidatos identificados que
afectan al tamafio corporal, forkhead box, sub-group O (foxo) y Protein kinase 61C (Pk61C) (Tabla
2.3), estan directamente relacionados con estos caminos metabdlicos (por ejemplo, de Jong &
Bochdanovits, 2003; Oldham & Hafen, 2003). Las inserciones del elemento P en estos genes
causaron una reduccién del tamafio de dos o tres caracteres de tamafio corporal sélo en las
hembras (Tabla 2.3). foxo es un elemento regulatorio clave del camino de sefializacién de la
insulina y activa tanto “rio abajo” como “rio arriba” blancos de esta cascada de sefializacién por
un mecanismo de retroalimentacion transcripcional que regula el crecimiento y la proliferacion
celular (Junger et al., 2003; Puig et al., 2003). Particularmente esta relacionado con la regulacion
negativa de la proliferacién y el tamafio celular y, como se espera, a la regulacion negativa del
tamafio corporal (Hwangbo et al., 2004; Kramer et al., 2003). Entonces, nuestra hipotesis a priori
era que la mutacién de foxo generara una supresion de su expresiéon produciendo moscas mas
grandes. Sin embargo, la insercién del elemento P a 104 pb del extremo 3' de este gen produjo
hembras con menor AC y LT (Tabla 2.3). Por lo tanto, los resultados parecen indicar que las
moscas portadoras de dos copias inactivadas de foxo presentan una regulacién negativa del
tamarfio corporal dependiente del sexo sugiriendo que la reducciéon del tamafio corporal en los
machos podria estar bajo restricciones més intensas. El segundo gen directamente relacionado
con los caminos se sefializacién de la insulina y TOR que afect6 al tamafio corporal, Pk61C, es
un mediador central del camino metabdlico entre Pi3K y varias kinasas serina/treonina
intracelulares que regulan el crecimiento celular, el tamafio de los 6rganos y la apoptosis
durante el desarrollo de Drosophila (Cho et al., 2001). Contrariamente a la actividad de foxo,
Pk61C media la regulacién positiva del tamafio corporal (Cho et al., 2001). Como la insercién del
elemento P a 35 pb del extremo 3' de este gen generé hembras con menores AC, LT y TA (Tabla
2.3), esta podria ser una mutaciéon de pérdida de funcién que presenta un efecto especifico en
las hembras. Nuevamente, estos resultados parecen reflejar restricciones en la direccién del
efecto de la mutacion.

Los genes con efectos significativos en caracteres de tamafio corporal fueron distribuidos
automdticamente en términos de ontologia génica correspondientes a las categorias Proceso
biologico, Funcion molecular y Componente celular, de acuerdo con sus anotaciones, usando
FatiGO+ (Al-Shahrour et al., 2005, 2006). En el anélisis correspondiente a la categoria Proceso
biolégico, se consideraron 485 términos de ontologia génica. Los 56 genes candidatos con
anotacion se distribuyeron en 37 términos de manera no excluyente (es decir, un gen

determinado puede estar asociado a més de un término, Tabla 2.4). Cada uno de los primeros 15
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términos engloba mas del 10% de los genes. En general, estos términos estan relacionados con
el desarrollo, procesos metabolicos, la localizacién, la reproduccion sexual, la organizacion y la
biogénesis de la célula, la comunicacién y la adhesion celular y el ciclo de la célula (Tabla 2.4).
Una gran proporcion de estos genes estan involucrados en el desarrollo (un 64% en Desarrollo de
organismo multicelular, un 57% en Desarrollo de estructura anatomica y un 50% en Proceso de
desarrollo celular) y/o en procesos metabélicos (un 50% en Proceso metabélico primario, un 50% en
Proceso metabolico celular y un 43% en Proceso metabolico macromolecular; Tabla 2.4). El anélisis de
la Funcion molecular considerd 111 descriptores y los 71 genes candidatos con anotacién en esta
categoria se distribuyeron, de manera no excluyente, en 19 términos de ontologia génica (Figura
2.3). Los términos que presentaron un mayor porcentaje de genes son: Unidn a proteina (70%),
Unidn a dcido nucleico (27%), Union a ion (14%), Actividad de transferasa (13%) y Unidn a nucledtido
(13%; Figura 2.3). Finalmente, en el andlisis correspondiente al Componente celular se incluyeron
54 descriptores y los 47 genes con anotacion en esta categoria se distribuyeron, de manera no
excluyente, en 7 categorias. La gran mayoria de los genes (98%) codifican alguna Parte de la
célula y un 51% codifica algan Producto unido a la membrana de una organela. Los términos
restantes (Producto no unido a la membrana de una organela, Parte de la region extracelular, Parte de
una organela, Complejo receptor y Parte de la matriz extracelular) engloban menos del 10% de los

genes candidatos que tienen alguna anotacion en esta categoria.
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Tabla 2.4: Distribuciéon de los genes candidatos con anotacién en
términos de ontologia génica correspondientes a la categoria Proceso
biologico usando FatiGO+. Los genes son distribuidos de manera no
excluyente (es decir, un determinado gen puede estar asociado a mas de
un término de ontologia génica). Los valores corresponden al porcentaje
de genes relacionado con cada término.

Términos de ontologia génica (Proceso bioldgico) % de genes
Desarrollo de organismo multicelular 64,29
Desarrollo de estructura anatémica 57,14
Proceso metabdlico primario 50,00
Proceso de desarrollo celular 50,00
Proceso metabdlico celular 48,21
Regulacién de proceso biolégico 44,64
Proceso metabdlico macromolecular 42,86
Biogénesis y organizacion celular 33,93
Comunicacién celular 26,79
Reproduccion sexual 23,21
Establecimiento de localizaciéon 14,29
Ciclo celular 12,50
Localizacion de la célula 12,50
Adhesioén celular 12,50
Divisién celular 10,71
Comportamiento 8,93
Respuesta a estimulo quimico 7,14
Regulacion de calidad bioloégica 7,14
Proceso biosintético 7,14
Muerte 7,14
Respuesta a estrés 7,14
Segregacion cromosdmica 5,36
Proceso catabélico 5,36
Proliferacion celular 5,36
Respuesta a estimulo externo 3,57
Respuesta a estimulo endégeno 3,57
Proceso reproductivo 3,57
Reconocimiento celular 3,57
Envejecimiento 3,57
Regulacién de funcién molecular 3,57
Interaccién comportamental entre organismos 1,79
Respuesta a estimulo abiético 1,79
Crecimiento de 6rgano 1,79
Crecimiento de organismo multicelular 1,79
Localizacién de proteina 1,79
Circulaciéon 1,79

Respuesta a estimulo bidtico 1,79
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Figura 2.3: Distribucién de los genes candidatos con anotacién en términos de
ontologia génica correspondientes a la categoria Funcion molecular usando
FatiGO+. Los genes son distribuidos de manera no excluyente (es decir, un
determinado gen puede estar asociado a mds de un término de ontologia
génica). Estos resultados corresponden al tercer nivel de analisis (el nivel que
contiene la informacién mas general de los productos de los genes analizados).

Dado que la metodologia empleada permitié cuantificar los cambios fenotipicos
producto de las inserciones, se identificaron los genes cuya mutaciéon originé los mayores
cambios de tamafio en DO, AC, LT y TA en el panel de genes con efectos significativos en
alguno de los caracteres estudiados (Tabla 2.5). En las hembras se detecto que las variaciones
fenotipicas mas importantes corresponden a disminuciones de los tamafios mientras que el
incremento del tamafio fue el cambio mas significativo detectado en los caracteres analizados en
los machos. El cambio en el valor fenotipico comparado con la linea control vari6, en las
hembras, entre el 11,6% de aumento en DO y el 15,4% de disminucion en LT y, en los machos,
entre el 12,2% y el 16,7% de disminucion e incremento de LT respectivamente (Tabla 2.5). No se
registr6 ningtn caso en el que una Gnica mutacién causara los mayores cambios fenotipicos en
todos los caracteres analizados. Sin embargo, la insercién del elemento P en invected (inv) fue
responsable de cinco de las ocho disminuciones de tamafio mas extremas considerando los

cuatro caracteres en ambos sexos por separado (Tabla 2.5).
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Tabla 2.5: Lineas que mostraron el cambio més extremo para cada carécter vinculado al tamarfio corporal
en machos y en hembras. Se muestran el/los gen/es afectado/s por la insercién del elemento P en cada
caso asi como el cambio (aumento o disminucién) del tamafio para cada caracter.

Hembras Machos

Caracter Gen Efecto % de cambio Gen Efecto % de cambio
DO lama v 13,59 CG6301 v 7,20
CG12161 A 11,57 CG13130/ bib A 15,59
AC inv v 12,88 inv v 10,31
BG01635 § A 1,86 CG41475 A 12,91
LT inov v 15,41 inv v 12,15
sd A 6,13 dnt/CG13086 A 16,66
TA inv v 9,88 1(1)G0007 v 7,57
sd A 8,56 kermit A 9,19

DO: distancia interocular, AC: ancho de cabeza, LT: largo de térax, TA: tamafio de ala. El porcentaje de
cambio es con respecto de la linea control. § Ningtn gen pudo ser identificado.

Efectos pleiotropicos en los caracteres de tamafio corporal

En ocho de las 191 lineas analizadas, la insercion del elemento P afect6
significativamente a tres o cuatro caracteres en ambos sexos. En todos estos casos, se identifico
al menos un gen como posible blanco de la mutacion: inv, sd, dnt y CG13086, lamina ancestor
(lama), CG11550 (aunque, en este caso, el elemento P esta a 9,6 Kb del sitio de comienzo de la
transcripcion del gen), LanA, CG14782 y Lipid storage droplet-2 (Lsd-2; Tabla 2.3). Cuando todas
las lineas fueron ordenadas de acuerdo con la magnitud del cambio para cada caracter y sexo
por separado, estas ocho lineas estuvieron entre aquellas que exhibieron la mayor disminucion
(inv, lama, dnt / CG13086, CG11550 y Lsd-2) o el mayor incremento (sd, dnt / CG13086, LanA y
CG14782) en los valores de la mayoria de los caracteres estudiados.

Los principales resultados de los ANOVAs realizados para conocer la magnitud del
efecto mutacional inducido por la insercién del elemento P en los caracteres morfologicos en
aquellas lineas que resultaron ser las mas pleiotrépicas (es decir, aquellas en las que se vieron
afectados mds caracteres, los cuatro en un sexo y tres en el otro) se muestran en la Tabla 2.6. En
algunas lineas, la insercién del elemento P no tuvo un efecto homogéneo en el tamafio de los
distintos caracteres ni entre sexos. Por ejemplo, la mutacién de lama afect6 a los caracteres de
manera desigual, aumentando algunas partes y disminuyendo otras en los machos y
disminuyendo todas en las hembras (Tablas 2.3 y 2.6). La inserciéon del elemento P que podria

afectar a CG11550 produjo un efecto fenotipico similar al mencionado antes (Tablas 2.3 y 2.6). La
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insercion cercana a Lsd-2 caus6 un efecto diferente ya que todos los caracteres disminuyeron de
manera similar en ambos sexos (Tablas 2.3 y 2.6). Esta mutacién provocé un decremento medio
del tamafio de los distintos caracteres del 5,6%, lo que ubica a esta linea dentro de las 19 de
tamarfio corporal mas pequeno. De manera similar, la insercién del elemento P en inv disminuy6
el tamafio de todos los caracteres aunque el cambio fue significativamente mayor en las
hembras que en los machos (Tablas 2.3 y 2.6). Esta mutacién causé una disminucién media del
tamafo de los distintos caracteres del 9% en los machos y del 12% en las hembras (Tablas 2.3 y
2.6), lo que ubica a esta linea dentro de las 10 de tamafio corporal mas pequefio.

Los principales resultados de los ANOVAs realizados para conocer la magnitud del
efecto mutacional inducido por la insercion del elemento P en las lineas que mostraron
diferencias significativas con respecto al control para todos los caracteres morfolégicos en un
sexo (seis en machos y tres en hembras) se muestran en la Tabla 2.7. La insercién del elemento P
en tropomodulin (tmod; Tabla 2.3) es la tnica que aument6 el tamafio de todos los caracteres de
manera similar en los machos (Tabla 2.7). Las mutaciones en las lineas BG01608 y BG01538, en
las que no se pudo identificar ningtin gen cerca de los sitios de inserciéon del elemento P (Tabla
2.3) y las mutaciones que afectan a bifocal (bif; Tabla 2.3), longitudinals lacking (lola; Tabla 2.3) y
CG8062 (Tabla 2.3) aumentaron todos los caracteres analizados de manera desigual en los
machos (Tabla 2.7). En las hembras, la mutacion que afecta a misshapen (msn; Tabla 2.3)
disminuyo el tamafio de todos los caracteres de la misma manera y las inserciones que afectaron
a CG17836, amn y CG32529 (Tabla 2.3) causaron una disminucién mayor en DO que en ningtn
otro caracter (Tabla 2.8). La mayoria de estés lineas de efecto sexo-especifico estuvieron entre las
lineas que mostraron el mayor aumento o disminucién de tamafio en algin caracter y sexo.
Particularmente, la insercion que afecta a CG32529 y amn caus6 una disminucién media del 5%

en los machos y del 7% en las hembras.
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Tabla 2.6: Principales resultados de los ANOVAs realizados para conocer la
magnitud del efecto mutacional inducido por la insercién del elemento P en los
caracteres morfologicos en las lineas més pleiotrépicas (aquellas en las que se vieron
afectados mads caracteres). Cada ANOVA se realizé utilizando los wvalores
transformados de las cuatro variables en cada linea por separado de acuerdo con un
modelo con los factores fijos cardcter y sexo. Se muestran el valor de F y su
significancia para las fuentes de variaciéon correspondientes a los distintos
ANOVAs. Los valores medios corresponden al promedio de los valores

transformados de cada caracter.

Linea BG00846 BG02210 BG02239 BG02830
Gen candidato inv lama CG11550 Lsd-2
Fuente de variacién

Caracter 18,07%** 6,39%** 3,13* 0,64
Sexo 17,57%** 328,85%** 225,02%** 2,80
Caracter x Sexo 0,12 42 ,07%** 32,37%** 0,06
Valor medio

Machos

DO -0,05a 0,012 0,082 -0,06
AC -0,10p 0,04ab 0,052 -0,05
LT -0,12b 0,07v 0,102 -0,06
TA -0,072 -0,05¢ -0,03b -0,04
Hembras

DO -0,09a -0,14a -0,07a -0,07
AC -0,13p -0,10a -0,09ab -0,07
LT -0,15b -0,13a -0,14b -0,07
TA -0,10a -0,05p -0,02ac -0,05

Letras diferentes denotan diferencias significativas entre los valores medios en cada
sexo. DO: distancia interocular, AC: ancho de cabeza, LT: largo de térax, TA:

tamafo de ala. *p<0,05; ***p<0,001.
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Tabla 2.7: Principales resultados de los ANOV As realizados para conocer la magnitud del efecto
mutacional inducido por la insercién del elemento P en las lineas que mostraron diferencias
significativas con respecto al control para todos los caracteres morfolégicos en un sexo. Cada
ANOVA se realiz6 utilizando los valores transformados de las cuatro variables en cada linea por
separado de acuerdo con un modelo con el factor fijo caracter. Se muestran el valor de F y su
significancia para las fuentes de variacién correspondientes a los distintos ANOVAs. Los
valores medios corresponden al promedio de los valores transformados de cada caracter.

Valor medio

Linea (Gen candidato) F (caracter) DO AC LT TA
Machos

BGO01538 § 9,86*** 0,082 0,10a 0,12a 0,03b
BG01608 § 8,17*** 0,092 0,04 0,06b 0,04v
BGO01637 (tmod) 1,46 0,06 0,04 0,05 0,03
BG02056 (lola) 3,17* 0,082 0,05ab 0,05ab 0,04
BG02241 (bif) 13,55%** 0,11a 0,060 0,06 0,04b
BG02412 (CG8062) 21,84*** 0,10a 0,132 0,132 0,03b
Hembras

BGO01011 (msn) 0,61 -0,07 -0,07 -0,05 -0,08
BG01279 (CG17836) 7,06%%* -0,10a -0,04b -0,06> -0,06>
BG02286 (amn/CG32529) 4,72%* -0,11a -0,06P -0,06> -0,06>

Letras diferentes denotan diferencias significativas entre los valores medios en cada sexo. DO:
distancia interocular, AC: ancho de cabeza, LT: largo de térax, TA: tamafio de ala. *p<0,05;
**p<0,01; **p<0,001. § Ningtin gen pudo ser identificado.

Es importante notar que sélo inv, lama, CG11550 y Lsd-2 parecen ser genes con efectos
altamente pleiotrépicos en ambos sexos y, atn cuando las mutaciones que afectan a estos genes
generalmente causaron una disminucion del tamafio, no hay un patrén evidente en su efecto
relativo en diferentes caracteres de tamafio corporal. Asimismo, es interesante notar que las
mutaciones que afectaron a todos los caracteres en los machos causaron un aumento del tamafio
en este sexo mientras que las inserciones que afectaron a todas las variables en las hembras
produjeron una disminucién del tamafio en este sexo. Este patrén ya fue mencionado
anteriormente para todas las lineas. En estos casos de alta pleiotropia sexo-especifica, DO fue el
caracter que mostré los mayores cambios fenotipicos en ambos sexos. De hecho, este caracter
presentd un aumento medio del 8,7% en los machos con respecto al control (los aumentos
medios en AC, LT y TA fueron del 6,8%, 7,8% y 3,4% respectivamente) mientras que en las
hembras DO disminuy6, en promedio, un 9,3% con respecto al control (las disminuciones

medias en AC, LT y TA fueron del 5,6%, 5,8% y 6,2% respectivamente).
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Discusién

Se utilizaron lineas obtenidas por mutagénesis por insercion de elementos P
(Lukacsovich et al., 2001) para identificar genes candidatos involucrados en la determinacién de
cuatro caracteres de tamafio corporal: la distancia interocular (DO), el ancho de la cabeza (AC),
el largo del térax (LT) y el tamafo del ala (TA). El nimero de genes afectados por las
mutaciones representa entre el 1 y el 1,5% de todos los genes del genoma de Drosophila. Sin
embargo, se debe considerar que alrededor del 60% de las lineas mostré diferencias con
respecto al control para algin caracter en un sexo y que cerca del 35% mostr¢ tales diferencias
para un sélo cardcter en un sexo. Estos resultados reflejan la complejidad de la arquitectura
genética de estos caracteres cuya expresion aparentemente involucra una gran proporcién del
genoma.

Una caracteristica interesante de estos resultados es que, en promedio, los efectos de las
inserciones del elemento P tendieron a disminuir el dimorfismo sexual en el tamafio corporal.
De hecho, la mayoria de las mutaciones con efectos significativos aumentaron el tamafo en los
machos y lo disminuyeron en las hembras. Los resultados indican que las mutaciones que
redujeron las diferencias de tamafio entre los sexos estuvieron localizadas en los cromosomas
autosémicos més frecuentemente que aquellas que afectaron a ambos sexos por igual o que
aumentaron el dimorfismo sexual, las cuales se estuvieron predominantemente ligadas al X.
Entre los 92 genes identificados, la mayoria esta involucrada en el desarrollo y/o en procesos
metabdlicos y sus funciones moleculares incluyen principalmente las de unién a proteinas y a
acidos nucleicos. Aunque varios genes mostraron efectos pleiotropicos en relacién con el
tamafio corporal, pocos estuvieron involucrados en la expresion de todos los caracteres en uno
o ambos sexos. Estos genes parecen ser importantes para diferentes aspectos relacionados con el
funcionamiento general del organismo. Algunos de estos genes que orquestan la expresion de
casi todos los caracteres de tamafio corporal en uno o ambos sexos, también contribuyen a la
expresion de otros caracteres importantes como el nimero de quetas abdominales y
esternopleurales (Norga et al., 2003), la resistencia a la inanicién (Harbison et al., 2004) y el
comportamiento olfativo (Sambandan et al., 2006; Tabla 2.3). En general, los resultados indican
que la arquitectura genética de los caracteres de tamafio corporal involucra una gran fracciéon

del genoma y es en gran medida carécter y sexo-especifica.

Analisis de correlacién genética

Las correlaciones genéticas entre caracteres de tamafio corporal han sido bien
documentadas en Diptera (por ejemplo, Barker & Krebs, 1995; Cowley & Atchley, 1988, 1990;
David et al., 2006a, b; De Moed et al., 1997; Fernandez Iriarte et al., 2003; Loeschcke et al., 1999;
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Misra, 1966; Moreteau et al., 2003; Norry et al., 1997a, b, c, 2000; Partridge et al., 1999; Rohlf &
Sokal, 1972; Scheiner et al., 1991; Sisodia & Singh, 2001; Wilkinson et al., 1990). La mayoria de los
estudios mostraron que las correlaciones positivas entre las mediciones de diferentes partes del
cuerpo lo que indicaria que las tasas de proliferacion y crecimiento celular de distintos discos
imaginales son proporcionales durante el crecimiento larval. Esto, a su vez, permitiria explicar
la existencia de ciertas restricciones que limitarian la divergencia del plan corporal fundamental
de las moscas. Sin embargo, de acuerdo con los resultados de este experimento, el porcentaje de
la varianza total explicado por las correlaciones entre los caracteres fue generalmente mas bajo
que lo informado previamente para D. melanogaster (por ejemplo, Cowley & Atchley, 1988, 1990;
De Moed et al., 1997; Scheiner et al., 1991). Es mas, los resultados comentados anteriormente no
apoyan completamente la hip6tesis de que caracteres derivados del mismo disco imaginal estan
mejor correlacionados entre si que aquellos que provienen de precursores diferentes como fue
discutido con anterioridad (Cowley & Atchley, 1990). Ciertamente, ni los caracteres derivados
del disco alar (los caracteres de térax y ala) ni los provenientes del disco 6culo-antenal (los
caracteres de la cabeza) mostraron coeficientes de correlacion mayores entre ellos que con
caracteres derivados de precursores embrionarios diferentes. Por ejemplo, DO y AC estuvieron
mejor correlacionados con LT que entre ellos mismos y, ain cuando TA mostré una correlacién
significativa con LT, el coeficiente de correlacién entre AC y LT fue mayor. Por lo tanto, estos
resultados concuerdan mejor con un modelo de crecimiento autébnomo para distintas partes del
cuerpo, como el propuesto por Stern y Emlen (1999). Estos autores argumentaron que el
crecimiento de diferentes estructuras podria estar parcialmente regulado por mecanismos que
involucran un sistema centralizado para la traduccién del tamafio corporal en una sefial de
crecimiento y/6 por la comunicacién entre tejidos imaginales y el resto del cuerpo. Sin
embargo, si distintos 6rganos mostraran diferencias en la densidad de receptores para tal serial
de tamario corporal, esto llevaria a diferencias de sensibilidad entre 6érganos lo que podria conducir
a alometrias o6rgano-especificas. Un mecanismo de esta indole explicaria la existencia de
variacion genética intrapoblacional asi como el dimorfismo sexual (Stern & Emlen, 1999). En ese
sentido, DO y TA fueron los tinicos caracteres que estuvieron correlacionados positivamente
entre sexos. Estos resultados sugieren la existencia de dimorfismo sexual en la arquitectura
genética de algunos caracteres de tamafo corporal, lo que podria ser una caracteristica comtn
con otros caracteres como la resistencia a la inanicién (Harbison et al., 2004), el namero de
quetas abdominales y esternopleurales (Norga ef al., 2003) y el comportamiento olfativo (Anholt

et al., 2003; Sambandan et al., 2006).
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Analisis genético-cuantitativo

Los andlisis genético-cuantitativos revelaron la existencia de una importante variacion
genética para todos los caracteres de tamafio corporal estudiados, aunque en dos de ellos se
encuentra enmascarada por fuertes interacciones entre la linea y el sexo. Los porcentajes de la
varianza fenotipica total explicados por el genotipo (la linea) y la interaccién entre el genotipo y
el sexo (linea x sexo) en relacion a cada caracter de tamafio corporal también revelaron aspectos
importantes de la arquitectura genética de los caracteres morfolégicos. Primero, dichos
porcentajes (del 25% al 42%) sugieren que un ntimero importante de genes contribuye a la
expresion de estos caracteres. Es mads, el efecto de estos genes depende del sexo ya que un
porcentaje sustancial de la varianza fenotipica total fue explicado por la interaccién entre la
linea y el sexo (del 8% al 42%). Segundo, y quizds mas sorprendente, el porcentaje de la
varianza fenotipica total explicado por ambos componentes genéticos para cada uno de los
distintos caracteres de tamafio corporal estan entre los valores mas bajos que se han registrado
hasta el momento para otros caracteres cuantitativos estudiados utilizando el mismo grupo de
lineas. Este valor conjunto fue del 81% para la resistencia a la inaniciéon (Harbison et al., 2004),
del 64% para el tiempo de desarrollo (Mensch et al., 2008), del 57% para el numero de quetas
esternopleurales (Norga et al., 2003), del 56% para el nimero de quetas abdominales (Norga et
al., 2003) y del 31% para el comportamiento olfativo (Sambandan et al., 2006). Sin embargo, se
debe considerar que estos resultados se obtuvieron usando un fondo genético particular. Es
mas, los caracteres vinculados al tamafio corporal analizados tienen un cierto error de medicion
asociado el cual, en combinacion con la varianza interindividual, podria reducir en gran medida
la proporcion de la varianza fenotipica explicada por los componentes genéticos.

A su vez, cuando se analizaron los sexos por separado, se observé que la mitad de las
lineas mostré diferencias con respecto al control para un tnico caracter, lo que explica el bajo
porcentaje de la varianza fenotipica total explicado por la correlacion entre distintos caracteres
dentro de cada sexo. Excepto por siete lineas en las cuales la mutacién afect6 a los caracteres de
tamafio corporal de manera similar en ambos sexos, las insercién del elemento P generalmente
aumento el tamafio de uno o més caracteres en los machos mientras que lo disminuy6 en las
hembras. Este efecto opuesto entre sexos, que reduce el dimorfismo sexual en caracteres
vinculados al tamafio corporal, explica el bajo porcentaje de la varianza fenotipica total
explicada por la correlacién entre sexos para cada variable. Sin embargo, estos efectos opuestos
entre sexos causados por las inserciones fueron significativos para los caracteres vinculados a la
cabeza (DO y AC)y para LT pero no para TA. Estos resultados apoyan fuertemente la hipétesis
de que la arquitectura genética de distintos caracteres de tamafio corporal (al menos para DO,

AC y LT) difiere entre machos y hembras y pueden reflejar limitaciones para la divergencia de
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estos caracteres entre los sexos. Particularmente, la reduccién del dimorfismo sexual como
consecuencia de la mutagénesis por inserciéon de elementos P sugiere que el tamafio corporal
podria estar sujeto a distintos tipos de seleccién en cada sexo lo cual, a su vez, podria explicar
las diferencias existentes entre sexos en la naturaleza.

Estudios previos (Fisher, 1958; Lande 1980) relacionados con la evolucién del
dimorfismo sexual establecieron que, por defecto, los genes se expresarian en ambos sexos (es
decir, los valores de los caracteres estarfan correlacionados genéticamente). De esta manera,
cuando machos y las hembras fueran seleccionados para diferentes valores de los caracteres, el
movimiento en un sexo hacia su 6ptimo alejaria al otro sexo de su 6ptimo. En este caso, las
mutaciones serian “sexualmente antagénicas” porque su efecto positivo en un sexo estaria
asociado a un efecto negativo en el otro. El hecho de que en una poblacién segreguen alelos
sexualmente antagoénicos, podria llevar a que se seleccionen variantes que lleven a la ruptura de
la correlacion genética entre sexos, por ejemplo, a través de modificadores (Rice, 1984). En ese
sentido, Rice (1984) determiné que los genes codificando para caracteres sexualmente
dimérficos deberian estar localizados desproporcionadamente en el cromosoma X. Sin embargo,
estos datos indican que los genes que serian responsables del dimorfismo sexual (es decir,
aquellos en los que la mutacién redujo las diferencias de tamafio entre sexos) se distribuyeron
desproporcionadamente en los cromosomas autosémicos respecto de aquellos que no afectarian
al dimorfismo o lo reducirian (los genes en los que la mutacién afecté a ambos sexos de forma
similar o aumenté el dimorfismo sexual), los cuales estuvieron predominantemente ligados al
cromosoma X (x1=12,22; p=0,0005). Es interesante notar que la distribucién de los genes que
afectaron a los caracteres de tamafio corporal a lo largo del genoma no se apart6 de la esperada
por azar (x%=0,05; p=0,9753). Este resultado aparentemente contradice estudios previos que
informaron una contribuciéon mayor del cromosoma X a la varianza genética asociada a
caracteres vinculados al tamafio corporal en D. melanogaster (Cowley & Atchley, 1988; Kearsey
& Kojima, 1967). Finalmente, los efectos sexo-especificos en los caracteres relacionados con el
tamafio corporal podrian implicar la existencia de fuertes interacciones entre genes
involucrados en la cascada genética responsable del sexo y muchos otros genes (genes
directamente implicados en la morfogénesis y otro tipo de genes) distribuidos en todo el
genoma. Esto, a su vez, sugiere que la arquitectura genética del dimorfismo sexual para
caracteres de tamafio corporal es muy compleja e involucra interacciones entre distintas redes

génicas.

Identificacién y analisis funcional de genes

El anélisis funcional de los 92 genes candidatos revelé que la mitad de ellos estdn
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involucrados en el desarrollo y/6 en procesos metabolicos. Es mas, el andlisis de ontologia
génica mostré que casi todos los productos de estos genes forman parte de la célula y que mas
de la mitad de ellos estan unidos a la membrana de una organela. Finalmente, el 70% presenta
actividad de unién a proteinas y mas del 27% se une a acidos nucleicos.

Ocho de los 92 genes candidatos afectan tres o cuatro caracteres vinculados al tamafio
corporal en ambos sexos (dnt, inv, LanA, lama, CG13086, sd, CG14782 y Lsd-2); al menos cuatro
contribuyen a la expresion de todos los caracteres en los machos (lola, tmod, bif y CG8062)
mientras que otros cuatro afectan la expresion de todos los caracteres en las hembras (msn,
CG17836, CG32529 y amn). Las mutaciones en cuatro de estos genes candidatos (inv, Lsd-2, amn
y CG32529) result6 en la disminucion de casi todos los caracteres de tamafio corporal en ambos
sexos. En cambio, s6lo se observé un aumento del tamafio en todos los caracteres cuando el gen
mutado fue sd, tomando en cuenta los cambios fenotipicos causados por las dos inserciones
independientes del elemento P en este gen (Tabla 2.3).

Aparentemente, hasta el momento de realizar este trabajo, no hubo registros
relacionados con el efecto fenotipico de dnt, CG13086, CG14782, CG8062, CG17836 y CG32529
(Flybase, quinta publicacién). Con respecto a LanA, lama, bif, lola, tmod y msn, la base de datos de
Flybase (Flybase, quinta publicacién) presenta una cantidad considerable de informacién; sin
embargo, no hay referencias en relacion con los efectos de estos genes en el tamafio de los
6rganos o del cuerpo. Algo similar ocurre en relacién a otros genes tales como inv, el cual esta
cercanamente emparentado con engrailed (un gen de polaridad segmental; Coleman et al., 1987)
en cuanto a la posicién en el genoma (de hecho, estdn uno a continuacién del otro), la secuencia
y el patrén de expresion. Sin embargo, hasta este estudio, no se habian registrado los efectos
fenotipicos de este gen, al menos con respecto al tamafo corporal. Lsd-2 es un gen vinculado al
transporte de particulas lipidicas a lo largo de los microtibulos y a la regulacién de dicho
transporte (Welte et al., 2005) asi como al secuestro de lipidos (Gronke et al., 2003) y de
triacilglicerol (Teixeira et al., 2003). En general, los estudios del efecto de las mutaciones de
pérdida o ganancia de funcién de Lsd-2 han mostrado que este gen es esencial para el ajuste del
nivel de almacenamiento de lipidos en el organismo. Sin embargo, como en los casos
mencionados anteriormente, no se habia vinculado las mutaciones de pérdida de funciéon de
Lsd-2 con aspectos fenotipicos de la mosca adulta hasta ahora. Contrariamente, amn, que se
encuentra contenido en el gen CG32529, ha sido vinculado a la regulaciéon del tamafio corporal.
Estudios recientes en Drosophila mostraron que la actividad del camino de sefalizaciéon de la
insulina en la glandula protordxica modula la liberacion de ecdisona regulando tanto la
duracién como la tasa del crecimiento larvario (Caldwell et al., 2005; Colombani et al., 2005;

Mirth et al., 2005). En este contexto, cierta evidencia experimental plante6 la posibilidad de que
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un neuropéptido como el codificado por amn podria participar activamente regulando la
sintesis de ecdisona (Caldwell et al., 2005). De acuerdo con esta hipétesis, la mutacion de amn
podria llevar a la liberacion prematura de ecdisona lo que conduciria al desarrollo de adultos
pequeios. Los resultados aqui presentados estan de acuerdo con esto ya que la mutacion de
amn causé una reduccion significativa de los caracteres de tamafio corporal. Finalmente, sd ha
sido relacionado mayormente a la morfogénesis del ala derivada del disco imaginal de ala
(Curtiss et al., 2002; Dworkin & Gibson, 2006). Los mutantes viables de sd exhiben defectos que
pueden incluir la falta de zonas del margen alar y la formacién ectépica de quetas en el ala
(Campbell et al., 1991). Sin embargo, esta es la primera vez que se relaciona a este gen con la
regulacion del tamafio de otras estructuras ademas de las alas. Pero, contrariamente a los casos
mencionados anteriormente, la mutaciéon de sd aumento el tamaifio de los caracteres estudiados.
Es maés, este gen tiene efectos pleiotropicos importantes ya que el hecho de que su mutaciéon
haya afectado a todos los caracteres vinculados al tamafio corporal proviene de considerar el
efecto fenotipico correspondiente cada una de las dos mutaciones independientes de este gen.
Aparentemente, la insercion en diferentes sitios del gen afect6 a los caracteres de tamafio
corporal de distinta manera, sugiriendo que la ubicaciéon exacta del transposén determina el
efecto fenotipico, tal y como fue observado para otros caracteres (Rollamnn et al., 2006).

Por lo tanto, aun cuando estos genes pleiotropicos aparentemente juegan un rol en la
determinacion del tamafio corporal, parece que raramente han sido asociados a la morfogénesis.
La Tabla 2.8 muestra los términos de ontologia génica correspondientes a las categorias Proceso
biologico y Funcion molecular relacionados a estos genes que mostraron los efectos mas
pleiotrépicos en ambos sexos. Esta informacion sugiere que estos genes son importantes para
distintos aspectos relacionados con el funcionamiento general del organismo. Esto, a su vez,
implica que la mutacién de estos genes podria causar un efecto adverso general en el
crecimiento. Sin embargo, este efecto no fue observado en el caso de las mutaciones de sd. De
acuerdo con esta idea, las inserciones del elemento P que afectaron a inv, Lsd-2 y amn causaron
un aumento del tiempo de desarrollo entre el huevo y el adulto pero este caricter no sufrié

modificaciones cuando el gen mutado fue sd (Mensch et al., 2008).
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Tabla 2.8: Términos de ontologia génica correspondientes a las categorias Proceso biol6gico y Funcion molecular relacionados a los genes que mostraron los efectos
mas pleiotrépicos en los caracteres de tamafio corporal en ambos sexos. Este analisis fue realizado automaticamente utilizando el programa FatiGO+.
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metabdlico celular
Proceso metabdlico
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Actividad transportadora
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Morfogénesis de apéndices
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discos imaginales
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En términos generales, estos resultados apoyan la idea de que la arquitectura genética
del tamafio corporal es compleja y que esté constituida por distintos genes que contribuyen a la
expresion de diferentes caracteres morfolégicos de manera sexo-especifica. Particularmente, su
base genética, que es en gran medida poligénica, estd compuesta por genes relacionados con el
desarrollo del organismo y sus funciones metabdlicas asi como por genes asociados a funciones
mas especificas vinculadas a la expresion de los distintos caracteres de tamafio corporal. Otros
estudios que analicen la/s etapa/s del desarrollo y/o el/los lugar/es del cuerpo en los que se
expresan estos genes candidatos ayudarian a dilucidar la relevancia de los mismos en la

regulacion del tamafio de distintas estructuras corporales.

63



Capitulo III

Identificacién y caracterizacién de genes asociados a la conformacion del ala en

D. melanogaster.

Resumen

A pesar de que se conoce bastante acerca del rol de distintos genes en relaciéon al
desarrollo del ala, existe poca informacién con respecto a la variaciéon genética vinculada a la
forma del ala. De esta manera, se analizaron las 191 lineas BDGP empleadas en el Capitulo 2, de
forma tal de determinar el efecto de las mutaciones en la conformacién del ala. Mas del 63% de
las lineas analizadas mostré diferencias significativas con respecto al control, al menos en un
sexo; lo cual estd de acuerdo con estimaciones previas. Sin embargo, sélo el 33% de las lineas
mostré dichas diferencias en ambos sexos simultdineamente. Entre los 98 genes identificados, la
mayorfa estd involucrada en el desarrollo y/o en procesos metabodlicos y sus funciones
moleculares incluyen principalmente las de unién a proteinas y a acidos nucleicos. Sin embargo,
76 de ellos no han sido relacionados previamente con el desarrollo del ala ni con su
conformacioén. Se identificaron 16 genes como los responsables de los cambios mds extremos, de
los cuales 13 no habian sido vinculados al caracter analizado (ade5, CG12418, CG12717,
CG32038, CG32685, CG6175, CG6540, Cre, dally, Fas3, inx7, Karl y 1(3)82Fd). A diferencia de estos
altimos genes, existe abundante informacioén relacionando a jing, LanA y sd con modificaciones
del ala. Si bien la mayoria de las mutaciones afectaron diferencialmente a machos y a hembras,
las mutaciones que afectaron a CG6175 y a sd causaron las mayores modificaciones en la
conformacion del ala en ambos sexos simultdneamente. Las mutaciones afectaron mayormente
a todos los puntos homoélogos considerados en el andlisis y, si bien en algunos casos se registro
un desplazamiento mayor de algunos puntos en relacion a los demads, las diferentes mutaciones
causaron distintos cambios generalmente pequefios. Estos resultados muestran que la variacion
conformacional presenta, simultdneamente, un alto grado de integracion a través del ala y cierta
especificidad local, lo cual podria ser un resultado natural de la compleja sucesién de eventos
que ocurren durante el desarrollo de este 6rgano. En general, los resultados indican que la
arquitectura genética de la conformacién del ala es compleja y estd constituida por muchos

genes que contribuyen a su expresion principalmente de manera sexo-especifica.
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Introduccién

El ala Drosophila melanogaster es una estructura ectodérmica formada por dos laminas
epiteliales opuestas, la dorsal y la ventral, cada una de las cuales secreta un exoesqueleto
cuticular. Las venas del ala son tubos reforzados que sirven como soporte estructural para las
trdqueas, los nervios y la hemolinfa. Las células de las venas secretan una cuticula pigmentada
mas gruesa y mas densamente empaquetada que la de las células de las regiones intervenosas
las cuales, a su vez, se pierden poco después de que la mosca emerge del pupario (Kiger et al.,
2007).

La disposicion de las venas estd muy conservada en la familia Drosophilidae pero, a lo
largo de los afios, se han aislado mutaciones que afectan a su formacion (para revisiones del
tema ver, por ejemplo, Bier, 2000; de Celis & Diaz-Benjumea, 2003; Garcia-Bellido y de Celis,
1992). Gran parte de los genes implicados codifican componentes de rutas metabdlicas
intercelulares ampliamente utilizadas. Al menos cinco caminos de sefializacién contribuyen al
posicionamiento y al mantenimiento de las venas y de las regiones entre ellas: el de Hedhehog
(Hh), el de la “proteina morfogenética del hueso” (BMP), el del receptor del factor de
crecimiento epidérmico de Drosophila (Egfr), el mediado por la sefalizacion de Wingless (Wg) y
el de Notch mediado por sus ligandos Delta y Serrate (para una revisién reciente del tema ver
Blair, 2007).

Drosophila presenta cinco venas longitudinales principales o LVs (por su sigla en inglés:
Longitudinal Veins; L1 a L5), que corren en forma préximo-distal; dos venas longitudinales mas
pequenas (LO y L6), dos venas transversales o CVs (por su sigla en inglés: Cross Veins) que unen
L3 con L4 y L4 con L5 respectivamente (ACV y PCV, por sus siglas en inglés: Anterior Cross Vein
y Posterior Cross Vein, respectivamente) y la humeral o HCV (por su sigla en inglés: Humeral
Cross Vein), que une el margen anterior con LO (Figura 3.1). El ala ancestral aparentemente
contenia otras venas que se perdieron o fusionaron de forma tal de formar el patrén visto en
este género. Debido a esto, se supone que el ancestro poseia mecanismos que especificaban
venas adicionales (para una revision del tema ver de Celis & Diaz-Benjumea, 2003). Es posible
que Drosophila retenga parte de esta informaciéon ya que algunas moscas mutantes muestran

patrones de venacion similares al ancestral (Biehs et al., 1998; Palsson & Gibson, 2000).
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Figura 3.1: Fotografia del ala de Drosophila mostrando la ubicacién de las distintas venas y los nombres
mas utilizados para denominarlas. LV: vena longitudinal (LO a L6), ACV: vena transversal anterior,
PCV: vena transversal posterior, HCV: vena transversal humeral. La linea punteada separa la parte
anterior del ala (A) de la posterior (P). La superficie del ala que se muestra es la dorsal (D) y la que no
se observa (la cara opuesta) es la ventral (V). Ademas se indican los extremos del eje préximo-distal.

El disco del ala y el desarrollo temprano de las venas

El primordio del disco imaginal del ala se forma a partir de un grupo de 20-30 células
que se invaginan desde el epitelio durante el desarrollo embrionario (Cohen et al., 1991). En el
transcurso de los tres estadios larvales, las células se dividen formando un disco de alrededor
de 50000 células. El disco maduro de la altima parte del tercer estadio es un saco aplanado con
dos superficies distintas: la membrana peripodial més delgada y el epitelio del disco que es mas
grueso y esta plegado. Este epitelio es el que formard la mayor parte del ala. Durante el
desarrollo pupal, dicho epitelio se evierte alargandose y doblandose sobre si mismo para
formar el epitelio dorsal y ventral del ala (ver, por ejemplo, Blair, 2007). Morfol6gicamente, las
venas aparecen dos veces; primero como provenas y luego como venas maduras (ver, por
ejemplo, Fristrom et al., 1993; Murray et al., 1995). El disco del ala se divide tempranamente en el
desarrollo por dos limites que separan linajes celulares diferentes, uno antero-posterior (A-P) y
otro dorso-ventral (D-V; Figura 3.1; por ejemplo, Blair, 2003; Irvine & Rauskolb, 2001). Las
sefales producidas por las células de los compartimientos y las de los limites juegan un rol muy

importante en el posicionamiento de las venas (para una revisién reciente del tema ver Blair,

2007).
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El desarrollo temprano de las provenas longitudinales depende en gran medida de la
sefalizacion de Egfr ya que las células que las conforman expresan varios receptores de su sefal
como rhomboid, Star y argos (por ejemplo, Guichard et al., 1999; Schweitzer et al., 1995; Sturtevant
& Bier, 1995). Asimismo, esta sefializaciéon suprime la expresion de blistered inicamente en las
provenas (por ejemplo, Montagne et al., 1996). Egfr puede actuar a través de los ligandos Spitz y
Keren y de la regulacién de los mismos via Rhomboid y Star (por ejemplo, Reich & Shilo 2002).
Vein es otra fuente posible de sefializacion de Egfr que no precisa ser activada por Rhomboid y
Star (Schnepp et al., 1996). Al mismo tiempo, la sefializacion de BMP puede posicionar la
expresion de genes especificos en las LVs (Tanimoto et al., 2000). Aunque habitualmente se
piensa que estos genes actdan estimulando la expresion de rhomboid y Star, es posible que
provean de informacion independiente de la sefializaciéon de Egfr (Blair, 2007). Finalmente, la
sefializacion de BMP precede la de Egfr durante la aparicion de las CVs en estadios pupales

tardios (Blair, 2007).

El posicionamiento de las venas longitudinales

La separacion temprana del disco en los compartimientos anterior y posterior se debe a
la expresiéon de los factores de transcripcion Engrailed (En) e Invected (Inv) en la region
posterior (Blair, 2003; Irvine & Rauskolb, 2001). El compartimiento posterior expresa el
morfogen Hh cuya sefalizacién es recibida sé6lo en el lado anterior debido a la expresion del
factor de transcripcion Cubitus interruptus (Ci) de ese lado del limite (por ejemplo, Sanicola et
al., 1995). La respuesta incluye la expresiéon de Decapentaplegic (Dpp) que aparentemente
aumenta la actividad de Glass bottom boat (Gbb), que se expresa uniformemente en el ala (Bangi
& Wharton, 2006a, b). Dpp y Gbb generan gradientes de sefializacion de BMP centrados en el
limite A-P lo que les permite regular la expresiéon de genes que especifican dominios a lo largo
de este eje (Tanimoto et al., 2000).

Las provenas L3 y L4 se forman en la parte anterior y posterior del limite A-P
respectivamente, segin la recepcion de Hh: el aumento de la sefial incrementa la distancia entre
las provenas mientras que su pérdida la disminuye (Biehs et al., 1998). Los niveles altos de Hh
inducen a las células de las regiones intervenosas a producir una sefial que le indica a las células
adyacentes que formen las provenas (Chen & Struhl, 1996; Figura 3.2). Vein es al menos un
elemento de la sefial dependiente de Hh que se expresa en la regién entre L3 y L4 (Martin-
Blanco et al., 1999; Figura 3.2). Inicialmente los blancos de Egfr se expresan en esa region vy,
hacia el final del tercer estadio larval, s6lo en la zona central debido a la presencia de Knot en la
region, cuya expresion también fue inducida por la sefializacion de Hh, y es necesario y

suficiente para suprimir la formacién de venas (Guichard et al., 1999; Molher et al., 2000;
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Wessells et al., 1999). La expresion del represor de Egfr kekkon 1 también es elevada en esta
regién, aunque su remocién no afecta al desarrollo de las venas por lo que su accién debe ser
redundante (Wessells ef al., 1999). Asimismo, la sefializacién de BMP podria actuar de manera
redundante con Vein. Los niveles de esta sefializacion en la regién entre L3 y L4 es disminuida
por la sefializacion de Hh que induce la expresiéon de Master of Thickveins (Mtv) en esa zona
que, a su vez, reprime la expresion del receptor Thickveins (Tkv; Funakoshi et al., 2001). El rol
de Dpp en la induccién de L3 y L4 no esté claro pero pareceria no ser indispensable siempre
que se exprese vein (Bangi & Wharton, 2006a; Chen & Struhl, 1996). La sefializacién de Hh
también podria jugar un rol directo en la determinacion de la identidad de L3 ya que la provena
L3 recibe una pequefia cantidad de dicha sefial mientras que L4 no recibe nada (Mullor &
Guerrero, 2000). Este efecto podria estar mediado por la accién de uno de los tres factores de
transcripciéon del Complejo Iroquois (Iro-C) que normalmente se observan en la provena L3 y

cuya ausencia alli induce caracteristicas similares a las de L4 (Gomez-Skarmeta et al., 1996).

Seifializacion de Hh Seiializacion de Egfr Seifializacion de BMP

La ganancia de

recepcion de Hh

induce la formacion de

Vein

venas fuera del clon. SATREEEE

activa Egfr

Figura 3.2: El rol de la sefializacién de Hedgehog (Hh), del factor de crecimiento epidérmico (Egfr) y de la familia
de la proteina morfogenética del hueso (BMP) en el posicionamiento de L3 y L4 en los discos imaginales del ala
del tercer estadio larval. Panel izquierdo: La sefializacién de Hh pasa desde el lado posterior (P) del limite antero-
posterior (eee) a las células del lado anterior (A) de dicho limite, entre L3 y L4. Se forman venas ectépicas dentro
de los clones que carecen de recepcién de Hh o fuera de aquellos que ganan tal recepcién. Panel central: La
expresion del ligando de Egfr codificado por vein es inducida en A por la sefializacién de Hh la cual también
induce la expresion del factor de transcripcion codificado por knot en esta region el que reprime la recepcion de
Egfr. Entonces, la sefializacién de Vein es recibida en las células que poseen poca recepciéon de Hh, induciendo L3
en A y L4 en P. Panel derecho: La expresién de la proteina BMP Decapentaplegic (Dpp) es inducida en A por la
sefializaciéon de Hh la cual también induce la expresién del factor de transcripcién codificado por master of
thickveins (mtv) en esta region el que reduce la transduccién de BMP. Por lo tanto, la sefializacién de Dpp es mas
fuerte en las células que poseen poca recepcién de Hh, promoviendo también la formacién de L3 en Ay L4 en P.
Figura modificada de Blair (2007).

68



La reduccion de la sefalizacion de Dpp disminuye la distancia entre L2 y L5 sin afectar
la existente entre L3 y L4 (Segal & Gelbart, 1985). Esto podria deberse a que Dpp induce la
expresion de los factores de transcripcion Spalt mayor (Salm) y Spalt-related (Salr) alrededor
del limite A-P lo que de alguna manera induciria la expresion de los factores de transcripcion
Knirps (Kni) y Knirps-like (Knrl) a lo largo de la provena L2 (de Celis & Barrio, 2000; Figura
3.3). Aparentemente, esto activaria la sefalizacién de Egfr a lo largo de L2 estimulando la
expresion de rhomboid. La provena L5 se forma en el limite posterior del dominio de expresion
de salm/salr (de Celis & Barrio, 2000) y requiere de la expresion del factor de transcripcion
Optomotor blind (Omb) que se expresa en respuesta a bajos niveles de sefalizacion de BMP
(Cook et al., 2004). Sin embargo, la situacion podria ser mas complicada dado que Dpp reprime
a brinker que a su vez reprime a blancos como salm y omb (Minami et al., 1999). Asimismo, la
provena L5 del final del tercer estadio expresa altos niveles de Iro-C y Abrupt, ambos necesarios

para su desarrollo (Cook et al., 2004; Gomez-Skarmeta et al., 1996; Guichard et al., 1999).

Recibida por
celulas carentes
de salm

Niveles

Elclon salm-
induce T2

Los clones
salu-y salr-
t venl2 |

Lasefial
ependiente de
satm- induce

Senalizacion

de BMP

Figura 3.3: El posicionamiento de L2 debido a la sefializacién de BMP. Dpp se expresa en el lado anterior (A) del
limite antero-posterior (ee¢) induciendo el gradiente de sefializacién de BMP y una regién que expresa los factores
de transcripcion codificados por spalt major (salm) y spalt-related (salr). Se muestran dos modelos alternativos para
la accién de salm y salr. En el modelo mostrado a la izquierda, las células que expresan salm no pueden formar L2
y producen una sefial desconocida que induce la formacién de L2 en las células adyacentes que no expresan salm.
Entonces, L2 se forma anteriormente con respecto a la region en la que se expresa salm y se forma una L2 ectépica
dentro de un clon que carece de salm. En el modelo de la derecha, las células que expresan altos niveles de salm y
salr no pueden formar L2 pero las células anteriores al limite de expresién, que tiene bajos niveles de salm y salr, si
forman L2. Entonces, las células normales y los clones mutantes que carecen de la expresion de salm y de salr, no
pueden formar L2. Una vez que ha sido especificada, L2 expresa los factores de transcripciéon codificados por
knirps (kni) y knirps-like (knrl). Figura modificada de Blair (2007).
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El mantenimiento y refinamiento de las venas

Luego de que las provenas se han posicionado, existe un periodo prolongado en el que
estas se mantienen y refinan a fin de formar las venas adultas. Las provenas se forman en
ambas superficies, la dorsal y la ventral y, cuando ambas se juntan, existe una transferencia de
sefiales de una a otra resultando en una unién adecuada (Blair, 2007). La sefializacién de Egfr es
necesaria y suficiente para lograr el desarrollo de las venas desde la mitad del tercer estadio
hasta el primer dia de la pupa (Guichard et al., 1999; Sturtevant & Bier, 1995). Aparentemente,
rhomboid y Star estimulan la sefializacion de Spitz y Keren en las venas, quizds con una
sefializacion adicional de Egfr a través de Vein en las células intervenosas que, a su vez,
contindan reprimiendo la expresion de blistered (Sturtevant & Bier, 1995; Figura 3.4a). Ventral
veinless es otro factor de transcripcion que se expresa en las venas y es necesario para su
desarrollo en etapas maés tardias de la pupa (de Celis et al., 1995). Por lo tanto, la eleccién entre
venas y regiones intravenosas puede realizarse de manera tardia en el desarrollo y depende
criticamente de la expresion de genes de ambas zonas (Blair, 2007).

La expresion de Dpp, inicialmente limitada a la regién anterior al limite A-P, aumenta a
lo largo de las venas en los primeros estadios pupales (de Celis, 1997; Ralston & Blair, 2005) lo
que seria necesario, al menos, para mantener el desarrollo de la parte distal de las mismas
(Bangi & Wharton, 2006a, b; Ray & Wharton, 2001; Figura 3.4a). Dpp y Gbb acttan a través de
los receptores Saxophone (Sax) y Tkv pero, aparentemente, sélo Tkv es absolutamente necesario
para el desarrollo continuado del tejido de las venas (Bangi & Wharton, 2006b; de Celis, 1997;
Ray & Wharton, 2001). En la segunda mitad del tercer estadio larval, Argos se expresa en las
provenas, aparentemente en respuesta a la sefializacién de Egfr (Martin-Blanco et al., 1999;
Figura 3.4b). Argos reduce la actividad de Egfr uniéndose a Spitz (Schweitzer et al., 1995; Figura
3.4b). Durante los estadios larvales y pupales, la expresiéon de los ligandos de Notch, Delta y
Serrate, es mayor en las provenas debido a la sefializacién de Egfr; mientras que Notch y sus
blancos se expresan mas en las células lindantes (de Celis et al., 1997; Figura 3.4b). La expresion
de Delta y Notch alli seria necesaria para que el refinamiento de las venas ocurra correctamente
(Crozatier et al., 2003; de Celis et al., 1997; Sturtevant & Bier, 1995). Notch también controla la
expresion de Knot y, de esta manera, la distancia entre L3 y L4 (Crozatier et al., 2003).
Finalmente, durante los estadios pupales tardios, la expresion de tkv se reduce en las venas
debido a la sefalizacion de BMP y se incrementa en sus limites (Figura 3.4b). Segtin de Celis

(1997), esta sefializacion reprimiria la expresion de dpp lo que contribuiria a refinar las venas.
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Figura 3.4: a) Mantenimiento temprano de las provenas debida a la sefializacion de Egfr mediada por
Rhomboid y mantenimiento tardio debido a la sefializacién de Egfr y a la de BMP mediada por Dpp. b)
Refinamiento de las provenas por (arriba) Argos, una proteina que se expresa a lo largo de las venas y se une a
los ligandos de Egfr inhibiendo su sefializacién; (medio) Sefalizacién de Notch, mediada por sus ligandos Delta
y Serrate, que se expresan a lo largo de las venas, y por Notch en las células lindantes con las venas; (abajo)
Thickveins (Tkv), el receptor BMP que se expresa mayormente en las células lindantes a las venas. LV: vena
longitudinal. Figura modificada de Blair (2007).

Algunos casos especiales

El desarrollo de ACV y PCV comparte muchas caracteristicas con el de las LVs aunque
también presenta rasgos distintivos debido a que las CVs deben posicionarse correctamente a lo
largo de ambos ejes, el proximo-distal y el antero-posterior. El desarrollo inicial de PCV
requiere de la sefalizaciéon de BMP pero no de Egfr (Ralston & Blair, 2005). Esta sefializacién
comienza en un momento en el que Dpp se expresa en las LVs y Gbb se expresa globalmente
(Ralston & Blair, 2005; Ray & Wharton, 2001). El movimiento de Dpp y Gbb hacia la regién en
cuestion requeriria del transporte mediante un complejo de dos moléculas extracelulares: Short
gastrulation (Sog) y Crossveinless (Serpe et al., 2005). Dpp y Gbb serian liberadas del complejo
por la proteasa Tolloid-related (Trl; Serpe et al., 2005). Finalmente, al comienzo del tercer
estadio, wg se expresa en una franja angosta alrededor del limite D-V debido a la sefalizaciéon
reciproca entre compartimientos de Notch (Irvine & Rauskolb, 2001). Hacia el final de este
estadio, Rhomboid, Argos y los ligandos de Notch se disponen en dos franjas adyacentes
(Micchelli et al., 1997). wg también se expresa a lo largo del margen del ala y puede inducir el
desarrollo de las region vecina en la zona distal (Irving & Rauskolb, 2001).

Por ultimo, se debe considerar que la actividad de MAPK (por su sigla en inglés: Mitogen
Activated Protein Kinase) mediada por Egfr puede regular la formacién de las venas asi como la
divisiéon y el crecimiento celular (Diaz-Benjumea & Garcia-Bellido, 1990; Diaz-Benjumea &
Hafen, 1994). Estudios recientes sugieren que estos efectos estarian mediados por la forma

citoplasmatica y nuclear respectivamente (Marenda et al., 2006). Neuralized (Neur), que se
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expresa en las venas, se une a Delta y a Serrate para colaborar con su internalizacién, necesaria
para activar a Notch (Lai ef al., 2001; Pavlopoulos et al., 2001). En las provenas, la regulacion del
trafico de ambos se ve afectado por Mib-1 (por su sigla en inglés: Drosophila Mind bomb 1) cuya
pérdida hace que se ensanchen las venas (Le Borgne et al., 2005). Aparentemente, Notch se
encuentra en la membrana como un dimero intramolecular que consiste en un fragmento
extracelular, que es creado por un clivaje debido a Furin y se une de manera no covalente al
otro fragmento que estd unido a la membrana. La union de este dimero al ligando conduciria a
dos clivajes, el primero mediado por la proteasa ADAM vy el segundo por la y-secretasa que
liberarfa el dominio intracelular para su translocacién dentro del ntcleo (Le Borgne, 2006).
Parks (2000) hipotetizé que la endocitosis de Delta ayudaria realizar esta separacién, la cual
seria necesaria para convertir el fragmento unido a la membrana en un sustrato activo para ser

clivado por ADAM (Nichols et al., 2007).

Estudios acerca de la forma del ala de Drosophila

Tradicionalmente, se ha utilizado el posicionamiento de las venas del ala para realizar
estimaciones de la forma (del tamafio y/o de la conformacién) de este érgano. A pesar de que se
conoce bastante acerca del rol de los genes mencionados en relacién al desarrollo del ala; existe
poca informacién con respecto a la variacién genética vinculada a la forma del ala. Con respecto
a D. melanogaster, algunos trabajos han demostrado que este cardcter complejo posee una
heredabilidad entre moderada y alta (Birdsall et al., 2000; Gilchrist & Partridge, 2001; Mezey &
Houle, 2005; Palsson & Gibson, 2004; Weber, 1990). Asimismo, distintos estudios demostraron
que la base genética responsable de la variaciéon asociada a la forma del ala en esta especie esta
constituida por numerosos factores de efecto principalmente pequefio y aditivo (Birdsall et al.,
2000; Mezey et al., 2005; Weber, 1990; Weber et al., 1999; 2001; 2008; Zimmerman et al., 2000).
Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos por Mezey y Houle (2005) quienes
estimaron que el nimero de dimensiones del ala en las que existe varianza genética aditiva es
igual o mayor a 20 lo que implica que la cantidad de genes de efecto aditivo deberia ser 20 como
minimo. Sin embargo, los alelos naturales comunes pueden ser diferentes de las mutaciones
nuevas y puede que no representen loci cuya variaciéon pueda contribuir a grandes cambios
evolutivos (Weber et al., 2005). Segin Weber y colaboradores (2005), el estudio de los efectos
fenotipicos de nuevas mutaciones deberia completar el panorama existente acerca de la base
genética de la conformacion del ala y su potencial para evolucionar. Partiendo de esta premisa,
mostraron que 11 de las 50 lineas isogénicas analizadas, cada una de las cuales portaba un
elemento P en un lugar distinto, presentaron efectos significativos para la forma del ala (Weber

et al., 2005). El anélisis de los genes candidatos involucrados mostré que los mismos estdn
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implicados en procesos del desarrollo y fisiolégicos variados (Weber et al., 2005). A pesar de que
el método utilizado (cuatro medidas univariadas de alometria) tiende a subestimar la variacién
fenotipica del ala, estos resultados estan de acuerdo con la existencia de un blanco mutacional
amplio para la conformacién del ala. Posteriormente, Dworkin y Gibson (2006) investigaron el
rol potencial de genes pertenecientes a caminos de sefializacion vinculados a la conformacion
del ala en D. melanogaster. Con ese objetivo, utilizaron 50 lineas en las que el elemento P afecta a
genes de interés pero considerando dos fondos isogénicos distintos (Dworkin & Gibson, 2006).
De esta manera, estudiaron la forma del ala en individuos heterocigotas para cada mutacion
comparativamente con sus congéneres salvajes, utilizando técnicas derivadas de la morfometria
geométrica (Dworkin & Gibson, 2006). Sus resultados mostraron que la mayoria de las
mutaciones tienen efectos profundos en la conformacién pero no en el tamafio del ala cuando
son estudiadas en estado heterocigota (Dworkin & Gibson, 2006). Asimismo, su estudio mostr6
que el fondo genético juega un rol importante en la determinacién de la forma del ala (Dworkin
& Gibson, 2006). Por altimo, estos autores demostraron que los efectos de las mutaciones no se
agrupan de acuerdo a la pertenencia de los genes a uno u otro camino de sefializacion lo cual
esta de acuerdo con la existencia de interacciones entre rutas metabolicas (Blair, 2007; Dworkin
& Gibson, 2006).

Esta parte de la tesis tiene como objetivo realizar un anélisis genémico funcional en D.
melanogaster con el fin de caracterizar parte de la arquitectura genética de la conformacién del
ala. En particular, se identificaron loci que contribuyen a la expresion de este cardcter complejo
y se realiz6 un analisis genémico-funcional de los mismos. Asimismo, se estudi6 el efecto de
dichos genes en ambos sexos lo que permitié conocer la existencia de efectos dependientes del
sexo. Por altimo, se realiz6 un analisis comparativo entre estos resultados y los derivados del
andlisis del tamafio del ala (Capitulo 2) de forma tal de determinar si ambos caracteres

comparten la misma la arquitectura genética.

Materiales y métodos
Stocks de Drosophila

Las mismas 191 lineas BDGP mencionadas en el Capitulo 2, utilizadas para estudiar las
bases genéticas de caracteres vinculados al tamafio corporal, fueron empleadas en otros andlisis
destinados a identificar genes candidatos a integrar la base genética de la conformacién del ala.
Disefio Experimental

El anélisis de las lineas se realizd, tal y como se explic6 en el Capitulo 2, en distintos
bloques que contenian al control. En cada bloque se aplicé el disefio experimental detallado en

el Anexo Metodolégico I de forma tal de obtener las moscas adultas utilizadas para estimar la
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conformacion del ala. Asimismo, los individuos fueron disecados y fotografiados de la manera
mencionada en el Capitulo 2.
Conformacioén del ala

La conformacion del ala de las moscas adultas fue analizada a partir de la estimacién de
dos variables distintas debido a que cada una de ellas permite realizar andlisis diferentes (para
mas detalles, ver el Anexo Metodolégico II). Por un lado, se utiliz6 una variable, denominada
Distancia de Procrustes (DP), para realizar un analisis genético-cuantitativo como el realizado en
el Capitulo 2 (ver mas abajo). Por otro lado, se utiliz6 una variable multivariada, denominada
Deformaciones Relativas (DR), para realizar un andlisis detallado del cambio en la conformacién
del ala causado por la insercién del elemento P en cada gen (ver mas abajo). Ambos tipos de
variables fueron obtenidas a partir de la implementaciéon de una técnica perteneciente a un
conjunto de metodologias que conforman lo que se conoce como Morfometria geométrica (para
mas detalles, ver el Anexo Metodolégico II). Los datos correspondientes a los machos y a las
hembras se analizaron por separado debido a que se sabe que los sexos difieren en la
conformacion del ala y, de acuerdo con la técnica utilizada, deben ser estudiados de manera
independiente (para mas detalles, ver el Anexo Metodolégico II).
Analisis Estadisticos

Andlisis genético-cuantitativo. Para poder realizar un analisis con todas las lineas medidas
en distintos bloques, los valores de DP fueron transformados de la manera detallada en el
Capitulo 2: al valor de cada individuo se le rest6 el valor medio de la linea control del sexo y
bloque respectivo y se dividié al resultado por ese mismo valor. Los valores transformados
fueron analizados de acuerdo al siguiente modelo de ANOVA:

Y=p+L+S+LxS+€

donde p es la media general de DP; L es el factor Linea (aleatorio), con tantos niveles como
lineas se utilizaron, que permiti6 analizar la existencia de varianza genética; S es el factor sexo
(fijo), con dos niveles, que permitié estudiar las diferencias entre las medias de machos y
hembras; y € representa al error. Asimismo se estimaron los componentes de la varianza para
las fuentes de variacién aleatorias, lo que permitié conocer la proporcion de la varianza
asociada a la conformacién del ala explicada por dichas fuentes de variacion.

Identificacion de mutantes divergentes mediante el andlisis de DP. Los valores de DP fueron
analizados, en cada sexo y bloque por separado, de acuerdo al siguiente modelo de ANOVA:

Y=p+L+€

donde p es la media general del caracter analizado en cada caso; L es el factor Linea (fijo), con
tantos niveles como lineas se estudiaron en el bloque correspondiente y € representa al error.

En los casos en los que el factor Linea resulté significativo, se determiné qué lineas son las
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responsables de dicho efecto mediante comparaciones con el control del bloque respectivo
(contrastes de Dunnett). Aquellas lineas que mostraron diferencias significativas con respecto al
control correspondiente fueron consideradas lineas portadoras de una insercién que afecta a un
gen candidato para DP. Sin embargo, como DP estima en forma menos exacta la conformaciéon
del ala que DR (para mas detalles, ver el Anexo Metodolégico II), las comparaciones con el
control se realizaron dnicamente para contrastar estos resultados con los del andlisis
multivariado que se describe mdas abajo. Debido a esto, a continuaciéon se explican mas
detalladamente los analisis multivariados realizados con las DR.

Identificacion de mutantes divergentes mediante el andlisis de DR. Los valores de DR
correspondientes a cada linea fueron analizados de acuerdo al siguiente modelo de analisis de
varianza multivariado (MANOVA):

Y=p+L+€

donde p es la media general de la conformacién del ala; L es el factor Linea (fijo), con dos
niveles, la linea BDGP y la linea control del bloque respectivo, que permitié estudiar la
existencia de diferencias entre ambas lineas; y € representa al error. Dado que se realizaron
multiples MANOVAs por bloque, comparando los valores de cada linea BDGP con los de la
linea control del bloque respectivo; se aplicé la correccién de Bonferroni para pruebas multiples
en cada bloque. Aquellas lineas que mostraron diferencias significativas con respecto al control
correspondiente fueron consideradas portadoras de una insercién que afecta a un gen candidato
para la conformacién del ala.

El namero de lineas en las que la insercion del elemento P afecté a la conformacion del
ala y/o al tamafio del ala (Capitulo 2) en machos y en hembras se analizé mediante un anélisis
de frecuencias en cada sexo por separado.

Estos anadlisis estadisticos se realizaron usando el paquete STATISTICA (StatSoft Inc.,
2001; 2004).

Identificacion de los genes candidatos. Para identificar los genes potencialmente afectados
por la insercion del elemento P en las lineas significativas, se realiz6 una busqueda
bioinformaética en el genoma de D. melanogaster tal y como fue explicado en el Capitulo 2. De
este modo, se individualizaron los genes que intervienen de alguna manera en la expresion de
la conformacién del ala y se determiné si dicha expresion es sexo-especifica.

Andlisis funcional de los genes candidatos. Los genes candidatos fueron distribuidos en
distintos términos de ontologia génica correspondientes a las categorias Proceso bioldgico,
Funcion molecular y Componente celular de acuerdo con sus anotaciones (The Gene Ontology
Consortium, 2000). Este analisis fue hecho autométicamente con la ayuda del programa

FatiGO+ (Al-Shahrour et al., 2005, 2006) de la manera ya explicada en el Capitulo 2.

75



Visualizacion de los efectos fenotipicos de los genes candidatos. Se grafico el cambio
conformacional para las lineas que presentaron los valores mas extremos con respecto a las dos
primeras DR (que son aquellas que explican el mayor porcentaje de la varianza fenotipica total).
Particularmente, se mostré el cambio conformacional de cada una de esas lineas en relacion con
la linea control del sexo y bloque respectivo mediante diagramas de vectores, obtenidos
utilizando el programa tpsSplin (Rohlf, 2004). Estas figuras muestran el desplazamiento de cada
punto homélogo en la linea de interés (la linea BDGP asociada al extremo en cuestién) con
respecto a la linea control correspondiente, mediante flechas que indican la direccion, el sentido

y la magnitud del cambio (para mas detalles, ver el Anexo Metodolégico II).

Resultados
Analisis genético-cuantitativo

Se realiz6 un ANOVA para cuantificar el efecto el aporte de las fuentes de variacion
aleatorias a la varianza total de la conformacion del ala. Los resultados mostraron que no
existen diferencias significativas para la conformacién del ala entre los sexos (Tabla 3.1). Sin
embargo, el analisis revel6 que el factor linea fue altamente significativo y explicé un 23% de la
varianza fenotipica total (Tabla 3.1). Asimismo, la interaccién entre la linea y el sexo también
fue significativa aunque el porcentaje de la varianza fenotipica total explicado por esta fuente
de variacion fue sélo del 4% (Tabla 3.1). De estos resultados se desprende que existe abundante
variabilidad genética para la conformacién ala. La ausencia de diferencias entre los sexos llama
la atencion debido a que se sabe que existe dimorfismo sexual para la conformacién del ala. Sin
embargo, el resultado negativo puede deberse a que DP estima la conformacién del ala en
forma menos exacta que DR, variable que no permite un analisis de esta caracteristicas (para

mas detalles, ver el Anexo Metodolégico II).
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Tabla 3.1: Principales resultados del ANOVA para la conformacion
del ala. Se realiz6 un ANOVA de un factor (linea, aleatorio)
utilizando los valores transformados de DP de acuerdo con un
modelo con los factores linea (aleatorio) y sexo (fijo). Para cada
fuente de variacién se muestra el valor de los cuadrados medios
(CM), el de F y su significancia. Asimismo, se indica el porcentaje de
la varianza explicado por las fuentes de variacion aleatorias (CV).

Fuente de variacion CM F CV (%)
Linea 1,091 5,674%** 22,7
Sexo 0,002 0,011 -
Linea x Sexo 0,192 1,818%** 4,4
#x4p<0,001.

Identificacién de mutantes divergentes

Los resultados de los MANOVAs realizados para comparar los valores de DR de cada
linea BDGP con los de la linea control del bloque respectivo (tras haber aplicado la correcciéon
de Bonferroni para pruebas multiples en cada bloque) mostraron que el 63,4% de las lineas (121
de las 191 lineas estudiadas) mostré diferencias significativas para la conformacién del ala, en al
menos un sexo (Tabla 3.2). Casi la mitad de las lineas (el 49,7% en los machos y el 46,6% en las
hembras) mostré diferencias significativas con respecto al control para la conformacién del ala
cuando los sexos fueron analizados en forma separada (Tabla 3.2). Sin embargo, resulta
interesante destacar que sélo el 33% de las lineas (63 de las 191 lineas estudiadas) mostré
diferencias significativas con respecto al control para la conformacién del ala en ambos sexos

simultdneamente (Tabla 3.2).
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Tabla 3.2: Lineas en las que la insercién del elemento P afecté a la conformacién del ala en uno o ambos sexos.

Sitio de insercion Ubicaciéon Efecto fenotipico
Linea Gen candidato del elemento p[GT1] citogenética Machos Hembras
BG00177 CG9894 Enel gen 22A3 “**(ns)  ns(ns)
BG00372 CG1678 A 1498 pb del extremo 3' 20A1 (Ms)  ** (ng)
BG00373 CG11226 A 1500 pb del extremo 5' 80A4 R (ns)  FFE ()
BG00386™ NMDA receptor 1 (Nmdar1) A 302 pb del extremo 3' 83A6-A7 ***(ns)  ns(ns)
BG00429 No existe secuencia B ) B
BG00489 Osiris 9 (Osi9) A 200 pb del extremo 5' 83E2 ns (ns)  *** (ns)
BG00524 ARN no codificante 001:3R A 430 pb del extremo 5' 87F14 ¥*(ns)  **(ns)
BG00664 No existe secuencia ***(ns)  ***(ns)
BG00683 Furin 1 (Furl) / CG5127 A 50 /A 400 pb del extremo 5' 96E1 * (ns) ns (ns)
BG00735m schizo (siz) /CG10581 A 10 / A 300 pb del extremo 5' 78A5 ***(ns)  ns (ns)
BG00737 Heat shock protein 27 (Hsp 27) En el gen 67B1 **(ns) s (ns)
BG00846mh invected (inv) En el gen 47F15-7F17 i ) B
BG00930 No existe secuencia ns (ns)  **(ns)
BG00985 No existe secuencia **(ns)  ***(ns)
BG00990 Wing blister (wb)a A 500pb del extremo 5' 35A3 ns (ns)  **(ns)
BG01007 CG8776 En el gen 49B9 ¥ (ns)  ***(ns)
BG01010 mh Karl Enel gen 10E3 % (ns)  *** (ns)
BG01011 mh misshapen (msn)® A 1402 pb del extremo 3' 62E6-E7 ¥ (ns) ¥ (ns)
BG01014 Spichthyin (spict)2 En el gen 33F3 ¥*(ns)  **(ns)
BG01017m™ No se hall6 similitud de secuencia significativa ns (ns)  **(ns)
BG01018 forkhead box, sub-group O (foxo)c A 104 pb del extremo 3' 88A5-A7 ***(ns)  ns (ns)

(continiia en la proxima pagina)
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Continuacién de la Tabla 3.2

BG01019m™ No se hall6 similitud de secuencia significativa **(ns)  *(ns)

BG01028 Trithorax-like (Trl)d En el gen 70F4 *** (ns)  *** (ns)
BG01037 pv integrin (fInt-v) En el gen 39A1 r(ns) (M)
BG01045m No se hall6 similitud de secuencia significativa **(ns)  **(ns)
BG01047m frizzled (fz) En el gen 70D4-D5 *(ns)  ***(ns)
BG01062 brother of iHog (boi) Enel gen 3A3 ***(ns)  **(ns)
BG01065 visgun (vsg) En el gen 67C5 ¥ (ns)  *** (ns)
BG01066 No existe secuencia **(ns)  ns (ns)
BG01081m Glutamate oxaloacetate transaminase 1 (Got1) En el gen 52E7 ***(ns)  ns (ns)
BG01127m Muscleblind (mbl)a Enel gen 54B1 **(ns)  ***(ns)
BG01214 sugarless (sgl)></ CG10064 i éé’ﬁﬁﬂfﬁ;‘jﬁfﬁn‘f 3/ 65D5 * (ns)  ns (ns)
BG01218 CG6767 Enel gen 67C5 **(ns)  ***(ns)
BG01228mh derailed (drl) A 22728 pb del extremo 5' 37C7 ns (ns) * (ns)

BG01247 SRY interacting protein 1 (Sip1) En el gen 54B16 ***(ns)  ns (ns)
BG01279mh CG17836 En el gen 91D4-D5 ns (ns) * (ns)

BG01290 Btk family kinase at 29A (Btk29A) En el gen 29A2 *** (ns)  ns (ns)
BG01297m CG33691 A 291 pb del extremo 3' 6E2 ns (ns) * (ns)

BG01314h CG6540 En el gen 17C7 ns (ns) * (ns)

BG01354 CG30492 A 400 pb del extremo 5' 43E5 **(ns)  **(ns)
BG01491 tramtrack (ttk)a A 1637 pb del extremo 3' 100F3 *(ns)  ***(ns)
BG01515 female sterile (1) homeotic (fs(1)h) En el gen 7D5 ¥ (ns)  *** (ns)
BG01520 E2F transcription factor (E2f) En el gen 93E893E9-F1 * (ns) ** (ns)
BG01543 Merlin (Mer)a En el gen 18 E1 **(ns)  ***(ns)

(continiia en la proxima pagina)
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Continuacién de la Tabla 3.2

BG01548
BG01562
BG01563
BG01565
BG01566m
BG01568
BG01597
BG01600
BG01608m
BG01618
BG01633mh
BG01637 mh
BG01649
BG01655m
BG01660
BG01683
BG01689m

BG01713

BG01716
BG01725
BG01726m
BG01733m
BG01736m

a-Esterase-10 (a-Est10)
headcase (hdc)a
CG16708
Defense represor 1(Dnr1)
arrest (aret)
CG32560
1(3)82Fd
CG31666
No se hall6 similitud de secuencia significativa
CG6398
scalloped (sd)abd
Tropomodulin (tmod)
cricklet (clt)
CG32038
No existe secuencia
CG32572

No se hall6 similitud de secuencia significativa
CG10694 / CG18428

PAPS synthetase (Paps)?
Letal (3) neo 38 (1(3)neo38)
CG11382
CG6175
CG5966

A 2624 pb del extremo 5'
A 4750 pb del extremo 3'
A 51 pb del extremo 3'
Enel gen

En el gen

En el gen

En el gen

A 1200 pb del extremo 5'

A 250 pb del extremo 5'
Enel gen
En el gen
En el gen
En el gen

Enel gen

A 374 pb del extremo 5' /
A 520 pb del extremo 3'

A 800 pb del extremo 3'
A 700 pb del extremo 5'
A 197 pb del extremo 3'
A 2725 pb del extremo 5'
A 29 pb del extremo 3'

84D9

99E4
82F11-83A1
58E9
33D3-D5
16C1
82F8-F9
22A5

16D5
13F1
99F7-F8
57F4
67B7

15A3

95E1

76D1-2
86F18
1E4
68C1-C2
5D1

*k% (ns)
k% (***)
*% (ns)
*% (ns)
ns (ns)
e (ns)
k% (IIS)
* (ns)
*k% (ns)
*k% (ns)
ns (ns)

ns (ns)

*% (***)

*h% (ns)

= B B =
* W »n » O
CRCECER)
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*
*
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*
*
*

~
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(continiia en la proxima pagina)
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Continuacioén de la Tabla 3.2

BG01763 No se hall6 similitud de secuencia significativa **(ns)  **(ns)
BG01769 No existe secuencia **(ns)  **(ns)
BG01784m bunched (bun) En el gen 33E5-E9 ns (ns)  *** (%)

BG01828 No existe secuencia ***(ns)  ***(ns)
BG01835 No existe secuencia * (ns) *** (ns)
BG01839m No existe secuencia ns (ns) * (ns)

BG01858 No se hall6 similitud de secuencia significativa ***(ns)  ***(ns)
BG01859 No existe secuencia *** (ns)  ***(ns)
BG01880 cookie monster (comr) A 4921 pb del extremo 5' 58B1 * (ns) ns (ns)
BG01892 No se hall6 similitud de secuencia significativa ** (ns) * (ns)

BG01893 lethal (3) 07882 (1(3)07882) / Splicing factor 1 (SF1I) A 30 / A 400 pb del extremo 5' 90B4 **(ns)  ***(ns)
BG01902m mastermind (mam)ad En el gen 50C23-D3 E(FF) ns (FFF)
BG01949 ade5 /| CG12717 A 130 / A 550 pb del extremo 5' 11B16 ns (ns) * (ns)

BG01990 CG30492 A 501 pb del extremo 3' 43E5-E7 ns (ns)  **(ns)
BG02003 6-phosphofructo-2-kinase (Pfrx) En el gen 18C8 *** (ns)  ns (ns)
BG02023h Fasciclin 3 (Fas3) En el gen 36F2-F4 ns (ns)  ***(ns)
BG02058 No existe secuencia ns (ns) * (ns)

BG02063 CG32685 En el gen 9B1 * (ns) ns (ns)
BG02065h toucan (toc) En el gen 23D1-D2 * (ns) * (ns)

BG02088 CG15309 En el gen 9B4 ns (ns)  ***(ns)
BG02095 echinoid (ed)ade A 2888 pb del extremo 3' 24D4-D6 ¥ (ns)  *** (ns)
BG02106 CG31145 En el gen 95A7 ns (ns)  **(ns)
BG02107 No se hall6 similitud de secuencia significativa * (ns) ** (ns)
BG02109 tartan (trn)a En el gen 70A1 **(ns)  **(ns)

(continiia en la proxima pagina)
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Continuacién de la Tabla 3.2

BG02113
BG02118h
BG02128mh
BG02157
BG02173
BG02175
BG02180h
BG02192
BG02199
BG02219m
BG02241mh
BG02262mh
BG02286mh
BG02292
BG02314
BG02359
BG02380m

BG02439m

BG02462
BG02469m
BG02480
BG02520
BG02524

Laminin A (LanA)?
Protein kinase 61C (Pk61C)a
Lethal (1) GO007 (1(1)G0007)
CG8177
NFAT=
No se hall6 similitud de secuencia significativa
nuclear fallout (nuf)
boule (bol)a
Division abnormally delayed (dally)
Smrter (Smr)
bifocal (bif)
Smrter (Smr)
CG32529 / amnesiac (ammn)?
No se hall6 similitud de secuencia significativa
jing?
innexin 7 (inx7)
Laminin A (LanA)?

CG32556 / CG8188

CG6301
Laminin A (LanA)?
No existe secuencia
Vacuolar H+ ATPase 16kD subunit (Vhal6)
CG12418

A 680 pb del extremo 5'
A 35 pb del extremo 3'
Enel gen

A 2746 pb del extremo 3'
Enel gen

En el gen

En el gen

A 22 pb del extremo 3'
A 375 pb del extremo 3'
Enel gen

En el gen

En los genes

A 289 pb del extremo 3'
En el gen
A 151 pb del extremo 5'

A 300 pb del extremo 5' /
A 950 pb del extremo 3'

A 1398 pb del extremo 5'
A 170 pb del extremo 5'

En el gen
A 500 pb del extremo 5'

65A9
61B1
12E3-E5
67C7-C8
12A9-B2

70D3-D4
66F5-67A1
66E1-E3
11B10-B14
10D4-D5
11B10-B14
18F4-19A2

42C1
6E4
65A8-A9

16C1

53D11
65A8-A9

42C1
85E14

** (ns)
* (ns)
*% (ns)
*% (ns)
§ (ns)
*hk (ns)
ns (ns)
** (ns)
* (ns)
*% (ns)
* (ns)
*% (ns)

w4 (ng)

*4% (1)
ns (ns)
ns (ns)

*% (IIS)
k% (ns)

*k% (ns)
k%% (ns)
*4% (1)
ns (ns)

*k% (ns)

(continiia en la proxima pagina)
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Continuacién de la Tabla 3.2

BG02546m No se hall6 similitud de secuencia significativa ns (ns ** ()

BG02563 Capricious (caps) A 200 pb del extremo 5' 70A3 ***(ns)  ns (ns)
BG02566 Calreticulin (Crc) Enel gen 85E1 )RR
BG02612 CG31531 A 2 pb del extremo 5' 82D1-2 ) ()
BG02631 No se hall6 similitud de secuencia significativa ns (ns) * (ns)

BG02690r CG14478 Enel gen 54B16 ¥ (ns)  *** (ns)
BG02830mh Lipid storage droplet-2 (Lsd-2) A 61 pb del extremo 5' 13A8-A9 ***(ns)  ***(ns)

m [inea significativa para el tamafio del ala (TA) en machos; " Linea significativa para TA en hembras (ver Tabla 2.3 para mas detalles). 2 Gen relacionado con el
desarrollo del ala (GDA) en Flybase (quinta publicacién); ® GDA segtin Rerth y colaboradores (1998); < Gen relacionado con la conformacién del ala (GCA) segun
Weber (2005); 4 GCA segtin Dworkin y Gibson (2006); e GDA segtn Butler y colaboradores (2003). ns: no significativo; § P<0,03; *P<0,01; **P<0,001; ***P<0,0001. Entre
paréntesis se indica la significacién asociada a los anélisis realizados utilizando DP. Lineas ns para la conformacién del ala pero significativas para TA en algtn sexo:
BG00767, BG01329, BG01361, BG01380, BG01385, BG01433, BG01498, BG01538, BG01556 BG01573, BG01607, BG01613, BG01635, BG01662, BG01709, BG01717,
BG01735, BG01780, BG01898, BG01912, BG02019, BG02034, BG02042, BG02056, BG02081, BG02108, BG02131, BG02132, BG02159, BG02210, BG02239, BG02240,
BG02306, BG02327, BG02358, BG02386, BG02391, BG02395, BG02398, BG02412, BG02415, BG02435, BG02441, BG02529, BG02601, BG02605 y BG02727; Lineas ns para
ninguno de los dos caracteres vinculados al ala en ambos sexos: BG00369, BG00528, BG00992, BG01009, BG01257, G01339, BG01412, BG01488, BG01628, BG01645,
BG01659, BG01672, BG01674, BG01705, BG01714, BG01822, BG01947, BG02067, BG02102, BG02130, BG02560, BG02747 y BG02823. Todas estas lineas fueron ns segin
los analisis de DP excepto BG00528 (*** en machos), BG02415 (* en hembras), BG02601 (* en hembras) y BG02727 (** en hembras).
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Tomando en consideracion tanto a la conformacion como al tamano del ala (caracter
analizado mas detalladamente en el Capitulo 2), los resultados indican que 150 de las 191 lineas
analizadas (el 78,5%) mostraron diferencias significativas con respecto a la linea control para
alguno de los dos caracteres en uno o ambos sexos (Figura 3.5, Tabla 3.2). Mas de la mitad de las
lineas (el 65,4% en machos y el 55,0% en hembras) mostré diferencias significativas con respecto
al control para alguno de los caracteres relacionados con el ala cuando los sexos fueron
analizados en forma separada (Figura 3.5, Tabla 3.2). Sin embargo, s6lo el 19,4% de las lineas (37
de las 191 lineas estudiadas) mostré diferencias con respecto al control para ambos caracteres a
la vez en uno o ambos sexos (Figura 3.5, Tabla 3.2). Este porcentaje disminuye
aproximadamente a la mitad (al 11,5% en machos y al 8,9% en hembras) cuando se observan los
resultados en cada sexo por separado (Figura 3.5, Tabla 3.2). En general, el porcentaje de las
lineas en las que la inserciéon del elemento P afecté solo a la conformacion del ala (44,0%) es
mayor que el de las lineas en las que la mutacién modific6 el tamafio del 6rgano tnicamente
(15,2%; Figura 3.5, Tabla 3.2). Los resultados muestran que esta relacién se mantiene, de manera
aproximada, cuando se analizan los machos, por un lado (38,2% versus 15,7%) y las hembras,

por el otro (37,7% versus 8,4%).

Numero de lineas

Total Machos Hembras

B Ambos caracteres B Sélo tamafio & Sélo conformacién B Ningan carécter

Figura 3.5: Ntmero de lineas en las que la mutacién afecté sélo a uno de los dos caracteres del ala
analizados (conformacién o tamafo), a ambos a la vez o a ninguno de ellos; considerando a
machos y hembras juntos (total) y separadamente.
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Los andlisis de frecuencias mostraron que el nimero de casos en los que la mutacién
afecto soélo al tamario, sélo a la conformacion del ala o a ambos caracteres a la vez se encuentran
dentro de los valores esperados de acuerdo con un comportamiento independiente de ambos
caracteres tanto en los machos (x21=1,578; p=0,209) como en las hembras (x%1=0,388; p=0,533).

Por altimo, al considerar la identidad de las lineas en las que se vio afectado el tamafio
y/o la conformacion del ala en machos y en hembras simultdneamente, se pudo notar que la
mutacion causé un efecto similar (afectando uno y/u otro cardcter) en ambos sexos sélo en 61
lineas (31,9%; Figura 3.6, Tabla 3.2). Este valor es levemente inferior al asociado a las lineas que
presentaron dichos efectos tnicamente en los machos (33,5%) pero supera ampliamente al
correspondiente a las lineas significativas especificas de las hembras (23,0%; Figura 3.6, Tabla

3.2).

70 ~

Niumero de lineas

So6lo machos So6lo hembras Ambos sexos

B Conformacién O Tamafio B Conformacién y tamafio

Figura 3.6: Numero de lineas en las que la mutacién afecté sélo a uno de los dos caracteres
del ala analizados (conformacién o tamafio) o a ambos a la vez, de manera sexo-especifica
(Gnicamente en machos o en hembras) o en ambos sexos simultaneamente.

Los resultados de los contrastes de Dunnett, realizados para comparar los valores de DP
de cada linea BDGP con los de la linea control del bloque respectivo, mostraron que sélo el 8,4%
de las lineas (16 de las 191 lineas estudiadas) mostraron diferencias significativas para la
conformacioén del ala, al menos en un sexo (Tabla 3.2). Al analizar los sexos en forma separada,

puede notarse que s6lo 13 (el 6,8%) y 9 lineas (el 4,7%) mostraron diferencias significativas con
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respecto al control en hembras y machos respectivamente (Tabla 3.2). 6 de las lineas
significativas (el 3,1%) mostraron diferencias con respecto al control en ambos sexos
simultdineamente mientras que 3 (el 1,6%) y 7 (el 3,7%) presentaron efectos especificos en
machos y hembras respectivamente (Tabla 3.2). Tal y como se esperaba debido a que DP estima
la conformacién del ala en forma menos exacta que DR; la cantidad de lineas que presentaron
diferencias significativas con respecto al control fue considerablemente menor que en el analisis
multivariado mencionado anteriormente (Tabla 3.2). Sin embargo, atin cuando la mayoria de lo
casos no significativos de acuerdo con el andlisis multivariado tampoco lo fueron segtn el
andlisis univariado, existen algunos casos que resultaron ser no significativos en el primer
analisis y significativos en el segundo. Este es el caso de la lineas BG00528 (p<0,001), que mostrd
diferencias con respecto al control sélo en los machos; y las lineas BG02415 (p=0,047), BG02601
(p=0,039) y BG02727 (p=0,003) que mostraron dichas diferencias inicamente en las hembras. Si
bien se deben considerar estas discrepancias, hay que tomar en cuenta que dos de las lineas
fueron marginalmente significativas (BG02415 y BG02601). Asimismo, hay que considerar que
en el andlisis multivariado se utiliz6 un criterio bastante estricto, debido a la correccién
aplicada, para considerar a una linea significativamente diferente del control. A pesar de esto, el
analisis multivariado mostré ser mucho mas sensible que el univariado para detectar
diferencias en relaciéon con la conformacién del ala, lo cual es concebible para analisis que
emplean variables que estiman la variaciéon en més dimensiones. Todo esto esta de acuerdo con
la observacién de que la mayoria de las lineas significativas segtn al analisis univariado (las 6
significativas en ambos sexos, 2 de las 3 significativas s6lo en machos y 2 de las 7 significativas
tnicamente en hembras) esta entre las lineas que presentaron los valores més extremos para las
dos primeras DR (DR1 y DR2) que son aquellas que explican el mayor porcentaje de la varianza
fenotipica total (ver mas abajo). Por lo tanto, se priorizaron los resultados obtenidos a partir del

anélisis multivariado.

Identificacién de los genes candidatos

Se identificaron 98 genes candidatos que afectan a la conformacién del ala considerando
aquellos en los que la insercion del elemento P se encuentra a una distancia no mayor a 5 Kb del
sitio de inicio de la transcripcién del gen (sélo se seleccioné como candidato al gen més cercano
a la insercién excepto en aquellos casos en los que dos genes estan a una distancia no mayor a 1
Kb de la mutacion y la insercién no ocurrié en ninguno de los genes; Tabla 3.2). Por un lado, en
ocho de las 121 lineas significativas, la insercién del elemento P se encuentra en la vecindad de
dos genes (Tabla 3.2). Este es el caso de las lineas BG00683 (genes Furin 1 (Furl) y CG5127),
BGO00735 (genes schizo (siz) y CG10581), BG01214 (genes sugarless (sgl) y CG10064), BG01713
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(genes CG10694 y CG18428), BG01893 (genes lethal (3) 07882 (1(3)07882) y Splicing factor 1 (SF1),
BGO01949 (genes ade5 y CG12717), BG02286 (genes CG32529 y amnesiac (amn)) y BG02439 (genes
CG32556 y CG8188; Tabla 3.2). Por otro lado, se registro la insercién del elemento P en el mismo
gen candidato en dos o mas lineas diferentes. Este es el caso del gen Laminin A (LanA; lineas
BG02113, BG02380 y BG02469), CG30492 (BG01354 y BG01990) y Smrter (Smr; lineas BG02219 y
BG02262; Tabla 3.2). Una observacion interesante es que distintos sitios de insercién en el
mismo gen (es decir, distintas lineas) mostraron resultados diferentes, indicando que el sitio
exacto del transposén determina el efecto fenotipico de la mutacién, como fue observado para
los caracteres de tamafio corporal estudiados en el Capitulo 2 asi como para otros caracteres
(Rollmann et al., 2006). Por un lado, tres inserciones afectaron a LanA (Tabla 3.2). La mutacién
de la linea BG02113 afect6 la conformacién del ala tanto en machos como en hembras pero no
afect6 el tamafio del ala en ninguno de los dos sexos (Tabla 3.2). Las otras dos inserciones,
correspondientes a las lineas BGO02380 y BG02469, causaron una modificacion en la
conformacién y el tamafio del ala de los machos tnicamente (Tabla 3.2). Estas inserciones se
ubicaron a 680, 151 y 170 pb del extremo 5' de LanA respectivamente (Tabla 3.2). Por otro lado,
la insercion del elemento P a 400 pb del extremo 5' de CG30492 en la linea BG01354, afect6 la
conformaciéon del ala tanto en machos como en hembras pero no afect6 el tamafio del ala en
ninguno de los dos sexos (Tabla 3.1). Sin embargo, otra mutacién ubicada a 501 pb del extremo
3" del mismo gen en la linea BG01990, s6lo causé una modificacion de la conformacién del ala
en las hembras (Tabla 3.2). Finalmente, las mutaciones que afectaron a Smr causaron una
modificaciéon tanto de la conformacién como del tamafio del ala en ambos sexos en la linea
BG02262; mientras que, en la linea BG02219, afecté a ambos caracteres en los machos solamente
(Tabla 3.2). Estas inserciones ocurrieron en el primer intrén y a 375 pb del extremo 3' de Smr

respectivamente (Tabla 3.2).

Analisis funcional de los genes candidatos

Los genes con efectos significativos en la conformacion del ala fueron distribuidos en
términos de ontologia génica correspondientes a las categorias Proceso bioldgico, Funcion
molecular y Componente celular, de la misma manera que los analizados en el Capitulo 2, usando
FatiGO+ (Al-Shahrour et al., 2005, 2006). En el andlisis correspondiente a la categoria Proceso
biologico, se consideraron 580 términos de ontologia génica. Los 60 genes candidatos con
anotacion se distribuyeron en 45 términos de manera no excluyente (Tabla 3.3). Cada uno de los
primeros 15 términos engloba mas del 10% de los genes. En general, estos términos estdn
relacionados con el desarrollo, procesos metabdlicos, la organizaciéon y la biogénesis de la

célula, la reproduccion sexual, la localizacién, la comunicacion y la adhesion celular y el ciclo de
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la célula (Tabla 3.3). Una gran proporcién de estos genes estan implicados en el desarrollo (un
55% en Desarrollo de organismo multicelular, un 45% en Desarrollo de estructura anatomica y un 40%
en Proceso de desarrollo celular) y/o en procesos metabdlicos (un 55% en Proceso metabélico celular,
un 52% en Proceso metabélico primario y un 40% en Proceso metabolico macromolecular; Tabla 3.3). El
analisis de la Funcion molecular consideré 138 descriptores y los 78 genes candidatos con
anotacion en esta categoria se distribuyeron, de manera no excluyente, en 21 términos de
ontologia génica (Figura 3.7). Los términos que presentaron un mayor porcentaje de genes son:
Union a proteina (75%), Unidén a dcido nucleico (25%), Union a ion (17%), Actividad de transferasa
(14%) y Union a nuclectido (14%; Figura 3.7). Finalmente, en el andlisis correspondiente al
Componente celular se incluyeron 61 descriptores y los 49 genes con anotacion en esta categoria
se distribuyeron, de manera no excluyente, en 8 categorias. La gran mayoria de los genes (94%)
codifican alguna Parte de la célula, un 49% codifica algan Producto unido a la membrana de una
organela y un 12% alguno No unido a la membrana de una organela. Los términos restantes (Parte
de la region extracelular, Parte de una organela, Parte de la matriz extracelular, Complejo receptor y
Complejo proteico no localizado) engloban menos del 10% de los genes candidatos que tienen

alguna anotacion en esta categoria.
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Tabla 3.3: Distribucién de los genes candidatos con anotacién en términos de
ontologia génica correspondientes a la categoria Proceso biolégico usando FatiGO+. Los
genes son distribuidos de manera no excluyente (cada gen puede estar relacionado
con més de un término de ontologia génica). Los valores corresponden al porcentaje
de genes relacionado con cada término. “/” separa términos de ontologia génica

diferentes, cada uno de ellos con el porcentaje de genes indicado.

Términos de ontologia génica (Proceso bioldgico)

% de genes

Proceso metabolico celular / Desarrollo de organismo
multicelular

Proceso metabélico primario

Desarrollo de estructura anatémica

Proceso metabélico macromolecular / Proceso de desarrollo
celular

Regulacién de proceso biolégico

Comunicacién celular

Organizacion y biogénesis del componente celular
Reproduccion sexual

Establecimiento de localizacion

Proceso biosintético / Adhesion celular

Ciclo celular / Localizacién de la célula

Respuesta a estimulo quimico / Comportamiento

Divisién celular / Muerte / Proliferacion celular

Proceso reproductivo / Regulacién de calidad biol6gica /
Envejecimiento / Respuesta a estrés

Proceso metabdlico de compuesto de nitrégeno / Interaccién
comportamental entre organismos / Crecimiento de 6rgano /
Segregacion cromosémica / Regulacion de funcién molecular

Respuesta a estimulo externo / Maduracion del desarrollo /
Respuesta a estimulo endégeno / Localizacion de ARN /
Proceso metabdlico secundario / Crecimiento de organismo
multicelular / Localizaciéon de proteina / Docking de
membrana / Circulacién / Reconocimiento celular / Divisién
celular / Organizacion y biogénesis del puente intercelular /
Proceso catabolico / Respuesta a estimulo bidtico /
Crecimiento de desarrollo / Proceso neurolégico

55,00

51,67
45,00

40,00

38,33
26,67
23,33
21,67
15,00
13,33
11,67
8,33

6,67

5,00

3,33

1,67
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Unign a
proteina

Unign a acido nucleico

Tnidh a ion

Actividad detransferasa
nioh a fiucledtido

ia géenica

Actividad de hidrolasa

:I Actividad receptora

Teérminos de ontolog

Actividad de activador de latranscripcion
:I Actividad deligasa
Actividad detransportador transtmembrana deion / de regulador
de GTFPasa / de canal / de factor de transcripeion de pol IT de AR
Actividad dehelicasa [/ de activador de enzitna [/ deliasa J de

transportador de lipido f de oxidorre ductasa / de proteina
receptora de sefializacion / detransposasa / Union a carbohidrato

0 20 40 & 20 100

Genes anotados (%)

Figura 3.7: Distribucién de los genes candidatos con anotacién en términos de
ontologia génica correspondientes a la categoria Funcion molecular usando
FatiGO+. Los genes son distribuidos de manera no excluyente (cada gen puede
estar relacionado con mdas de un término de ontologia génica). “/” separa
términos de ontologia génica diferentes, cada uno de ellos con el porcentaje de
genes indicado.

Visualizacion de los efectos fenotipicos de los genes candidatos

A continuacién, se buscé identificar los genes cuya mutacién originé los mayores
cambios en la conformacién del ala y visualizar dichas modificaciones. Debido a que las lineas
en las que la inserciéon del elemento P afecté significativamente la conformacién del ala
pertenecen a bloques diferentes, los valores de cada DR fueron transformados de manera
similar a la explicada anteriormente: al valor de cada individuo se le rest6 el valor medio de la
linea control del sexo y bloque respectivo y se dividié al resultado por ese mismo valor. Luego
se calcul6 el valor medio de cada DR para todas las lineas significativas y se las ordend de
acuerdo a dichos valores. Dado que se pretende visualizar los mayores cambios asociados a la
conformacion del ala, se decidi6é tomar en consideracion los resultados obtenidos de DR1 y DR2
que son aquellas que explican el mayor porcentaje de la varianza fenotipica total (para mas
detalles, ver el Anexo metodoldgico II). De esta manera, las Figuras 3.8 y 3.9 muestran los
valores mencionados para machos y hembras respectivamente. Asimismo, en cada eje se indica

el porcentaje de la varianza fenotipica explicado por cada DR, calculado como la media de los
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valores correspondientes a los distintos bloques ponderada por la cantidad de lineas analizadas
en cada uno.

Una breve inspecciéon de la figura correspondiente a los machos permite notar que la
linea que presento los mayores valores respecto de DR1, en comparacion con la linea control del
bloque respectivo, fue BG01733, en la que la insercién del elemento P ocurri6é a 2725 pb del
extremo 5' de CG6175 (Figura 3.8, Tabla 3.2). Sin embargo, hay que destacar que otras dos lineas
presentaron valores cercanos a los de BG01733 en este eje, BG01597 y BG02199; en las que los
genes afectados por la mutacion fueron [(3)82Fd y division abnormally delayed (dally)
respectivamente (Figura 3.8, Tabla 3.2). La linea que present6 los menores valores respecto de
DR1 en este sexo fue BG01633, en la que la insercioén del elemento P ocurrié en el primer intrén
de scalloped (sd; Figura 3.8, Tabla 3.2). Nuevamente, hay que considerar que otra linea present6
valores cercanos a los de BG01633 en este eje, BG02566, en las que el gen afectado por la

mutacién fue Calreticulin (Crc; Figura 3.8, Tabla 3.2).
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Figura 3.8: Valor medio de las dos primeras DR de cada linea significativa
relativizado con respecto al control del bloque correspondiente en los machos. El
porcentaje de la varianza fenotipica explicado por cada DR es la media de los
valores correspondientes a los distintos bloques ponderada por la cantidad de
lineas analizadas en cada uno.
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En relaciéon con DR2, la linea que present6 los mayores valores en los machos, en
comparacién con la linea control del bloque respectivo, fue BG01019; en la que no se pudo
identificar un gen afectado por la inserciéon del elemento P (Figura 3.8, Tabla 3.2). A su vez, hay
que considerar que el valor de DR2 de esta linea esta muy cerca del valor correspondiente a casi
todas las demds lineas (Figura 3.8). En cambio, los menores valores respecto de este eje
muestran una gran diferencia con todos los demas. La linea que present6 los menores valores
en este eje fue BG02063, en la que la insercién del elemento P ocurrié en el gen CG32685 (Figura
3.8, Tabla 3.2). Asimismo, otras dos lineas presentaron valores cercanos a los de BG02063,
BG02380 y BG02524; en las que los genes afectados por la mutaciéon fueron LanA y CG12418
respectivamente (Figura 3.8, Tabla 3.2).

Al observar la figura correspondiente a las hembras se puede ver que las lineas que
presentaron los valores mayores y menores respecto de DR1, en comparaciéon con la linea
control del bloque respectivo; fueron las mismas que en los machos, BG01733 y BG01633
respectivamente (Figura 3.9, Tabla 3.2). De la misma manera que en el caso de los machos, hay
que destacar que otras dos lineas presentaron valores cercanos a los de BG01733 en este eje,
BG01314 y BGO01010; en las que los genes afectados por la mutacién fueron CG6540 y Karl
respectivamente (Figura 3.9, Tabla 3.2). En las hembras, al igual que en los machos, los
individuos de la linea BG02566 presentaron valores de DR1 cercanos a los de BG01633 (Figura
3.9, Tabla 3.2).

En relaciéon con DR2, linea que present6 los mayores valores en las hembras, en
comparacién con la linea control del bloque respectivo, fue BG02359; en la que el gen afectado
por la insercion del elemento P fue innexin 7 (inx7; Figura 3.9, Tabla 3.2). Nuevamente, hay que
considerar que otras lineas presentaron valores cercanos a los de BG02359 en este eje. Una fue
BG01828, en la que no se pudo identificar un gen afectado por la insercion del elemento P. Otra
fue BG02314, en la que el gen afectado por la mutacién fue jing (Figura 3.9, Tabla 3.2). Los
menores valores respecto de DR2 muestran una gran diferencia con los de las demaés lineas
aunque también presentan diferencias importantes entre si. La linea que present6 los menores
valores en este eje fue BG01949, en la que la insercién del elemento P ocurri6 antes del inicio de
la transcripcién de los genes ade5 y CG12717 (Figura 3.9, Tabla 3.2). Asimismo, otras dos lineas
presentaron valores sustancialmente menores a los de las demas lineas, BG02023 y BG01655; en
las que los genes afectados por la mutacioén fueron Fasciclin 3 (Fas3) y CG32038 respectivamente

(Figura 3.9, Tabla 3.2).
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Figura 3.9: Valor medio de las dos primeras DR de cada linea significativa
relativizado con respecto al control del bloque correspondiente en las hembras. El
porcentaje de la varianza fenotipica explicado por cada DR es la media de los
valores correspondientes a los distintos bloques ponderada por la cantidad de
lineas analizadas en cada uno.

Debido a que las lineas que presentaron los cambios mas extremos en la conformacion
del ala pertenecen, generalmente, a bloques diferentes, no seria adecuado mostrar las
modificaciones asociadas a cada eje como parte de un continuo. Sin embargo, se puede mostrar
el cambio en la conformacién del ala entre cada una de las lineas que presentaron los valores
mas extremos y el control del bloque respectivo para cada sexo (para mas detalles, ver el Anexo
Metodolégico II). De esta manera, las siguientes figuras muestran diagramas del ala (uno por
cada extremo de DR1 y DR2 que estd asociado a una linea diferente), para los machos y las
hembras por separado; cuya observacion permite inferir las regiones del ala que se vieron mas
afectadas en cada caso.

En los machos, el cambio en la conformacién del ala debido a la mutaciéon de CG6175,
asociado a los mayores valores de DR1, involucré a los puntos homélogos 2, 5, 6,7, 8, 9y 10 (ver
el Anexo Metodolégico II), es decir, casi toda el ala (Figura 3.10). Sin embargo, el
desplazamiento fue aparentemente mayor en el caso de los puntos 2 y 7 (Figura 3.10). El cambio

conformacional causado por la mutacién de sd, vinculado al otro extremo de los valores de DR1,
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implic6 a los puntos homologos 2, 6, 8, 9, 10 y 11, es decir, a la regién posterior del ala (Figura
3.11). En este caso, también puede verse que el desplazamiento fue desigual, siendo mayor en el

caso de los puntos 2 y 6 (Figura 3.11).
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Figura 3.10: Cambios en la conformacién del ala en los machos de la linea BG01733
(gen candidato: CG6175). Las flechas indican la direccion, el sentido y la magnitud del
cambio respecto de la linea control. Se sefialan los puntos homoélogos que mostraron el
cambio mds importante.
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Figura 3.11: Cambios en la conformacién del ala en los machos de la linea BG01633
(gen candidato: scalloped). Las flechas indican la direccién, el sentido y la magnitud del
cambio respecto a la linea control. Se sefialan los puntos homoélogos que mostraron el
cambio mas importante.

En relacion con DR2, el cambio en la conformacion del ala de los machos de la linea que
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present6 los mayores valores, BG01019, involucré a los puntos 2, 5, 6, 7, 8 y 9, es decir, casi toda
el ala nuevamente (Figura 3.12). Sin embargo, en este caso el desplazamiento de los puntos fue
similar (Figura 3.12). Por ultimo, el cambio conformacional causado por la mutacién de
CG32685, vinculado al otro extremo de los valores de DR2, implicé a los puntos homdlogos 5, 6,
7 y 8 (Figura 3.13). En este caso, los puntos 6 y 7 aparentemente se desplazaron més que los

otros (Figura 3.13).
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Figura 3.12: Cambios en la conformacién del ala en los machos de la linea BG01019
(gen candidato desconocido). Las flechas indican la direccién, el sentido y la magnitud
del cambio respecto a la linea control. Se sefialan los puntos homoélogos que mostraron
el cambio mas importante.
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Figura 3.13: Cambios en la conformacién del ala en los machos de la linea BG02063
(gen candidato: CG32685). Las flechas indican la direccion, el sentido y la magnitud del
cambio respecto a la linea control. Se sefialan los puntos homoélogos que mostraron el
cambio mas importante.
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En las hembras, el cambio en la conformaciéon del ala debido a la mutacién de CG6175,
asociado a los mayores valores de ambas DR, afecté similarmente a casi toda el ala (puntos
homologos 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9 y 10; Figura 3.14). El cambio conformacional causado por la
mutacién de sd, vinculado al otro extremo de los valores de DR1, implicé a los puntos todos los
puntos excepto al 4 y el 5 (Figura 3.15). Sin embargo, en este caso puede verse que el

desplazamiento fue desigual, siendo mayor en el caso de los puntos 2, 6 y 10 (Figura 3.15).
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Figura 3.14: Cambios en la conformacién del ala en las hembras de la linea BG01733
(gen candidato: CG6175). Las flechas indican la direccidn, el sentido y la magnitud del
cambio respecto a la linea control. Se sefialan los puntos homoélogos que mostraron el
cambio mds importante.
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Figura 3.15: Cambios en la conformacion del ala en las hembras de la linea BG01633
(gen candidato: scalloped). Las flechas indican la direccion, el sentido y la magnitud del
cambio respecto a la linea control. Se sefialan los puntos homoélogos que mostraron el
cambio mas importante.
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Con respecto a DR2, el cambio en la conformacion del ala debido a la mutacion de inx7,
asociado al extremo positivo de DR2; afecté moderada y similarmente a todos lo puntos menos
al 9 (Figura 3.16). Sin embargo, los puntos 5 y 10 aparentemente se desplazaron un poco mas
que los otros (Figura 3.16). El cambio conformacional causado por la mutacion de ade5 y
CG12717, vinculado al otro extremo de los valores de DR2; implic6 practicamente a toda el ala
otra vez (puntos 2, 3, 4, 6, 7, 9, 10 y 11; Figura 3.17). En este caso el desplazamiento de los
puntos 3, 4, 6 y 7 fue levemente mayor que el de los otros (Figura 3.17).

Si bien no se registraron exactamente las mismas lineas para ambos sexos en cada uno
de los extremos analizados, vale la pena resaltar que hubo coincidencia en relacién con DR1,
que es la que explica un porcentaje mayor de la varianza fenotipica total (Figuras 3.8 y 3.9). Por
un lado, el cambio en la conformacion del ala observado en la linea que present6 los valores
mayores en esta DR, BG01733, fue similar en ambos sexos aunque fue més pronunciado en los
machos (Figuras 3.10 y 3.14). Por otro lado, el cambio conformacional observado en la linea que
mostré los valores menores en esta DR, BG01633, también fue similar en ambos sexos aunque
fue mas pronunciado en las hembras (Figuras 3.11 y 3.15). Como ya fue mencionado, la
insercion del elemento P que afect6 a CG6175 serfa la responsable del aumento en los valores de
DR1 en ambos sexos (Figuras 3.8 y 3.9, Tabla 3.2); mientras que la mutacién de sd, que ya habia
sido mencionada en el Capitulo 2 por haber causado el aumento de distintos caracteres
vinculados al tamafio corporal (entre los que se encuentra el tamafo del ala en ambos sexos),
seria la responsable de la disminucién en los valores de DR1, también en ambos sexos (Figuras

3.8y 3.9, Tabla 3.2).

PSS
i e .
s b3
i ks
e b
L \\
e ~
- ~
8 .
~
%
~
Y
s
e S et i e e T o I TR ?‘u
! !
IT ey i
e .2 * [
=3 /
- ~—— S
it "--.?__-_ _________ !
TN % I e e =%
7
e - ."I--;l". //
-\__\_\_‘ ’/
- ! -
s ! -
-H""“--._ RS
= -
‘_.i
~ -
bt -
“ i
% -
= -
\\ /z,
wat W
'~ -
. W %
~ e
i..
c.. .."

Figura 3.16: Cambios en la conformacion del ala en las hembras de la linea BG02359
(gen candidato: innexin 7). Las flechas indican la direccion, el sentido y la magnitud del
cambio respecto a la linea control. Se sefialan los puntos homoélogos que mostraron el
cambio mas importante.
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.......

Figura 3.17: Cambios en la conformacién del ala en las hembras de la linea BG01949
(gen candidato: CG12717). Las flechas indican la direccion, el sentido y la magnitud del
cambio respecto a la linea control. Se sefialan los puntos homoélogos que mostraron el
cambio mds importante.

Discusion

A pesar de que recientemente se han llevado a cabo numerosos estudios con el objetivo
de profundizar el conocimiento de la arquitectura genética de la forma del ala en D. melanogaster
(Birdsall et al., 2000; Dworkin et al., 2005; Dworkin & Gibson, 2006; Mezey et al., 2005; Mezey &
Houle, 2005; Palsson & Gibson, 2000; 2004; Weber, 1990; Weber et al., 1999; 2001; 2005; 2008;
Zimmerman et al., 2000) el andlisis genético-cuantitativo de este caracter complejo aun se
encuentra en sus comienzos. Debido a esto, las lineas utilizadas en el Capitulo 2 para estudiar la
arquitectura genética de distintos caracteres de tamafio corporal y empleadas aqui para
identificar genes candidatos a formar parte de la base genética de la conformacién del ala,
constituyen una herramienta de gran valor para profundizar las investigaciones en este tema.
Como fue mencionado anteriormente, estas lineas fueron obtenidas por mutagénesis por
insercion de elementos P (Lukacsovich et al., 2001), una técnica que ha sido ampliamente
utilizada para identificar genes candidatos a integrar la base genética de diferentes caracteres
cuantitativos en distintos organismos modelo (Mackay, 2004). En particular, esta metodologia
ha sido utilizada recientemente con el objetivo de analizar la variacion en la forma del ala de D.
melanogaster (Dworkin & Gibson, 2006; Weber et al., 2005). La principal diferencia entre esos
trabajos y el que se muestra en este capitulo es que en el presente estudio practicamente se
cuadruplica la cantidad de lineas analizadas. Ademads, estos resultados representan una
contribucion sustancial al conocimiento en otro sentido, ya que existe poca superposicion entre

los genes analizados en este estudio y los analizados previamente.
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Analisis genético-cuantitativo e identificaciéon de mutantes divergentes

En primera instancia, los analisis genético-cuantitativos revelaron la existencia de una
importante variaciéon genética para la conformacién del ala, que explica un porcentaje de la
varianza fenotipica total comparable al vinculado al tamafio del ala (Capitulo 2). Este porcentaje
sugiere que un nimero importante de genes contribuye a la expresion de la conformacién del
ala, lo cual estd de acuerdo con las estimaciones hechas previamente para este caracter (Birdsall
et al., 2000; Dworkin & Gibson, 2006; Mezey et al., 2005; Mezey & Houle, 2005; Weber, 1990;
Weber et al., 1999; 2001; 2005; 2008; Zimmerman et al., 2000). Esto se debe a que més del 63% de
las lineas analizadas (utilizando la aproximacién multivariada) mostré diferencias significativas
para la conformacién del ala con respecto al control, al menos en un sexo. Sin embargo, resulta
interesante destacar que so6lo el 33% de las lineas mostr6 dichas diferencias en ambos sexos
simultdneamente. Estos resultados indican que la base genética de la conformacién del ala es en
gran medida sexo-especifica, a diferencia de estudios previos que mostraron una expresiéon de
los genes implicados mayormente independiente del sexo (Birdsall et al., 2000; Zimmerman et
al., 2000). Algunos autores, que han llevado a cabo trabajos relacionados con este tema desde
hace casi dos décadas (Weber, 1990; Weber et al., 1999; 2001; 2005), han analizado siempre un
tnico sexo argumentando que la expresion de los genes relacionados con la conformacién del
ala es, en gran medida, independiente del sexo; por lo que, oportunamente, citaron (Weber et
al., 2005) los estudios que avalarian dicha afirmacién (Birdsall ef al., 2000; Zimmerman et al.,
2000). Otros autores que habian afirmado en un primer trabajo que los sexos difieren en cuanto
a la conformacién del ala (Mezey & Houle, 2005), utilizaron s6lo un sexo para buscar QTLs
implicados en su expresién en un trabajo posterior (Mezey et al., 2005). Finalmente, Dworkin y
Gibson (2006) analizaron ambos sexos utilizando la misma metodologia usada en este estudio y,
a pesar de que obtuvieron diferencias significativas entre sexos, no hicieron una referencia
especial a dicho resultado ni a las discrepancias derivadas de su comparacién con los
correspondientes a analisis previos. Los resultados detallados en este capitulo, que fueron
obtenidos a partir del andlisis de un nimero de lineas/genes muy superior al empleado en los
estudios previos, sustentan la idea de que la base genética de la conformacion del ala depende
en gran medida del sexo. Por lo tanto, los estudios futuros relacionados con este tema deberfan
incorporar a ambos sexos en los analisis.

Tomando en consideracién tanto a la conformacién como al tamafio del ala (caracter
analizado més detalladamente en el Capitulo 2), los resultados indican que el 78,5% de las
lineas mostré diferencias con respecto al control para alguno de los dos caracteres en uno o
ambos sexos. Sin embargo, sélo el 19,4% de las lineas mostré dichas diferencias para ambos

caracteres a la vez en uno o ambos sexos. En general, el porcentaje de las lineas en las que la
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insercion del elemento P afecté sélo a la conformacion del ala (44,0%) es mayor que el de las
lineas en las que la mutacién modificé el tamafio del 6rgano tnicamente (15,2%). Finalmente,
los resultados de los andlisis de frecuencias sugieren que estos caracteres se comportan de
manera independiente en relacién con los genes que constituyen su base genética. Estos
resultados indican que la base genética de la conformaciéon del ala es en gran medida
independiente de la de su tamafio y es consistente con los resultados obtenidos por los estudios
previos (Birdsall et al., 2000; Dworkin & Gibson, 2006; Mezey et al., 2005; Mezey & Houle, 2005;
Weber, 1990; Weber et al., 1999; 2001; 2005; 2008; Zimmerman et al., 2000). Por dltimo, al
considerar las lineas en las que se vio afectado el tamafio y/o la conformacién del ala en machos
y en hembras simultdneamente, se noté que la mutacion causé un efecto similar en ambos sexos
tnicamente en el 31,9%. Este valor es levemente inferior al asociado a las lineas que presentaron
dichos efectos tinicamente en los machos (33,5%) pero supera ampliamente al correspondiente a
las lineas especificas de las hembras (23,0%).

Estos resultados reflejan la complejidad de la arquitectura genética de los componentes
de la forma del ala; es decir, de su conformacién, por un lado, y de su tamafio, por el otro.
Aparentemente, la expresiéon de cada uno de estos caracteres involucraria a gran parte del
genoma aunque muchos de los genes implicados serian distintos en cada caso. Asimismo, la
expresion de ambos caracteres dependeria en gran medida del sexo, tal y como se vio que
ocurre con otros caracteres, tanto morfoldgicos (ver el Capitulo 2; Norga et al., 2003) como
fisiolégicos (Harbison et al., 2004) y comportamentales (Anholt et al., 2003; Sambandan et al.,
2006). En general, los resultados sugieren que la arquitectura genética del tamafio de ala difiere
de la de su conformacién; tal y como ha sido observado por otros autores en poblaciones

naturales de D. melanogaster (Gilchrist & Partridge, 2001).

Identificacién y analisis funcional de los genes candidatos

El analisis funcional de los 98 genes candidatos identificados para la conformacion del
ala reveldé que casi la mitad de los que presentan alguna anotacién estd involucrada en el
desarrollo y/6 en procesos metabélicos, aspecto que coincide con lo detectado por Weber y
colaboradores (2005). Asimismo, el analisis de ontologia génica mostré que casi todos los
productos de los genes anotados forman parte de la célula y que la mitad de ellos estd unida a la
membrana de una organela. Finalmente, el 75% de los genes con anotacién presenta actividad
de unién a proteinas y el 27% se une a acidos nucleicos.

Para la mayoria de los genes candidatos involucrados en el cambio de conformacion del
ala en D. melanogaster, este es el primer registro de dicha funcién biol6gica. En efecto, de los 98

genes identificados s6lo dos se encuentran en la lista de Weber y colaboradores (2005), forkhead
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box, subgrupo O (foxo) y sgl; mientras que cuatro estdn entre los genes identificados por
Dworkin y Gibson (2006), echinoid (ed), mastermind (mam), Trithorax-like (Trl) y sd (Tabla 3.2). Al
ampliar la busqueda de los 98 genes a trabajos mas generales relacionados con el desarrollo del
ala de Drosophila (Butler et al., 2003; Rerth et al., 1998), se encontraron algunos de los genes
mencionados (sd, ed) asi como a misshapen (msn; Tabla 3.2). Vale la pena mencionar que, en uno
de estos trabajos, en el que se identificaron genes involucrados en el desarrollo del ala en
general (Rorth et al., 1998), se utilizaron mutaciones de “ganancia de funcién”; mientras que en
el otro se llevé a cabo un estudio acerca de los patrones de expresion génica en el ala utilizando
microarreglos de ADN (Butler et al., 2003). Finalmente, los resultados de una btsqueda de los 98
genes en Flybase (quinta publicacién) revelé una posible asociacién entre otros 15 y algtn
fenotipo relacionado con el desarrollo del ala y/6 la disposiciéon de sus venas: tartan (trn),
tramtrack (ttk), Spichthyin (spict), PAPS synthetase (Paps), Protein kinase 61C (Pk61C), Merlin (Mer),
Muscleblind (mbl), NFAT, jing, boule (bol), amn, headcase (hdc), wing blister (wb), inv, LanA (Tabla
3.2).

Dada la gran cantidad de genes que aparentemente afectan a la conformacién del ala, el
andlisis se centr6 en las mutaciones que generaron las modificaciones mas extremas con
respecto al control considerando las dos primeras dimensiones analizadas. S6lo dos de estas
mutaciones causaron cambios conformacionales extremos en ambos sexos simultaneamente, la
que afecté a CG6175 y la producida en sd. El resto de las mutaciones, que afectaron
diferencialmente a machos y a hembras, estan asociadas a otros 14 genes. Sélo tres de los 16
genes cuya mutacion gener6 las modificaciones conformacionales mas extremas se encuentran
dentro de los mencionados anteriormente (jing, LanA y sd). Los 13 genes restantes
aparentemente no han sido vinculados con la conformacién del ala ni al desarrollo de este
organo (ade5, CG12418, CG12717, CG32038, CG32685, CG6175, CG6540, Calreticulin (Crc), division
abnormally delayed (dally), Fas3, innexin 7 (inx7), Karl y 1(3)82Fd). Sin embargo, una revision de
bibliografia relacionada con estos genes (aunque no directamente con los temas mencionados)
sugiri6 posibles nexos entre algunos de ellos y los fenotipos producidos por su mutacién. Por
un lado, segtin distintos autores, los proteoglicanos heparan-sulfato 6 HSPGs (por su sigla en
inglés: Heparan Sulfate Proteoglycans) Dally y Dally-like (dlp) pueden contribuir a la dispersion
de Hh en el disco del ala (Bornemann et al., 2004; Han et al., 2005; Takei et al., 2004; Takeo et al.,
2005). Aparentemente, la expresion de dally en este disco esta controlada por los mismos
caminos de sefalizacion que regulan la expresiéon de Tkv por lo que podria ser un co-receptor de
Dpp que contribuya a darle forma al gradiente de Dpp (Fujise, et al., 2003). Finalmente, Dally
podria ser importante para la sefializacién de corto alcance de Wg (Eaton, 2006). Por lo tanto, la

mutacién de dally podria haber afectado el posicionamiento de las venas del ala a través de un
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cambio en alguna de estas rutas de sefializacién lo que habria llevado a una modificacion en la
conformacion del ala que result6 ser mas extrema (en relacion con el efecto de otras mutaciones)
en los machos. Por otro lado, existe abundante informacion relacionando a los genes jing, LanA
y sd con modificaciones del ala.

jing codifica un factor de transcripcién requerido para el desarrollo del alula y de las
venas del ala (Culi et al, 2006). La mutacién de jing estd generalmente asociada a una
disminucién o ausencia de diferenciacién de las venas aunque la penetrancia es baja y varia con
la vena afectada (Culi et al., 2006). Por ejemplo, la parte distal de L4 y L5 asi como ACV y PCV
son muy sensibles a la pérdida de jing (Culi et al., 2006). Ademas, jing es indispensable para la
diferenciacion del alula ya que su mutacion causa una reduccién en su tamafio y su fusién con
la parte principal del ala (Culi et al., 2006). Entonces, la mutacién de jing podria haber afectado
el desarrollo de las venas del ala y, de esta manera, podria haber generado cambios en su
conformacion, aunque este efecto fue observado especificamente en las hembras.

LanA (igual que wb, otro gen cuya mutacion afecté la conformacién del ala, aunque no
de forma tan extrema como LanA) codifica una de las cadenas que conforman el heterodimero
de laminina, un ligando de la matriz extracelular que se une a las integrinas de posicionamiento
especifico (Brown et al., 2000). La pérdida de funcion de estas integrinas en el ala causa la
pérdida de adhesion entre las dos caras que la conforman lo que genera una burbuja (blister)
llena de liquido (Brown et al., 2000; Fristrom et al., 1993). De esta manera, la mutacion de
LanA podria interferir con el funcionamiento normal de estas integrinas causando una
modificaciéon en el desarrollo y, por lo tanto, en la conformacién del ala, que resulté ser mas
extrema (en relacion con el efecto de otras mutaciones) en los machos.

Finalmente, tal y como se ha adelantado en el Capitulo 2, sd ha sido relacionado
ampliamente con la morfogénesis del ala (por ejemplo, Legent et al., 2006). Los mutantes de sd
suelen exhibir defectos que incluyen la falta de zonas del margen del ala (Campbell, 1991). sd es
un gen efector en el camino de sefializacién de Wg, requerido para la expresion temprana de
vestigial (vg) el cual, a su vez, es necesario para el mantenimiento posterior de sd (Varadarajan &
VijayRaghavan, 1999). Como la expresiéon temprana de ambos genes no requiere de la de Wg, sd
y vg son los genes especificos del desarrollo del ala que se expresan primero reflejando el inicio
de la especificacion del ala (Williams, 1993). La identidad y la proliferacion celular en el ala
requieren del factor de transcripcién dimérico formado por Vg y Sd. Sd es una proteina que se
une a ADN de manera especifica a través de su dominio TEA (por su sigla en inglés:
Transcriptional Enhancer Activator) mientras que Vg funciona como un activador de la
transcripcién (Halder et al., 1998; Simmonds et al., 1998). La relacion cuantitativa entre ambas

proteinas es critica para el desarrollo correcto del ala y esta regulada por genes vinculados al
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ciclo celular lo que permitiria asegurar la proliferacion celular normal (Legent et al., 2006). El rol
tan importante de sd en la morfogénesis del ala podria explicar el efecto tan pronunciado de la
mutacion de este gen tanto en el tamafio como en la conformaciéon de este érgano en ambos
sexos (Tabla 3.2). Sin embargo, hay que tener en cuenta que otra mutacién, que se produjo
aparentemente en una regiéon muy cercana del mismo gen (BG02605), s6lo caus6é un aumento en
el tamano del ala de los machos (Tabla 3.2). Estas diferencias podrian deberse a que las
mutaciones afectaron a distintos sitios de sd lo que, a su vez, generé un efecto fenotipico
diferente en cada linea mutante. De acuerdo a lo mencionado anteriormente, las mutaciones
podrian haber afectado determinados sitios de sd de forma tal de que el producto resultante (en
el caso de existir) no pueda unirse adecuadamente al ADN y/6 a Vg. Otros estudios mas

especificos podrian ayudar a dilucidar la causa de los cambios fenotipicos en cada caso.

En conclusién, los resultados presentados en este capitulo apoyan la idea de que la
arquitectura genética de la conformacién del ala es compleja y estad constituida por muchos
genes que contribuyen a su expresion principalmente de manera sexo-especifica.
Particularmente, su base genética, que es relativamente independiente de la del tamafo del ala,
estd compuesta por genes relacionados con el desarrollo del organismo y sus funciones
metabdlicas asi como por genes asociados a funciones mas especificas vinculadas a la
morfogénesis. Otros estudios més especificos podrian ayudar a confirmar la participacion de
estos genes en el posicionamiento de las venas del ala de forma tal de determinar su
conformacién. Particularmente, estos trabajos quizds permitan asignar a cada uno de los
distintos genes a un determinado camino de sefializacion de los mencionados anteriormente de

forma tal de profundizar el conocimiento actual acerca del desarrollo del ala de Drosophila.
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Capitulo IV

Anélisis de la plasticidad fenotipica de un grupo de genes en relacion a distintos

caracteres morfologicos en D. melanogaster.

Resumen

Los estudios destinados a conocer la arquitectura genética de un caracter cuantitativo
requieren saber si los genes implicados en su expresion tienen efectos diferenciales sobre el
fenotipo analizado bajo distintas condiciones ambientales. Debido a esto, se utilizaron 42 de las
191 lineas BDGP estudiadas a 25°C analizar su expresion en relacion a los caracteres de tamafio
corporal y la conformacién del ala a 17°C. En general, los resultados de los distintos anélisis
fueron similares a los obtenidos a mayor temperatura. El andlisis general de todas las lineas
criadas en ambas temperaturas, realizado separadamente para cada carécter, reveld diferencias
significativas entre los sexos y las temperaturas practicamente en todos los casos. Los resultados
indican que, tanto los caracteres estudiados como el efecto fenotipico de las distintas
mutaciones mostraron cierta plasticidad con el cambio de temperatura. Los analisis realizados
para cada cardcter, en machos y hembras por separado, revelaron la existencia de una
importante variacion genética que mostré una fuerte dependencia de la temperatura en todos
los casos. Los resultados de la correlacion genética entre las mediciones de cada caracter en
distintos ambientes indican que un ntimero de genes moderado, que parece ser algo mayor en
el caso de la conformacion del ala que en el de los caracteres vinculados al tamafio corporal,
controla la expresion de los distintos caracteres en ambas temperaturas. La interacciéon entre el
genotipo y el ambiente pudo ser explicada predominantemente por las desviaciones de la
correlacion perfecta entre temperaturas (el cambio de rango) en todos los casos. En términos
generales, los resultados de este capitulo resaltan la necesidad de estudiar la expresion de los
genes que conforman la base genética de un caracter en distintos ambientes cuando se pretende
profundizar en el conocimiento de la arquitectura genética de dicho cardcter. Particularmente,
los resultados sugieren que determinados genes parecen tener alguna relaciéon con el tamafio
y/o la forma de los 6rganos en distintas temperaturas, por lo que seria interesante realizar mas

estudios que permitan comprender su rol en la regulaciéon del crecimiento.
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Introduccién

Desde los albores de la genética cuantitativa se sabe que el valor fenotipico de un
cardcter habitualmente se ve influenciado tanto por el genotipo como por el ambiente en el que
este se expresa. Es por esto que, tal y como fue anticipado en el Capitulo 1, los estudios
destinados a conocer la arquitectura genética de un caracter cuantitativo requieren saber si los
genes implicados en su expresion tienen efectos diferenciales sobre el fenotipo analizado bajo
distintas condiciones ambientales (Anholt & Mackay, 2004).

El conjunto de fenotipos que puede producir un dnico genotipo al ser expuesto a
diferentes condiciones ambientales se denomina norma de reaccion desde que Schmalhausen
utilizé dicho término con su sentido actual en el libro Factors of Evolution en 1949 (Schlichting &
Pigliucci, 1998). De manera formal se lo podria definir como el cambio sistematico en la
expresion media de un cardcter fenotipico que ocurre como consecuencia del cambio
sistematico de una determinada variable ambiental (de Jong, 1990). El término plasticidad
fenotipica se refiere a la existencia de dicha variaciéon y puede definirse formalmente como el
cambio del fenotipo medio expresado por un determinado genotipo en diferentes macro-
ambientes (Via, 1987). La existencia de tal variabilidad ha sido demostrada en innumerables
estudios (ver ejemplos en Roff, 1997, pags. 197-198) y a veces puede ser tan grande que se llega
a clasificar a individuos de una misma especie como de especies distintas por sus espectaculares
diferencias debidas a respuestas plasticas extremas (Schlichting & Pigliucci, 1998). Las normas
de reaccién pueden ser mas o menos plésticas, es decir, el fenotipo puede cambiar en mayor o
menor medida en consonancia con el ambiente. Debido a esto se puede decir que, aunque los
términos plasticidad fenotipica y norma de reaccion suelen utilizarse como sinénimos, la plasticidad
siempre se refiere a una norma de reaccion, pero una norma de reaccién no es necesariamente
plastica.

En ese sentido, un genotipo puede producir un mismo fenotipo independientemente del
ambiente. Este fenémeno se denomina canalizacion y fue propuesto originalmente por
Waddington (1942). Un concepto que suele ser confundido con el anterior es el de homeostasis,
que es la propiedad de un organismo de mantener un estado estable ante condiciones variables
a través de la coordinaciéon de procesos fisiolégicos complejos (Lerner, 1954). Sin embargo,
cuando la selecciéon natural actta sobre mecanismos fisiologicos que pueden alterar la
estabilidad del fenotipo a lo largo de su ontogenia, la canalizacion es el proceso evolutivo que
altera el desarrollo del organismo (Schlichting & Pigliucci, 1998). Por lo tanto, s6lo cuando el
término canalizacién es definido como el producto de un proceso tiene el mismo significado

que la homeostasis (Schlichting & Pigliucci, 1998).
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Schlichting y Pigliucci (1998) distinguen dos formas de control genético de las respuestas
plasticas. Por un lado, la sensibilidad alélica, que tiene que ver con la respuesta de un locus en
particular ante un cambio en las condiciones ambientales. Esta respuesta podria deberse a un
cambio en la cantidad o actividad del producto del gen y podria variar entre diferentes alelos.
Por otro lado, el control requlador, que esta vinculado a la regulacién de la actividad génica por la
acciéon de un interruptor génico. Esta actividad dependeria del ambiente y resultaria en una
respuesta fenotipica de tipo “umbral”. Segtin estos autores la sensibilidad alélica seria una
forma pasiva de respuesta plastica que puede ser adaptativa o no y que puede resultar en una
variedad de efectos pleiotrépicos en los fenotipos (Schlichting & Pigliucci, 1998). La plasticidad
reguladora, en cambio, representaria una respuesta plastica activa por parte del organismo,
preferentemente adaptativa, que se deberia a la accién epistatica de genes relacionados con la
plasticidad (Schlichting & Pigliucci, 1998). Sin embargo, Roff (1997) plantea que los dos tipos de
control genético planteados por Schlichting y Pigliucci (1998) no representan necesariamente la
base de las respuestas discretas y continuas y que no se puede determinar el tipo de regulacion
genética a partir de la expresion fenotipica del caracter.

Las normas de reacciéon pueden ser representadas de distintas maneras (Schlichting &
Pigliucci, 1998). En la forma mas familiar, el valor fenotipico de un caracter se grafica en funcién
de un conjunto de condiciones ambientales. De manera alternativa, los valores de un caracter en
un ambiente dado pueden ser graficados en funcién de sus valores en un segundo ambiente.
Sin embargo, la visualizacién gréfica de las normas de reaccion depende de la aproximacion al
concepto de norma de reacciéon que se utilice. La aproximacion del estado de cardcter, que fue
propuesta inicialmente por Falconer, estd completamente formulada como un modelo genético-
cuantitativo (Falconer, 1952; Via, 1987; Via & Lande, 1985). Segiin esta vision un carécter
medido en dos ambientes diferentes puede ser considerado como dos caracteres genéticamente
correlacionados. Graficamente, si los valores fenotipicos de los genotipos estimados en dos
ambientes diferentes muestran una correlacién perfecta y positiva (r=1), los caracteres
presentan una base genética idéntica (Figura 4.1). En cambio, si dicha correlacion es perfecta y
negativa (r=-1) los caracteres tienen bases genéticas totalmente independientes entre si (Figura
4.1). Por ultimo, el coeficiente de correlacion estard entre -1 y 1 si los caracteres en cuestion

poseen una base genética compartida pero no idéntica (Figura 4.1).
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Figura 4.1: Representacion gréfica de las normas de reacciéon segin la aproximacién del
estado de cardcter, la cual considera que un caracter medido en dos ambientes diferentes
puede ser considerado como dos caracteres genéticamente correlacionados. Si la
correlacion es perfecta y positiva (r=1), la base genética de los caracteres es la misma (m); si
es perfecta y negativa (r=-1), los caracteres tienen bases genéticas totalmente
independientes entre si (®); y si el coeficiente de correlacién estd entre -1 y 1, los caracteres
poseen una base genética compartida pero no idéntica (A y #).

A todo lo anterior se debe agregar que distintos genotipos pueden responder de manera
diferente ante las mismas variaciones ambientales. La variaciéon en las respuestas, es decir, la
variacion en las normas de reaccién, se manifiesta en la interacciéon entre el genotipo y el
ambiente. En principio, la relacién entre la norma de reaccién de diferentes genotipos ante
cierta variacién en las condiciones ambientales puede darse de las siguientes cinco maneras que
se representan en la Figura 4.2:

a) Hay diferencias significativas entre los genotipos en cada ambiente (el factor genotipo,
G, es significativo), pero los efectos son idénticos en los dos ambientes (el factor ambiente, A, no
es significativo). Las normas de reaccion no son idénticas pero son paralelas y su pendiente es
nula (no son plasticas). En este caso no existe interaccién entre el genotipo y el ambiente (la
interaccién entre ambos factores, G x E, no es significativa).

b) Hay diferencias significativas entre los genotipos en cada ambiente (G es significativo)
y existen diferencias entre las medias de los valores fenotipicos en los distintos ambientes (A es

significativo) pero los diferentes genotipos reaccionan de la misma manera ante el cambio
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ambiental. Las normas de reaccion no son idénticas pero son paralelas y su pendiente no es nula
(son plasticas). En este caso tampoco existe interaccion genotipo ambiente (G x E no es
significativo).

c) Hay diferencias significativas entre los genotipos en cada ambiente (G es significativo)
pero no existen diferencias entre las medias de los valores fenotipicos en los distintos ambientes
(A no es significativo) debido a que existen diferencias en la varianza fenotipica entre los
ambientes: en el ambiente 1, la diferencia entre los valores fenotipicos medios de los genotipos
es mucho menor que en el ambiente 2. En este caso, las normas de reaccién no son paralelas lo
que indica que existe interaccion genotipo ambiente (G x E es significativo). Esta situacién se
denomina comtnmente cambio de escala.

d) Hay diferencias significativas entre los genotipos en cada ambiente (G es
significativo) pero no existen diferencias entre las medias de los valores fenotipicos en los
distintos ambientes (A no es significativo). Sin embargo, en este caso no existen diferencias en la
varianza fenotipica entre los ambientes aunque los genotipos alternativos tienen efectos
fenotipicos diferentes en distintos ambientes. En este caso, las normas de reacciéon tampoco son
paralelas por lo que existe interaccion genotipo ambiente (G x E significativo). Esta situacién se
denomina comtinmente cambio de rango.

e) Hay diferencias significativas entre los genotipos en cada ambiente (G es significativo)
y existen diferencias entre las medias de los valores fenotipicos en los distintos ambientes (A es
significativo). Asimismo, los genotipos alternativos tienen efectos fenotipicos diferentes en
ambientes distintos y existen diferencias en la varianza fenotipica entre los ambientes: en el
ambiente 1, la diferencia entre los valores fenotipicos medios de los genotipos es menor que en
el ambiente 2. Dado que las normas de reaccién no son paralelas, existe interacciéon genotipo
ambiente (G x E significativo) pero, en este caso, existe tanto un cambio de escala como un cambio
de rango.

Suponiendo que el cardcter analizado presenta alguna relacion con el fitness, los casos d)
y e) son los inicos en los que ningtin genotipo presenta un valor adaptativo maximo en los dos
ambientes. En este tipo de casos, en los que el orden de los valores de eficacia biolégica de los
genotipos puede ser muy diferente en distintas condiciones ambientales, la seleccién podria
favorecer a distintos genotipos en ambientes diferentes (Thomas & Barker, 1993). De esta
manera la plasticidad podria ser adaptativa en poblaciones que regularmente experimentan
ambientes heterogéneos debido a que distintos genotipos podrian expresarse en ambientes
diferentes (Ungerer et al., 2003). Esto, a su vez, permitiria mantener la variabilidad genética
intrapoblacional dado que distintos genotipos presentarian el mejor fenotipo en relacién con

cada ambiente (Ungerer et al., 2003).
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Figura 4.2: Fenotipos expresados por diferentes genotipos en distintas condiciones ambientales. Cada grafico muestra el valor fenotipico del cardcter analizado
que presenta un genotipo dado en distintos ambientes (A1l y A2). Distintas lineas representan la norma de reaccion de genotipos diferentes. Ademas, se indica la
significacién asociada a las fuentes de variacién en cada situaciéon hipotética. G: genotipo, A: ambiente, GxXA: interaccién genotipo x ambiente. s: efecto
significativo; ns: efecto no significativo. Figura modificada de Mackay y Anholt (2007).
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Uno de los factores ambientales méds importantes que afecta al tamafio corporal en los
animales ectotermos es la temperatura (Atkinson & Sibly, 1997). Como fue adelantado en el
Capitulo 1, los insectos criados a temperaturas menores muestran tamarfios corporales mayores
(Atkinson, 1994). Davidowitz y Nijhout (2004) mostraron que, en Manduca sexta, las tasas de
crecimiento aumentan linealmente con la temperatura y propusieron una explicacién simple
para la disminucién simultanea del tamafio corporal. Estos autores mostraron que el intervalo
hasta el cese del crecimiento (ICG; ver el Capitulo 1) decrece marcadamente a medida que
aumenta la temperatura y el efecto negativo que esto genera sobre el tamafio corporal hace mas
que contrarrestar el aumento de tamafio debido a una mayor tasa de crecimiento. Por lo tanto,
se supone que un ICG mas largo a temperaturas mas bajas permite un crecimiento neto mayor,
aun cuando la tasa de crecimiento es menor.

El efecto de la temperatura sobre el tamafio corporal, estimado a partir de la medicién de
distintos caracteres, ha sido ampliamente estudiado en Drosophila (por ejemplo, Barker & Krebs,
1995; David et al., 2006c; Gebhardt & Stearns, 1993; Gilchrist & Huey, 2004; Loeschcke et al.,
1999; Morin et al., 1997; Noach et al., 1996; Nunney & Cheung, 1997; Scheiner et al., 1991; Wolf et
al., 2000). El aumento del tamafio con la disminucion de la temperatura ha sido generalmente
atribuido al incremento del tamafio celular mas que al de la cantidad de células (por ejemplo,
Azevedo et al., 2002; Delcour & Lints, 1966; de Moed et al., 1997; French et al., 1998; Partridge et
al., 1994; Robertson, 1959; Stevenson et al., 1995). Varios de estos trabajos se llevaron a cabo
utilizando el ala de Drosophila como modelo y, mientras en algunos de ellos se observé que el
cambio conformacional implica predominantemente al compartimiento posterior; casi todos
han demostrado que las alas se alargan en forma desproporcionada a medida que la
temperatura disminuye (por ejemplo, Azevedo et al., 1998; Birdsall et al., 2000; Bitner-Mathé &
Kaczko, 1999; Debat et al., 2003; Imasheva et al., 2000; Kjeersgaard et al., 2007; Matta & Bitner-
Mathé, 2004; Moreteau et al., 1998).

En este contexto, los objetivos de este capitulo son:

> Realizar un andlisis genémico funcional similar a los que formaron parte de los

Capitulos 2 y 3 pero a una temperatura diferente. En particular, una parte de las lineas

estudiadas a 25°C fueron analizadas a 17°C. De esta manera, se identificaron los loci

asociados a ese conjunto de lineas que contribuyen a la expresiéon de los caracteres

vinculados al tamafio corporal y a la conformacién del ala a menor temperatura en D.

melanogaster.

> Analizar la expresiéon de dichas lineas y de los loci correspondientes en ambos

ambientes simultdneamente considerando tanto los caracteres vinculados al tamafio

corporal como la conformacién del ala. De esta manera, se estudié la norma de reaccion
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de esos genes de forma tal de establecer si muestran plasticidad fenotipica al criar a los
individuos de las respectivas BDGPs a dos temperaturas diferentes. Ademads, este
analisis permiti6 caracterizar a la interaccién entre el genotipo y el ambiente

cuantificando el cambio de escala y el cambio de rango.

Materiales y métodos
Stocks de Drosophila

Se seleccionaron al azar 42 de las 191 lineas BDGP mencionadas en los Capitulos 2 y 3
para estudiar las bases genéticas de caracteres vinculados al tamafio corporal y a la
conformacion del ala en individuos criados a 17°C (cabe recordar que en ese caso las moscas se
criaron a 25°C). El estudio relacionado con los caracteres vinculados al tamafio corporal, similar
al del Capitulo 2 de esta tesis, conformo la tesis de licenciatura de Marcos Imberti (2008). Sin
embargo, el andlisis asociado a la conformacién del ala, andlogo al del Capitulo 3 de esta tesis,
formara parte de este capitulo. Ademads, las estimaciones de los caracteres analizados por
Imberti (2008) fueron hechas utilizando morfometria clasica. Por lo tanto, este capitulo también
incorporara los andlisis del tamafio del ala realizados con del estimador obtenido al emplear
morfometria geométrica (el tamafo de centroide, TC). Esto permitird comparar la totalidad de
los resultados derivados de los andlisis de las 42 lineas criadas a 17°C, por un lado, y a 25°C, por
el otro. Asimismo, esto permitira realizar un analisis conjunto de los datos de forma tal de
estudiar la plasticidad fenotipica asociada a los genes vinculados a esas 42 lineas.
Disefio Experimental

Las 42 lineas fueron criadas en un mismo bloque que contenia al control, aplicando el
disefio experimental empleado en el Capitulo 2 (para més detalles ver el Anexo Metodolégico I)
so6lo que a 17°C. De esta forma se obtuvieron las moscas adultas utilizadas para estimar los
caracteres vinculados al tamafio corporal y a la conformacién del ala. Estos individuos fueron
disecados y fotografiados por Marcos Imberti en el transcurso de su tesis de licenciatura (2008)
de la manera detallada en el Capitulo 2.
Caracteres vinculados al tamafio corporal

Los caracteres vinculados al tamafio corporal medidos en los individuos que se
desarrollaron a 17°C son los mismos que en el Capitulo 2: la distancia interocular (DO), el ancho
de la cabeza (AC), el largo del térax (LT) y el tamafio del ala (TA). Las mediciones derivadas de
la cabeza y el térax fueron obtenidas por Marcos Imberti para su tesis de licenciatura (2008). Sin
embargo, el tamafio del ala, estimado a partir de TC, se obtuvo en el transcurso de esta tesis
utilizando las mismas fotos. La manera en la que se fotografiaron los individuos y se realizaron

las mediciones se detalla en el Anexo Metodolégico II.
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Conformacién del ala

La conformacion del ala de las moscas adultas se analiz6 a partir de la estimaciéon de dos
variables distintas, similarmente a lo realizado en el Capitulo 3. Por un lado, se utilizé la
variable univariada Distancia de Procrustes (DP) para realizar un andlisis genético-cuantitativo
similar al del Capitulo 3, asi como un estudio de la plasticidad fenotipica de las lineas (ver mas
abajo). Por otro lado, se utilizaron las Deformaciones Relativas (DR), para realizar un analisis
multivariado del cambio en la conformacién del ala causado por la insercién del elemento P,
analogo al del Capitulo 3 (ver mds abajo). Ambos tipos de variables fueron obtenidas, igual que
las analizadas en el Capitulo 3, a partir de la implementacion de una técnica de Morfometria
geométrica (para mas detalles, ver el Anexo Metodoldgico II). Nuevamente, los valores de DR
correspondientes a los machos y a las hembras se analizaron por separado debido a que se sabe
que los sexos difieren en relacién con la conformacién del ala y, de acuerdo con la técnica
utilizada, deben estudiarse por separado (para més detalles, ver el Anexo Metodologico II).
Analisis Estadisticos

Analisis de las lineas criadas a 17°C

En general, los caracteres vinculados al tamafio corporal fueron analizados de la manera
detallada en el Capitulo 2 y la conformacién del ala fue estudiada como se explicé en el
Capitulo 3. Como se mencioné anteriormente, la mayor parte de los analisis relacionados con
los caracteres vinculados a la cabeza y el térax fueron realizados por Marcos Imberti para su
tesis de licenciatura (2008). Sin embargo, algunos anélisis de los detallados en el Capitulo 2 no
fueron incorporados en ese trabajo. Dichos analisis fueron hechos en el marco de esta tesis
utilizando las mediciones obtenidas por Imberti (2008) de forma tal de poder comparar sus
resultados con los obtenidos en el Capitulo 2. Finalmente, los analisis asociados a los caracteres
vinculados al ala fueron hechos utilizando las estimaciones de los caracteres correspondientes
obtenidos en el marco de esta tesis para poder comparar sus resultados con los obtenidos en los
Capitulos 2 y 3. A continuaciéon se mencionan brevemente todos los analisis hechos en el marco
de este capitulo.

Analisis de los caracteres de tamario corporal

Analisis de correlacion genética. Dado que el estimador del tamafio del ala utilizado a lo
largo de esta tesis (TC) presenta valores que difieren en varios ordenes de magnitud con
respecto a los demas caracteres, se realizaron nuevamente todas las correlaciones utilizando los
valores transformados de las variables de la manera detallada en el Capitulo 2.

Andlisis genético-cuantitativo. Tal y como se explicé en el Capitulo 2, este andlisis se
realiz6 con los valores correspondientes a cada variable por separado. Dado que todos los datos

provienen del mismo bloque, no fue necesario transformar los valores como en el Capitulo 2.
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Por lo tanto, este analisis se realizé tinicamente con la variable estimadora del tamafio del ala,
ya que el andlisis de los demas caracteres del tamafio corporal se hizo de la misma manera en la
tesis de licenciatura mencionada (Imberti, 2008).

Identificacion de las lineas divergentes y de los genes asociados. Similarmente a lo mencionado
en el item anterior, este andlisis se realiz6 inicamente con la variable estimadora del tamafio del
ala, ya que el andlisis de los demas caracteres del tamafo corporal se llev6 a cabo, de la manera
que ha sido detallada en el Capitulo 2, en la tesis de licenciatura de Imberti (2008).

Efectos pleiotropicos de las mutaciones en los distintos caracteres. Las lineas fueron
clasificadas de acuerdo con la cantidad de caracteres que mostraron diferencias significativas
con respecto al control, considerando los resultados de los analisis de DO, AC y LT obtenidos
por Imberti (2008) y los de TA derivados del item anterior. A diferencia del Capitulo 2, no se
encontraron lineas que hayan mostrado diferencias con respecto al control en la mayor parte de
los caracteres en ambos sexos (tres o cuatro caracteres en cada sexo). S6lo se encontraron lineas
que mostraron dichas diferencias en un sexo. Por lo tanto, los valores transformados de las
cuatro variables fueron analizados, en cada una de esas lineas por separado, mediante un
ANOVA con el factor carécter, tal y como fue explicado en el Capitulo 2.

Andlisis de la conformacion del ala

Analisis genético-cuantitativo. Los valores de DP fueron analizados de la misma manera
que en el Capitulo 3. Como ya fue explicado en ese capitulo, esta variable es un estimador
menos exacto de la conformacion del ala (para més detalles, ver el Anexo Metodoldgico II), pero
permite realizar un andlisis conjunto de ambos sexos asi como estimar los componentes de la
varianza para las fuentes de variacion aleatorias.

Identificacion de mutantes divergentes mediante el andlisis de DR. Los valores de DR
correspondientes a cada linea fueron comparados con respecto a los del control utilizando un
MANOVA, tal y como se explicé en el Capitulo 3. De la misma manera, se aplicé la correccion
de Bonferroni para comparaciones multiples (P = 0,0012).

Identificacion de los genes candidatos. Para identificar los genes potencialmente afectados
por la insercion del elemento P en las lineas significativas, se realiz6 una busqueda
bioinformética en el genoma de D. melanogaster tal y como fue explicado en el Capitulo 2.

Visualizacion de los efectos fenotipicos de los genes candidatos. Se grafico el cambio
conformacional para las lineas que presentaron los valores mas extremos con respecto a las dos
primeras DR (que son aquellas que explican el mayor porcentaje de la varianza fenotipica total)

de la misma manera que en el Capitulo 3.
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Anélisis conjunto de las lineas criadas a ambas temperaturas

Anadlisis de los caracteres de tamario corporal

Andlisis de correlacion genética. Para poder realizar un analisis con todas las lineas
medidas a distintos temperaturas, los valores correspondientes a cada variable morfolégica se
transformaron tal y como se explicé en el Capitulo 2. Utilizando estos valores, se realizé un
andlisis de correlaciéon entre temperaturas para cada variable en cada sexo por separado. En
estos analisis se utilizaron, al igual que en los demas, los valores medios de las 42 lineas.

Efectos pleiotrépicos de las mutaciones en los distintos caracteres. Las lineas se clasificaron de
acuerdo con la cantidad de caracteres que mostraron diferencias significativas con respecto al
control, considerando los resultados de los analisis de los cuatro caracteres de tamafo corporal
estudiados a ambas temperaturas. Nuevamente, no se encontraron lineas que hayan mostrado
diferencias con respecto al control en la mayor parte de los caracteres en ambos sexos y
temperaturas. S6lo se encontraron lineas que mostraron dichas diferencias en ambas
temperaturas en un sexo. Por lo tanto, los valores transformados de las cuatro variables se
analizaron, en cada una de esas lineas por separado, mediante el siguiente modelo de ANOVA:

Y=p+C+T+CxT+€
donde C es el efecto del caracter (fijo), con cuatro niveles, que permiti6 estudiar la existencia de
diferencias en la magnitud del cambio entre caracteres; T es el factor temperatura (fijo), con dos
niveles y € representa al error. Cuando las fuentes de variacion C y/6 C x T fueron
significativos en el andlisis de una linea, se identificaron las medias de los caracteres que
mostraron diferencias significativas mediante comparaciones a posteriori (contrastes de Tukey
HSD).

Andlisis ~ genético-cuantitativo. Los valores correspondientes a cada variable,
transformados como se mencioné anteriormente, fueron analizados de acuerdo al siguiente
modelo de ANOVA:

Y=p+L+T+S+LxT+LxS+TxS+LxTxS+€
donde p es la media general del caracter analizado en cada caso; L es el factor linea (aleatorio),
con tantos niveles como lineas se utilizaron, que permitié analizar la existencia de varianza
genética; S es el factor sexo (fijo), con dos niveles, que permitié estudiar la existencia de
diferencias entre sexos; T es el factor temperatura (fijo), con dos niveles, que permiti6 estudiar la
existencia de plasticidad fenotipica definida, en este caso, a partir de las diferencias de
expresion de los caracteres investigados a 17°C y a 25°C; y € representa al error. Asimismo,
para cada variable morfolégica se estim6 el componente de la varianza fenotipica total

explicado por cada fuente de variacion aleatoria.
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Este modelo es muy complejo ya que incluye una interaccion triple aleatoria cuyos
cuadrados medios son utilizados para estimar el valor del estadistico asociado a las otras
interacciones. A su vez, los cuadrados medios de las interacciones aleatorias de menor orden
son utilizados para estimar el valor del estadistico asociado a los factores principales. Dado que
la interaccién triple y algunas de las interacciones aleatorias de menor orden resultaron
significativas, se realizaron ANOVAs separados para cada sexo. Estos ANOVAs de dos factores
también presentan una interacciéon aleatoria cuyos cuadrados medios son utilizados para
estimar el valor del estadistico asociado a cada una de las fuentes de variacién principales. Por
lo tanto, en los casos en los que esta interaccién resultd significativa y el efecto de la
temperatura no fue aparentemente significativo, se realizaron contrastes para estudiar el efecto
real de dicho factor. De esta manera, se pudo estudiar la existencia de plasticidad fenotipica
para los caracteres respectivos. Asimismo, para evaluar el efecto del factor linea en dichos casos,
se realizaron ANOVAs con los datos correspondientes a cada temperatura por separado. De
este modo, se pudo establecer la existencia de variabilidad genética para los caracteres en
cuestion. Finalmente, una interaccién significativa entre la linea y la temperatura se puede
interpretar como una estimacion de la interacciéon genotipo-ambiente (G x A). Esta interaccion
puede surgir como consecuencia de la existencia de diferencias en la varianza entre lineas en
cada ambiente (es decir, en cada temperatura; cambio de escala) y/o como desviaciones de la
correlacion genética perfecta entre ambientes (es decir, rc:a < 1, cambio de rango). La
contribucién de estas dos fuentes de variacion a la interacciéon G x A fue analizada segun la
ecuacion obtenida por Robertson (1959):

Viexa=[(0a1-04a2)2+ 2 x oa1X 6a2 X (1 - 76xa)]/2
donde V4 es el componente de la varianza genotipo x ambiente, 7c:4 es la correlacion genética
entre ambientes y ca1 y ca2 corresponden a la raiz cuadrada del componente de la varianza
entre lineas en ambos ambientes (17°C y 25°C). El primer término corresponde a las diferencias
en la varianza entre lineas entre ambientes y el segundo a desviaciones de la correlaciéon
perfecta entre ambientes. Esta correlacion es la correlacion genética entre las mediciones del
mismo caracter en distintos ambientes y, en este caso, refleja el grado en el que los mismos
genes controlan la expresion del caracter analizado a distintas temperaturas. El coeficiente de
esta correlacion se estim6, para cada caracter, de acuerdo con la siguiente ecuacién:
7exa= COVa1a2/ 6a1X Ga2

donde COVa1a2 es la covarianza de las medias de las lineas medidas a distinta temperatura. Los
valores de 61y oa2se obtuvieron a partir de los ANOV As realizados para cada combinacién de

sexo y temperatura.
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Dado que se emplearon los mismos datos en distintos andlisis, se aplicé la correccién de
Bonferroni para comparaciones multiples (Ps = 0,0167).

Andlisis de la conformacion del ala

Analisis genético-cuantitativo. Los valores correspondientes a DP, transformados como se
explico en reiteradas oportunidades, fueron analizados de la manera explicada en el apartado
anterior, correspondiente a los caracteres de tamafio corporal.

Todos los anélisis estadisticos fueron realizados usando el paquete STATISTICA

(StatSoft Inc., 2004).

Resultados

Analisis de las lineas criadas a 17°C

Anélisis de los caracteres de tamaifio corporal

Analisis de correlacion genética

Se realizaron andlisis de correlacion para estudiar la relacion entre cada par de variables
en cada sexo por separado y entre machos y hembras para cada carécter. La correlacion genética
entre cada par de variables fue positiva y altamente significativa en ambos sexos (Tabla 4.1). El
porcentaje de la varianza total explicado por la correlacién vario entre el 60% (DO-TA) y el 77%
(AC-TA) en hembras y entre el 32% (DO-TA) y el 74% (AC-LT) en machos (Tabla 4.1). El
ordenamiento de los pares de variables de acuerdo a dichos porcentajes difiere bastante entre
sexos (Tabla 4.1).

En general, estos resultados difieren de los obtenidos para las 191 lineas BDGP
estudiadas a 25°C (Tabla 2.1 del Capitulo 2). En primera instancia, los valores del coeficiente de
correlacién son bastante mas altos en el caso de las lineas criadas a 17°C. La tinica excepcion
parece ser AC-LT en los machos, que mostré valores similares en ambas temperaturas. Ademas,
el ordenamiento de los pares de variables de acuerdo a dichos valores difiere bastante entre
temperaturas considerando a cada sexo por separado. Sin embargo, existen algunas similitudes:
la correlacion DO-TA present6 los porcentajes mas bajos en todos los casos, la correlacion AC-
LT mostr6 los mayores valores en los machos a ambas temperaturas y las correlaciones LT-TA y
DO-LT ocuparon el segundo y el tercer lugar, respectivamente, en las hembras. Finalmente, el
porcentaje de la varianza explicado por la correlacién entre caracteres derivados del mismo
disco imaginal aumenta un poco en el caso de DO-AC y disminuye en el de LT-TA y ninguno
ocupa el primer lugar en el ordenamiento general (Tablas 2.1 del Capitulo 2 y 4.1 de este
capitulo).

La correlacion genética entre los sexos para cada variable fue positiva y altamente

significativa en todos los casos y el porcentaje de la varianza total explicado por la correlacion
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estuvo entre el 40% y el 50% (Tabla 4.1). En general, cada uno de estos caracteres mostré una
correlacion menor entre sexos que con los demds caracteres dentro del mismo sexo. La tinica
excepcion parece ser DO-TA en los machos, que presento el coeficiente de correlacion mas bajo
(Tabla 4.1). Esto también constituye una diferencia con respecto a los resultados obtenidos a
25°C, en los que se observé que las tnicas correlaciones significativas entre sexos (DO y TA),
explicaron un porcentaje de la varianza mayor que con ningin otro caracter dentro del mismo
sexo (Tablas 2.1 del Capitulo 2 y 4.1 de este capitulo).

Por altimo, los resultados en relacion a DO, AC y LT son ligeramente diferentes de los
obtenidos por Imberti (2008). Como fue mencionado anteriormente, estas pequefias diferencias
probablemente se deben a que en este caso se utilizaron los valores transformados
correspondientes a cada una de las variables. En relaciéon con TA, los resultados también
presentan ciertas diferencias. En este caso, Imberti (2008), utilizé dos estimadores diferentes, el
ancho del ala (AA) y el largo del ala (LA). Los resultados expuestos en este capitulo, derivados
del andlisis de TC, son generalmente mas parecidos a los de LA que a los de AA en las hembras.
Sin embargo, el porcentaje de la varianza explicado por la correlacion en los distintos casos
correspondientes a los machos fue menor para TC en comparaciéon con AA y LA. Similarmente,
el coeficiente de la correlacién de TC entre los sexos fue un poco menor que el correspondiente

a AAyLA.

Tabla 4.1: Principales resultados de los analisis de correlacién genética de los caracteres
vinculados al tamafio corporal (valor de r y su significancia). Se realizé un analisis de
correlacién entre cada par de variables en los machos (sobre la diagonal), en las hembras
(bajo la diagonal) y entre sexos para cada variable (sobre la diagonal). Los andlisis se
realizaron utilizando el valor medio de cada linea para cada caracter y sexo.

Machos
DO AC LT TA
Hembras DO 0,65 0,74 0,72 0,56
AC 0,81 0,69 0,86 0,78
LT 0,81 0,80 0,71 0,74
TA 0,77 0,88 0,84 0,63

DO: distancia interocular, AC: ancho de cabeza, LT: largo de térax, TA: tamafio de ala.
p<0,001 en todos los casos.

Analisis genético-cuantitativo

Se realiz6 un andlisis de varianza para determinar si hay variabilidad genética (medido a

través del factor linea) para TA, de las diferentes lineas es sexo-dependiente (estimado por la
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interaccion linea x sexo) y si los sexos presentan variacion del tamafio del ala estimado a través
de TC. Los resultados del ANOVA mostraron que las tres fuentes de variacién fueron altamente
significativas y que las fuentes de variacion genéticas (linea y linea x sexo) juntas explicaron el
21% de la varianza fenotipica total (Tabla 4.2). Como era de esperar, las hembras mostraron
valores significativamente mayores que los machos. Si bien, estos resultados son similares a los
obtenidos por Imberti (2008) para AA y LA, los componentes de varianza de las fuentes de
variacion aleatorias fueron algo menores.

Al considerar los resultados de todos los caracteres estudiados a 17°C y a 25°C, se
notaron pequehas diferencias relacionadas, sobretodo, con el porcentaje de la varianza
fenotipica total explicado por las fuentes de variaciéon genéticas (Tabla 2.2 del Capitulo 2 y Tabla
4.2 de este capitulo). La suma de estos porcentajes es mayor en el caso de DO y es menor en el
de los demas caracteres considerando los resultados obtenidos a 17°C en relaciéon a los
derivados del andlisis de los datos de 25°C (Tablas 2.2 del Capitulo 2 y 4.2 de este capitulo).
Estos resultados sugieren que la arquitectura genética de los caracteres vinculados al tamafio
corporal difiere entre las distintas temperaturas de cria. Sin embargo, las diferencias también
estar relacionadas con que el analisis realizado a 25°C implic6 un ndmero mucho mayor de
lineas lo cual conllevé la necesidad de unificar los datos provenientes de distintos bloques lo

que, a su vez, obligd a transformar los datos.

Tabla 4.2: Principales resultados de los ANOVAs con valores de cada caracter
vinculado al tamafio corporal de acuerdo con un modelo con los factores linea
(aleatorio) y sexo (fijo). Se muestra el valor de F y su significancia para cada fuente
de variacién correspondiente a cada ANOVA asi como el porcentaje de la varianza
explicado por cada fuente de variacién aleatoria entre paréntesis.

Fuente de variacién DO § ACS§ LT§ TA
Linea 3,52 (8) 5,01 (9) 5,32 (8) 3,92 (15)
Sexo 100,07 343,95 636,35 463,81
Linea x Sexo 2,57 (16) 3,11 (26) 2,87 (26) 2,30 (6)

DO: distancia interocular, AC: ancho de cabeza, LT: largo de térax, TA: tamafio de
ala. § Datos de Imberti (2008). p<0,001 en todos los casos. En todos los casos, los
machos mostraron valores medios mayores que las hembras.

Identificacion de las lineas divergentes vy de los genes asociados

El analisis mostré que el 24% de las lineas (10 de las 42 lineas estudiadas) difirieron
significativamente de la linea control para TA (Tabla 4.3). Ninguna de estas lineas mostré

diferencias con respecto al control en ambos sexos simultaneamente (Tabla 4.3). Cuatro de ellas
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mostraron dichas diferencias en las hembras y seis en los machos (Tabla 4.3). Resulta
interesante destacar que ninguna linea mostré un efecto fenotipico similar en ambos sexos
(Tabla 4.3). De hecho, el efecto fenotipico de todas las mutaciones fue diferente entre sexos,
aumentando TA en los machos y disminuyéndolo en las hembras (Tabla 4.3). Esto estd de
acuerdo con el efecto significativo de la interaccion entre la linea y el sexo mencionado
anteriormente, que ya sugeria que el efecto fenotipico de las inserciones depende del sexo
(Tabla 4.3). Asimismo, este resultado es consistente con los resultados relacionados con los
demas caracteres obtenidos tanto a 17°C (Imberti, 2008) como a 25°C (Capitulo 2). De todos
modos vale la pena mencionar que la cantidad de lineas que mostraron diferencias
significativas con respecto al control utilizando el estimador TC es sensiblemente menor que al
emplear los otros estimadores del tamafio del ala. Sin embargo, se debe resaltar que las cuatro
lineas que mostraron dichas diferencias en las hembras son las tinicas que disminuyeron LA en
ese sexo (s6lo BG00373 mostré simultdneamente una disminucién en AA). Asimismo, las lineas
que mostraron esas diferencias en los machos aumentaron en casi todos los casos tanto AA
como LA (la tnica excepcion la constituye BG01822 en la que sélo aumentéd AA). Por un lado,
en tres de las lineas significativas para las hembras se pudo identificar un gen asociado a la
insercion del elemento P; CG11226 en BG00373, Spichthyin (spict) en BG01014 y Btk family kinase
at 29A (Btk29A) en BG01290 (Tabla 4.3). Por otro lado, en las seis lineas significativas para los
machos se pudo identificar al menos un gen asociado a la mutacién; CG13333 y CG13334 en
BG00369, CG17574 en BG00992, CG13130 y big brain (bib) en BG01735, CG11226 en BG01780,
IGF-1I mRNA-binding protein (Imp) en BG01822 y easily shocked (eas) en BG02042 (Tabla 4.3).

Por ultimo, al comparar los resultados de estos anélisis con los de aquellos realizados a
25°C, se pudo observar que ninguna de las lineas significativas a 17°C mostré diferencias
significativas con respecto al control cuando fue estudiada a mayor temperatura (Tabla 4.3). En
cambio, muchas de las lineas que no presentaron diferencias significativas en relaciéon al control
a menor temperatura si lo hicieron cuando fueron estudiadas a 25°C; ya sea s6lo en las hembras
(BG01573 y BG02690), tinicamente en los machos (BG00386, BG01726, BG01902, BG01912 Y
BG02239) 0 en ambos sexos (BG01011 Y BG02830; Tabla 4.3).
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Tabla 4.3: Lineas en las que la insercion del elemento P afect6 a uno o mas caracteres vinculados a la morfologia del ala en uno o ambos sexos.

Sitio de insercion Ubicacién Tamafio Conformacién
Linea Gen candidato del elemento p[GT1] citogenética 3 Q 3 Q
BG00369 CG13333 /CG13334 A 856 pb del extremo 5' / A 484 pb del extremo 3' 50B1 A* ns e e
BG00373 CG11226 A 1500 pb del extremo 5' 80A4 ns | A g g
BG00386 NMDA receptor 1 (Nmdar1) A 302 pb del extremo 3' 83A6-A7 ns§ ns ***G x
BG00524 RNA no codificante 001:3R A 430 pb del extremo 5' 87F14 ns ns ns§ b S
BG00737 Heat shock protein 27 (Hsp 27) En el gen 67B1 ns ns ***G o
BG00930 No existe secuencia ns \ A ns *E*G
BG00992 CG17574 En el gen 49D4-49D6 A~ ns ns i
BG01011 misshapen (msn) A 1402 pb del extremo 3' 62E6-E7 ns§ ns§ ns§ g
BG01014 Spichthyin (spict) En el gen 33F3 ns v* **§ ***G
BG01028 Trithorax-like (Trl) En el gen 70F4 ns ns whxg b S
BGO01081  Glutamate oxaloacetate transaminase 1 (Got1) En el gen 52E7 ns§ ns whkxg i
BG01214 sugarless (sgl) / CG10064 A 100pb del extremo 5' / A 350 pb del extremo 3' 65D5 ns ns g B
BGO01218 CG6767 En el gen 67C5 ns ns ns§ **G
BG01290 Btk family kinase at 29A (Btk29A) En el gen 29A2 ns A A ns§ o
BG01339 cricklet (clt) En el gen 57F4 ns ns wHE i
BG01354 CG30492 A 400 pb del extremo 5' 43E5 ns ns *H*G *H*G
BG01488 Musashi (msi) En el gen 96E2-96E4 ns ns b o
BG01548 A-Esterase-10 (a-Est10) A 2624 pb del extremo 5' 84D9 ns ns g g
BG01573 forkhead box, sub-group O (foxo) A 6088 pb del extremo 3' 88A5-A7 ns ns§ ns o
BGO01672 CG14591 Enel gen 42A8 ns ns e e
BG01683 CG32572 En el gen 15A3 ns ns %G ok
BG01716 PAPS synthetase (Paps) A 800 pb del extremo 3' 76D1-2 ns ns ns§ g

(continiia en la proxima pagina)
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Continuacién de la Tabla 4.3

BGO01726
BG01735
BG01780
BG01822
BG01902
BG01912
BG01990
BG02042
BG02088
BG02102
BG02106
BG02157
BG02159
BG02239
BG02462
BG02563
BG02690
BG02747
BG02823
BG02830

CG11382

CG13130/ big brain (bib)

CG11226

IGF-1I mRNA-binding protein (Imp)
mastermind (mam)

Pxb
CG30492

easily shocked (eas)

CG15309
Nnfla
CG31145
CG8177
CG32666
CG11550
CG6301
Capricious (caps)
CG14478
rutabaga (rut)
scylla (scyl)

Lipid storage droplet-2 (Lsd-2)

A 197 pb del extremo 3'
En los genes

En el gen

Enel gen

Enel gen

En el gen

A 501 pb del extremo 3'
En el gen

Enel gen

A 1670 pb del extremo 5'
Enel gen

A 2746 pb del extremo 3'
En el gen

A 9536 pb del extremo 5'
A 1398 pb del extremo 5'
A 200 pb del extremo 5'
Enel gen

A 100 pb del extremo 5'

A 278 pb del extremo 5'
A 61 pb del extremo 5'

1E4
30F5
80A4
9F2-9F4
50C23-D3
89A1-A2
43E5-E7
14B7

9B4

57A6
95A7
67C7-C8
10C1-C5
100D1
53D11
70A3
54B16
12F4

68B4-68C1
13A8-A9

ns§
A *%
A *
A *k%
ns§
ns§
ns
A *
ns
ns
ns
ns
ns
ns§
ns
ns
ns

ns

ns§

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns§
ns
ns

ns§

k%
*k%
*kk
*kk
***§

k%

ns
ns
ns
ns
ns

ns§

ns

k%%
***g
ns§
***§

*kk

k%

***g

*k% §
*k%
*kk
kkk
k%
*h*k

*k% §
*k%

*k% §
*kk

k% §
k%
k%

*k%

***§

ns

*hKk §
*h*k

k%

***§

ns: no significativo, *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001. Para conformacién p=ns si: p>Ps=0,0012. § significativo a 25°C.
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Efectos pleiotropicos de las mutaciones en los distintos caracteres

Como ya fue anticipado, ninguna de las 42 lineas analizadas mostr6 diferencias
significativas con respecto al control en la mayor parte de los caracteres en ambos sexos (tres o
cuatro caracteres en cada sexo). S6lo se encontraron lineas que mostraron dichas diferencias en un
solo sexo; particularmente, cuatro lineas en las hembras (Tabla 4.3). Estas lineas son las que han
sido mencionadas anteriormente (BG00373, BG00930, BG01014 y BG01290), en las que las
mutaciones afectaron a TA (Tabla 4.3). Los principales resultados de los ANOV As realizados para
conocer la magnitud del efecto mutacional inducido por la insercién del elemento P en estas lineas
se muestran en la Tabla 4.4.

Por un lado, la insercion del elemento P en CG11226 y en spict (BG00373 y BG01014; Tabla
4.3) disminuy¢ el tamafio de todos los caracteres de manera similar (Tabla 4.4). Por otro lado,
BG00930, en la que no se pudo identificar un gen afectado por la mutacién; y BG01290, en la que
la insercién del elemento P ocurrié en Btk29A (Tabla 4.3); mostraron una disminucién desigual de
todos los caracteres (Tabla 4.4). En el caso de BG00930, DO y AC mostraron una disminucién mas
pronunciada que TA, mientras que LT no se diferencié de ningtn carécter. En cambio, BG01290
present6 valores de DO y LT significativamente menores que los de TA, a la vez que los de AC no

se distinguieron de los de los demés caracteres (Tabla 4.4).

Tabla 4.4: Principales resultados de los ANOVAs realizados para conocer la magnitud del
efecto mutacional inducido por la insercién del elemento P en las lineas que mostraron
diferencias significativas con respecto al control para todos los caracteres morfolégicos en las
hembras. Se muestran el valor de F y su significancia para las distintas fuentes de variacién.
Cada ANOVA se realiz6 utilizando la media de cada linea estimada con los valores
transformados de cada caracter.

Valor medio

Linea (Gen candidato) F (caracter) DO AC LT TA

BGO00373 (CG11226) 0,59 -0,12 -0,11 -0,13 -0,11
BG00930 § 3,97* -0,10a -0,09a -0,08ab -0,05b
BG01014 (spict) 0,30 -0,08 -0,07 -0,08 -0,05
BG01290 (Btk29A) 7,16%+* -0,10a -0,07ab -0,09a -0,05b

DO: distancia interocular, AC: ancho de cabeza, LT: largo de térax, TA: tamafio de ala. Letras
diferentes denotan diferencias significativas entre los valores medios. *p<0,05; ***p<0,001. §
Ningutn gen pudo ser identificado.
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Andlisis de la conformacion del ala

Anadlisis genético-cuantitativo

Se realizé un andlisis de varianza univariado utilizando DP para analizar el aporte de las
fuentes de variacion aleatorias a la varianza total de la conformacién del ala. El analisis no reveld
diferencias significativas para la conformacién del ala entre los sexos. Sin embargo, los resultados
revelaron que el factor linea fue altamente significativo (F=4,12; p<0,00001) y explic6 el 16% de la
varianza fenotipica total. Asimismo, la interaccion entre la linea y el sexo fue significativa (F=2,32;
p<0,00001) y el porcentaje de la varianza fenotipica total explicado por esta fuente de variacion
fue del 6%. De estos resultados se desprende que existe abundante variabilidad genética para la
conformacion ala.

Al considerar conjuntamente los anélisis de DP a 17°C y a 25°C, se observaron diferencias
muy pequenas relacionadas, sobretodo, con el porcentaje de la varianza fenotipica total explicado
por las fuentes de variacién genéticas. Mientras el componente de la varianza del factor linea fue
mayor a 25°C (23%), el de la interaccion linea x sexo fue menor a dicha temperatura (4%). Como
ya se explicé con anterioridad, estas diferencias podrian deberse, principalmente, a que el anélisis
realizado a 25°C implicé un nimero mucho mayor de lineas provenientes de distintos bloques lo

cual pudo haber incrementado el error estadistico.

Identificacion de mutantes divergentes mediante el andlisis de DR

Los resultados de los MANOVAs realizados para comparar los valores de DR de cada
linea BDGP con los de la linea control del sexo respectivo (tras haber aplicado la correccién de
Bonferroni para pruebas multiples) mostraron que todas las lineas estudiadas excepto BG02563
mostraron diferencias significativas para la conformacién del ala, en al menos un sexo (Tabla 4.3).
Los analisis revelaron que 26 de las 41 lineas significativas (el 63,4%) mostraron diferencias con
respecto al control en ambos sexos simultdneamente mientras que 15 (el 36,6%) presentaron
modificaciones tinicamente en las hembras (Tabla 4.3).

Al comparar los resultados de estos andlisis con los derivados del estudio hecho a 25°C, se
observé que 25 de las 41 lineas significativas para algin sexo a 17°C, también mostraron
diferencias significativas con respecto al control en algiin sexo cuando fueron estudiadas a mayor
temperatura (Tabla 4.3). S6lo 12 de estas lineas mostraron resultados similares en ambas
temperaturas; ocho se diferenciaron del control en ambos sexos (BG00373, BG01014, BG01028,
BGO01354, BG01548, BG02462, BG02690 y BG02830) mientras que cuatro mostraron tales
diferencias dnicamente en las hembras (BG00930, BG01990, BG02088 y BG02106; Tabla 4.3). Siete
de las otras 13 lineas mostraron diferencias significativas con respecto al control en ambos sexos a

17°C pero, cuando fueron estudiadas a 25°C, seis de ellas presentaron dichas diferencias
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tnicamente en los machos (BG00386, BG00737, BG01081, BG01214, BG01683 y BG01902) mientras
que una mostroé esas diferencias sélo en las hembras (BG01726; Tabla 4.3). Las seis lineas restantes
mostraron diferencias significativas con respecto al control en las hembras a 17°C pero, cuando
fueron estudiadas a 25°C, cuatro de ellas presentaron dichas diferencias en ambos sexos
(BG00524, BG01011, BG01218 y BG01716) mientras que dos mostraron esas diferencias s6lo en los
machos (BG001290 y BG02157; Tabla 4.3). Finalmente, la dnica linea que no se diferencié
significativamente del control a 17°C, si lo hizo en los machos a 25 °C (BG02563; Tabla 4.3).

Identificacion de los genes candidatos

Como se mencioné anteriormente, s6lo una linea no mostré diferencias significativas con
respecto al control para la conformacién del ala. En tres de las otras 41 lineas no se pudo
identificar un gen candidato que afecte a la conformacion del ala a 17°C (considerando el mismo
criterio empleado en los dos capitulos anteriores, es decir, tomando como genes candidatos
tnicamente a aquellos en los que la insercion del elemento P se encuentra a una distancia no
mayor a 5 Kb del sitio de inicio de la transcripciéon del gen; Tabla 4.3). Con respecto a las otras 38
lineas, se identificaron 39 genes candidatos (Tabla 4.3). Por un lado, en dos de esas lineas, la
insercion del elemento P se encuentra en la vecindad de dos genes (Tabla 4.3). Este es el caso de
las lineas BG01214 (sugarless, sgl, y CG10064) y BG01735 (CG13130 y bib; Tabla 4.3). Por otro lado,
se registrd la insercion del elemento P en el mismo gen candidato en dos lineas diferentes. Este es
el caso del gen CG11226 (lineas BG00373 y BGO01780) y CG30492 (lineas BG01354 y BG01990.
Nuevamente se pudo observar que distintos sitios de inserciéon en el mismo gen (es decir, distintas
lineas) mostraron resultados diferentes, indicando que el sitio exacto del transposén determina el
efecto fenotipico de la mutacién. Algo similar fue observado para los distintos caracteres
morfolégicos estudiados a 25°C (Capitulos 2 y 3) asi como para otros caracteres (Rollmann et al.,
2006). Por un lado, la mutacién de la linea BG00373 afecté la conformacién del ala tanto en
machos como en hembras aunque sélo afect6 a las hembras al considerar el anélisis de TA (Tabla
4.3). La otra insercién, correspondiente a la linea BG01780, caus6é una modificaciéon de la
conformacién del ala en ambos sexos pero modificoé TA en los machos tnicamente (Tabla 4.3).
Estas inserciones se ubicaron a 1500 pb del extremo 5' y en el gen respectivamente (Tabla 4.3). Por
otro lado, la inserciéon del elemento P a 400 pb del extremo 5' de CG30492 en la linea BG01354,
afect6 la conformacion del ala tanto en los machos como en las hembras pero no afecté a TA en
ninguno de los dos sexos (Tabla 4.3). Sin embargo, otra mutacién ubicada a 501 pb del extremo 3’
del mismo gen en la linea BG01990, modific6 la conformacion del ala en las hembras tinicamente

(Tabla 4.3).
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13 de las 41 lineas significativas para algtn cardcter vinculado a la morfologia del ala a
17°C no difirieron significativamente de la linea control para estos caracteres a 25°C y, para cada
una de ellas, se pudo identificar al menos un gen candidato (Tabla 4.3). Nueve de estos genes no
estaban en ninguna de las listas correspondientes a los estudios hechos a 25°C: CG13333/CG13334
(BG00369), CG17574 (BG00992), Musashi (msi, BG01488), CG14591 (BG01672), Imp (BG01822),
Nnfla (BG02102), rutabaga (rut, BG02747) y scylla (scyl, BG02823). Dada la limitacién del espacio,
no se haréd un repaso de todas las funciones conocidas de estos genes (ver Flybase). Sin embargo,
se puede decir que seis presentan funciones conocidas que involucran glicélisis (CG13334),
determinacion del destino celular y regulacion de la traduccién (msi), desarrollo del sistema
nervioso y espermatogénesis (Imp), segregacion cromosoémica (Nnfla), procesos de sefializacion,

aprendizaje y apareamiento (rut) y regulacion negativa del crecimiento (scyl).

Visualizacion de los efectos fenotipicos de los genes candidatos

A continuacioén, se buscoé identificar los genes cuya mutacion originé los mayores cambios
en la conformacion del ala y visualizar dichas modificaciones. Como en el Capitulo 3, se decidi6
tomar en consideracion los resultados obtenidos para DR1 y DR2 que son las que explican el
mayor porcentaje de la varianza fenotipica total (para mas detalles, ver el Anexo metodolégico II).
De esta manera, las Figuras 4.3 y 4.4 muestran los valores mencionados para machos y hembras
respectivamente. Asimismo, en cada eje se indica el porcentaje de la varianza fenotipica explicado
por cada DR.

Una breve inspeccion de la figura correspondiente a los machos permite notar que la linea
que present6 los mayores valores respecto de DR1, en comparacién con la linea control del bloque
respectivo, fue BG01339, en la que la insercion del elemento P ocurrié en cricklet (clt; Figura 4.3,
Tabla 4.3). Sin embargo, hay que destacar que otras tres lineas presentaron valores cercanos a los
de BGO01339 en este eje, BG00737, BG01081 y BG02239; en las que los genes aparentemente
afectados por la mutacién fueron Heat shock protein 27 (Hsp 27), Glutamate oxaloacetate transaminase
1 (Gotl) y CG11550 respectivamente (Figura 4.3, Tabla 4.3). La linea que present6 los menores
valores respecto de DR1 en este sexo fue BG01902, en la que la insercién del elemento P ocurri6 en
mastermind (mam; Figura 4.3, Tabla 4.3). En relaciéon con DR2, la linea que present6 los mayores
valores en los machos, en comparacion con la linea control, fue BG01822, en la que la inserciéon del
elemento P ocurrié en Imp (Figura 4.3, Tabla 4.3). A su vez hay que considerar que el valor de DR2
de esta linea estd muy cerca del valor correspondiente a BG01780, en la que el gen afectado por la
mutacién fue CG11226. La linea que present6 los menores valores en este eje fue BG01683, en la

que la insercion del elemento P ocurri6é en CG32572 (Figura 4.3, Tabla 4.3).
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Figura 4.3: Valor medio de las dos primeras DR de cada linea significativa en los
machos (xel0). El porcentaje de la varianza fenotipica explicado por cada DR se
indica entre paréntesis.

Al observar la figura correspondiente a las hembras se puede ver que la linea que present6
los mayores valores respecto de DR1, en comparacién con la linea control del bloque respectivo,
fue BG02042, en la que la insercién del elemento P ocurri6 en eas (Figura 4.4, Tabla 4.3). Otras dos
lineas presentaron valores relativamente cercanos a los de BG02042 en este eje, BG01716 y
BG01902; en las que los genes afectados por la mutacion fueron PAPS synthetase (Paps) y mam
(Figura 4.4, Tabla 4.3). La linea que present6 los menores valores respecto de DR1 en este sexo fue
BG01014, en la que la insercién del elemento P ocurrié en spict (Figura 4.4, Tabla 4.3). Asimismo,
otras dos lineas mostraron valores medios muy similares a los de BG01014, BG1339 y BG1011; en
las que los genes afectados fueron clt y misshapen (msn; Figura 4.4, Tabla 4.3). En relacién con DR2,
la linea que present6 los mayores valores en las hembras, en comparacién con la linea control, fue
la ya mencionada BG02042 (Figura 4.4, Tabla 4.3). La linea que present6 los menores valores en
este eje fue BG01290, en la que la insercion del elemento P ocurri6 en el Btk29A (Figura 4.4, Tabla

43).
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Figura 4.4: Valor medio de las dos primeras DR de cada linea significativa en las
hembras (xel0). El porcentaje de la varianza fenotipica explicado por cada DR se
indica entre paréntesis.

Si bien no se registraron exactamente las mismas lineas para ambos sexos en cada uno de
los extremos analizados, vale la pena resaltar que hubo cierta coincidencia en relacién con DR1,
que es la que explica un porcentaje mayor de la varianza fenotipica total (Figuras 4.3 y 4.4). La
linea que presento los valores mas pequefios en los machos fue una de las mostraron los mayores
valores en las hembras (BG01902) mientras que aquella que presenté los valores mas grandes en
los machos fue una de las que mostraron los menores valores en las hembras (BG01339). Esto
puede deberse a que los valores de DR de cada sexo se estimaron de manera independiente. Por
lo tanto, puede haber ocurrido que un cambio similar en ambos sexos se haya codificado con
valores absolutos similares pero con un signo opuesto entre ellos (para mas detalles, ver el Anexo
metodologico II). Esto no hace mas que resaltar el hecho de que la conformacién de todos los
valores de DR de los especimenes de una misma muestra se estiman con respecto al consenso del

grupo y, por lo tanto, son independientes de los de otros grupos.
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Visualizacion de los efectos fenotipicos de los genes candidatos

Al igual que en el Capitulo 3, lo mas conveniente para el sistema analizado seria mostrar el
cambio en la conformacién del ala entre cada una de las lineas que presentaron los valores mas
extremos y el control para cada sexo (para més detalles, ver el Anexo Metodolégico II). De esta
manera, las siguientes figuras muestran diagramas del ala (uno por cada extremo de DR1 y DR2
que estd asociado a una linea diferente), para los machos y las hembras por separado y su
observacion permite inferir las regiones del ala que se vieron mas afectadas en cada caso.

En los machos, el cambio en la conformacion del ala debido a la mutacién de clt, asociado a
los mayores valores de DR1, involucré a los puntos homoélogos 1, 2, 5, 6, 9, 10 y 11 (ver el Anexo
Metodolégico 1I), es decir, casi toda el ala (Figura 4.5). Sin embargo, el desplazamiento fue
aparentemente mayor en el caso de los puntos 5 y 6 (Figura 4.5). El cambio conformacional
causado por la mutacion de mam, vinculado al otro extremo de los valores de DR1, implic6 a los
puntos homélogos 5, 6, 7, 9 y 10, es decir, a la regién posterior del ala (Figura 4.6). En este caso, el
desplazamiento fue levemente desigual, siendo mayor en el caso de los puntos 7, 9 y 10 (Figura
4.6). El cambio en la conformacién del ala debido a la mutacién de Imp, asociado al extremo
positivo de DR2, involucré a los puntos homélogos 1, 2, 5, 6, 9, 10 y 11, es decir, casi toda el ala
(Figura 4.7). Sin embargo, el desplazamiento fue aparentemente mayor en el caso de los puntos 5
y 6 (Figura 4.7). El cambio conformacional causado por la mutaciéon de CG32572, vinculado al otro
extremo de los valores de DR2, implicé a los puntos homoélogos 1, 5, 6 v 7, es decir, a la regiéon
anterior del ala (Figura 4.8). En este caso, el desplazamiento parece haber sido mayor en el caso de

los puntos 1, 5y 6 (Figura 4.8).
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Figura 4.5: Cambios en la conformaciéon del ala de los machos
vinculados a la mutacién de clt. Las flechas indican la direccién, el
sentido y la magnitud del cambio respecto a la linea control. Se sefialan
los puntos homoélogos que mostraron el cambio mas importante.
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Figura 4.6: Cambios en la conformacién del ala de los machos
vinculados a la mutaciéon de mam. Las flechas indican la direccion, el
sentido y la magnitud del cambio respecto a la linea control. Se sefialan
los puntos homélogos que mostraron el cambio més importante.
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Figura 4.7: Cambios en la conformacién del ala de los machos
vinculados a la mutaciéon de Imp. Las flechas indican la direccién, el
sentido y la magnitud del cambio respecto a la linea control. Se sefialan
los puntos homoélogos que mostraron el cambio mds importante.
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Figura 4.8: Cambios en la conformaciéon del ala de los machos
vinculados a la mutacion de CG32572. Las flechas indican la direccién,
el sentido y la magnitud del cambio respecto a la linea control. Se
sefialan los puntos homoélogos que mostraron el cambio mas
importante.
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En las hembras, el cambio en la conformaciéon del ala debido a la mutaciéon de eas, asociado
a los mayores valores de ambas DR, involucré a los puntos homélogos 7, 8 y 10 (ver el Anexo
Metodolégico II), es decir, la parte distal del ala (Figura 4.9). Sin embargo, el desplazamiento fue
aparentemente pequefio (Figura 4.9). El cambio conformacional causado por la mutacién de spict,
vinculado al otro extremo de los valores de DR1, implicé a los puntos homélogos 1, 2, 5,6, 7, 8, 9,
10 y 11, es decir, practicamente toda el ala (Figura 4.10). En este caso, el desplazamiento fue

evidentemente desigual, siendo bastante mayor en el caso de los puntos 5 y 6 (Figura 4.10).
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Figura 4.9: Cambios en la conformaciéon del ala de las hembras
vinculados a la mutacion de eas. Las flechas indican la direccion, el
sentido y la magnitud del cambio respecto a la linea control. Se sefialan
los puntos homoélogos que mostraron el cambio mds importante.
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Figura 4.10: Cambios en la conformacién del ala de las hembras
vinculados a la mutacién de spict. Las flechas indican la direccién, el
sentido y la magnitud del cambio respecto a la linea control. Se sefialan
los puntos homoélogos que mostraron el cambio mas importante.

El cambio en la conformacion del ala debido a la mutacion de Btk29A, asociado al extremo

negativo de DR2, involucr6 a los puntos homologos 1, 5, 6, 7 y 11, es decir, casi toda el ala (Figura
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4.11). Sin embargo, el desplazamiento fue muy desigual siendo mucho mayor en el caso del punto

6 (Figura 4.11).
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Figura 4.11: Cambios en la conformacién del ala de las hembras
vinculados a la mutacion de Btk29A. Las flechas indican la direccion, el
sentido y la magnitud del cambio respecto a la linea control. Se sefialan
los puntos homélogos que mostraron el cambio més importante.

Analisis conjunto de las lineas criadas a ambas temperaturas

Andlisis de los caracteres de tamano corporal

Andlisis de correlacion genética

Se realizaron andlisis de correlaciéon para estudiar la relaciéon entre los valores de cada
variable entre temperaturas en cada sexo por separado. En las hembras, la correlacion fue positiva
y significativa solo para TA y la relacion explicé el 10% de la varianza fenotipica total (Tabla 4.5).
En los machos, la correlacion fue positiva y significativa para todos los caracteres excepto TA y la
relacién explicé entre 10% (DO y AC) y el 19% (LT) de la varianza fenotipica total (Tabla 4.5). Por
lo tanto, existen diferencias obvias entre los sexos en cuanto a la relacién que guardan los valores

de cada variable entre temperaturas.

Tabla 4.5: Principales resultados de los andlisis de correlacién
genética de los caracteres vinculados al tamafio corporal (valor
de r y su significancia) entre temperaturas en cada sexo. Los
analisis se realizaron utilizando el valor medio de cada linea.

DO-DO  AC-AC LT-LT TA-TA

Hembras 0,15 0,15 0,21 0,31*
Machos 0,31* 0,32* 0,44** 0,29

DO: distancia interocular, AC: ancho de cabeza, LT: largo de
torax, TA: tamafio de ala. *p<0,05; **p<0,01.
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Efectos pleiotropicos de las mutaciones en los distintos caracteres

Nuevamente, ninguna de las 42 lineas analizadas mostré diferencias significativas con
respecto al control en la mayor parte de los caracteres en ambos sexos y temperaturas (Resultados
no mostrados aqui; ver el Capitulo 2 de esta tesis y la tesis de Imberti, 2008). Sélo se encontraron
lineas que mostraron dichas diferencias en un solo sexo; particularmente, BG01011 y BG02830 en
las hembras (Tabla 4.3). Las hembras de estas lineas mostraron valores significativamente
menores que los del control para todos los caracteres a 25°C (Tabla 2.3 del Capitulo 2) y para DO,
ACy LT a17°C (Tabla 3.2 de Imberti, 2008). Los principales resultados de los ANOV As realizados
para conocer la magnitud del efecto mutacional inducido por la insercion del elemento P en estas
lineas en cada temperatura se muestran en la Tabla 4.6.

Por un lado, la inserciéon del elemento P en msn (BG01011; Tabla 4.3) disminuy¢ el tamafio
de todos los caracteres de manera similar pero lo hizo de manera mas pronunciada a 17°C que a
25°C (Tabla 4.6). Por otro lado, la mutaciéon que afecté a Lsd-2 (BG02830; Tabla 4.3) caus6 una
disminucién de todos los caracteres que fue mayor a 25°C que a 17°C (Tabla 4.6). Asimismo, los
caracteres disminuyeron de manera desigual, ya que DO y LT mostraron una disminucién maés

pronunciada que TA, mientras que AC no se diferencié de ningtn caracter (Tabla 4.6).

Tabla 4.6: Principales resultados de los ANOVAs realizados para conocer la magnitud del efecto
mutacional en las lineas que mostraron diferencias significativas con respecto al control para casi
todos los caracteres morfolégicos en las hembras criadas en ambas temperaturas. Cada ANOVA se
realiz6 utilizando los valores transformados de las cuatro variables en cada linea por separado de
acuerdo con un modelo con los factores fijos cardcter y temperatura. Se muestran el valor de F y su
significancia para las fuentes de variacion correspondientes a ambos ANOVAs. Los valores medios
corresponden al promedio de los valores de cada caracter.

Linea (Gen candidato) Valor medio

Fuente de variacion F T DO AC LT TA Todos

BG01011 (msn)
Caracter (C) 1,15 17°C -0,118 -0,083 -0,121 -0,056 -0,095
Temperatura (T) 5,13* 25°C -0,073 -0,069 -0,053 -0,076 -0,067
CxT 253 Ambas -0,085 -0,073 -0,071 -0,070

BG02830 (Lsd-2)

Caracter (C) 3,09* 17°C  -0,055 -0,046 -0,069 -0,005 -0,044
Temperatura (T) 4,18* 25°C  -0,073 -0,069 -0,053 -0,054 -0,062
CxT 218 Ambas -0,0642a -0,057ab -0,0612 -0,028b

DO: distancia interocular, AC: ancho de cabeza, LT: largo de térax, TA: tamafo de ala. Las fuentes de
variacién significativas y las medias responsables de dicha significacion se muestran en negrita.
Letras diferentes denotan diferencias significativas entre los valores medios de los caracteres. *p<0,05.
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Anadlisis genético-cuantitativo

Se realizaron ANOVAs generales para analizar las diferencias entre las temperaturas y
los sexos para los distintos caracteres vinculados al tamafio corporal asi como para cuantificar el
efecto del factor genético, debido a la insercion del elemento P, y de la interacciéon entre el
genotipo y ambos factores fijos en la variaciéon de dichos caracteres. Los resultados de los
ANOV As mostraron que los factores fijos fueron significativos en casi todos los casos (Tabla 4.7).
Particularmente, la media de los valores transformados de los individuos criados a 25°C fue
significativamente mayor que la de las moscas crecidas a 17°C excepto en el caso de TA en el que
el efecto de la temperatura no fue significativo. Asimismo, los machos mostraron valores
transformados mayores que las hembras. Vale la pena destacar que estos resultados se
obtuvieron debido a que se analizaron los datos transformados. Cuando se observan los datos se
puede notar facilmente que las hembras y las moscas criadas a 17°C son més grandes que los
machos y los individuos crecidos a 25°C respectivamente. Por lo tanto, estos resultados indican
que el efecto de la insercion del elemento P fue generalmente opuesto entre sexos, aumentando
el tamafio en los machos y disminuyéndolo en las hembras. Este resultado ya habia sido
observado en los analisis de las lineas a 25°C y a 17°C (Capitulo 2 de esta tesis; tesis de Imberti,
2008; andlisis previos en este capitulo). Asimismo, el cambio de tamafio con la temperatura fue,
en promedio, mayor en la linea control que en las lineas mutantes. De esta manera, la linea
control tendi6é a aumentar su tamafio mas que las lineas mutantes a 17°C mientras que a 25°C
ocurrié lo opuesto. Sin embargo, dicho patrén se observé en el caso de DO, AC y LT pero no en
el de TA, ya que el efecto de la temperatura aparentemente no fue significativo para dicho
cardcter (Tabla 4.7). Ademés, los analisis revelaron la existencia de una interaccién significativa
entre ambos factores fijos para DO y TA. En el caso de DO, esta interacciéon se debe a una mayor
diferencia de tamafno de las hembras entre temperaturas (es decir, una disminucién del tamafno
con respecto al control que fue mas importante a 17°C). En cambio, en el caso de TA, se debe a la
existencia de un patrén opuesto entre sexos. Particularmente, los machos mostraron un
incremento del tamafio con respecto a la IsoB que fue mayor a 17°C; mientras que las hembras
mantuvieron el patrén mencionado anteriormente, en el que la disminucién del tamafio con
respecto a la linea control fue més importante a 17°C.

Al mismo tiempo, los analisis indicaron que el factor genético no hizo un aporte
significativo a la varianza fenotipica total, como tampoco lo hizo la interaccién entre dicho factor
y el sexo (Tabla 4.7). Sin embargo, los resultados mostraron un aporte significativo de la
interaccién entre el genotipo y la temperatura en todos los casos excepto LT (Tabla 4.7). Por
altimo, la interaccion triple fue significativa en todos los casos (Tabla 4.7). Estos resultados son

muy importantes dado que en este modelo complejo, los cuadrados medios de la interaccion
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triple son utilizados para estimar el valor del estadistico asociado a las otras interacciones. A su
vez, los cuadrados medios de las interacciones aleatorias de menor orden son utilizados para
estimar el valor del estadistico asociado a los factores principales. Por lo tanto, tal y como se
adelanto previamente, se realizaron ANOV As separados para cada sexo para tener una idea mas
cabal del aporte del factor genético (la linea), del ambiental (la temperatura) y de la interaccion

genotipo x ambiente.

Tabla 4.7: Principales resultados de los ANOVAs para los caracteres vinculados al tamafio corporal
realizados con los valores transformados de cada variable de acuerdo con un modelo con los
factores temperatura (fijo), sexo (fijo) y linea (aleatorio). Se muestra el valor de F y su significancia
para cada fuente de variacién asi como el porcentaje de la varianza explicado por cada fuente de
variacion aleatoria entre paréntesis.

Fuente de variacion DO AC LT TA
Linea 1,87* (6)§ 1,67 1,74 1,79* (7)8
Temperatura2 42,67%%* 14,91 *** 65,87%** 6,87*§
Sexob 263,93*** 118,18*** 51,50%** 94,69***
Linea x Temperatura 2,92%%* (11) 2,55** (10) 1,67 3,83*** (12)
Linea x Sexo 0,70 1,18 1,18 1,21
Temperatura x Sexo 15,15%** 3,80 1,71 56,22%**

Linea x Temperatura x Sexo  2,24*** (6) 2,70%** (8) 3,68*** (13) 1,75%* (4)

DO: distancia interocular, AC: ancho de cabeza, LT: largo de térax, TA: tamafio de ala. *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001. § No significativo tras aplicar la correccién de Bonferroni para pruebas
multiples (Ps = 0,0167). 2 Los valores transformados de los individuos criados a 25°C fueron maés
grandes que los de 17°C. » Los machos mostraron valores medios mayores que las hembras.

Los principales resultados de los ANOVAs realizados para cada caracter vinculado al
tamarfio corporal en cada sexo se muestran en la Tabla 4.8. Estos analisis revelaron que el efecto
de la temperatura fue significativo en todos los casos excepto TA en las hembras y AC en los
machos (Tabla 4.8). Para todos los casos en los que el factor temperatura fue significativo excepto
TA en los machos, los valores transformados de las moscas criadas a 25°C mostraron valores
mayores que los de aquellas crecidas a 17°C. En cambio, los valores transformados de TA en los
machos mostraron el patrén opuesto. El patrén observado en DO, AC y LT ya habia sido notado
en el analisis mas general. Sin embargo, en ese andlisis, el efecto de la temperatura no habia
resultado significativo para TA. Este andlisis permiti6é notar que dicho factor no afecté a TA en
las hembras mientras que si lo hizo en los machos, causando un efecto contrario al observado en
los demds caracteres. Por lo tanto, este patron es consistente con lo observado al analizar la

interaccion temperatura x sexo en el andlisis previo, que fue significativa para TA (Tabla 4.7).
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Tabla 4.8: Principales resultados de los ANOVAs para los caracteres vinculados al tamarfio corporal
realizados con los valores transformados de cada variable de acuerdo con un modelo con los factores
linea (aleatorio) y temperatura (fijo) en cada sexo. Se muestra el valor de F y su significancia para cada
fuente de variacién asi como el porcentaje de la varianza explicado por cada fuente de variacién
aleatoria entre paréntesis.

Fuente de Hembras Machos
Variaciéon DO AC LT TA DO AC LT TA
1,74* 2,02* 2,63** 1,77*
Linea (L) 1,25 1,29 1,12 1,59
)8 (10) (13) (78

Temperatura (T) 65,38*** 18,43*** 41,71*** 1,29 12,09** 5,15*§ 43,62*** 31,76***t
4,38*** 5’37*** 6,82*** 4’92*** 4/42*** 4’23*** 3,26*** 3’72***

(18) (22) (27) (19) (17) (16) (11) (14)

LxT

DO: distancia interocular, AC: ancho de cabeza, LT: largo de térax, TA: tamafio de ala. *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001. § No significativo tras aplicar la correccién de Bonferroni para pruebas multiples
(P = 0,0167). En todos los casos en los que el factor temperatura fue significativo excepto t, los valores
transformados de las moscas criadas a 25°C mostraron valores mayores que los de aquellas crecidas a
17°C.

El factor linea fue significativo sé6lo en el caso de AC y LT en los machos (Tabla 4.8). Sin
embargo, la interaccién entre la linea y la temperatura fue altamente significativa en todos los
casos (Tabla 4.8). El aporte de los factores genéticos (linea y linea x temperatura) varié entre el
18% (DO) y el 27% (LT) en las hembras y entre el 14% (TA) y el 26% (AC) en los machos (Tabla
4.8). Como se mencioné anteriormente, los cuadrados medios de la interacciéon aleatoria son
utilizados para estimar el valor del estadistico asociado a cada una de las fuentes de variacion
principales. Por lo tanto, en el caso en el que el factor fijo no resulté significativo (TA en las
hembras y AC en los machos) se realizaron contrastes para analizar el efecto de la temperatura.
Estos andlisis dieron resultados no significativos en el caso de las hembras (p>0,05) y
significativos en el caso de los machos (p<0,0001), por lo que se puede decir que todos los
caracteres en ambos sexos excepto TA en las hembras mostraron un comportamiento pléstico
con el cambio de temperatura. Asimismo, para evaluar el efecto del factor linea en todos los
casos, se realizaron ANOVAs con los datos correspondientes a cada temperatura por separado.
Estos andlisis revelaron la existencia de abundante variabilidad genética para todos los
caracteres en ambos sexos y temperaturas (Tabla 4.9).

Finalmente, se estudié el aporte del cambio de escala y el cambio de rango a la
interacciéon genotipo-ambiente (G x A), significativa en todos los casos. La correlacién genética
entre las mediciones del mismo caracter en distintos ambientes fue relativamente baja en todos

los casos (Tabla 4.9). El porcentaje de la varianza fenotipica total explicado por la correlacion
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vari6 entre el 1% (LT) y el 14% (TA) en las hembras y entre el 12% (TA) y el 28% (LT) en los
machos (Tabla 4.9). Estos valores indican que una modesta proporcion los genes estudiados
controla la expresion de los distintos caracteres vinculados al tamafio corporal en ambas
temperaturas. En todos los casos, las diferencias en la varianza genética (variacion entre lineas)
entre temperaturas (el cambio de escala) explicé un porcentaje mucho menor de la correlacion
que las desviaciones de la correlacion perfecta entre temperaturas (cambio de rango), ya que los

valores de esta dltima fuente fueron superiores al 98% en las hembras y al 80% en los machos

(Tabla 4.9).

Tabla 4.9: Principales resultados de los ANOVAs realizados con los valores
transformados de los caracteres vinculados al tamafio corporal en cada sexo y
temperatura. Se muestra el valor de F y su significancia asi como el porcentaje
de la varianza explicado por el factor linea entre paréntesis. Ademas, se
muestra el coeficiente de correlacion entre ambientes (rca) y el porcentaje de la
varianza de la interaccién genotipo x ambiente (Vc:a) explicado por el cambio
de escala (E) y por el cambio de rango (R).

Cardcter F Lineassc  F Lineairc TGxA Viia (E-R)
Hembras

DO 4,16 (18) 6,32 (24) 0,19 1,13-98,87

AC 5,68 (24) 7,23 (27) 0,18 0,07-99,93

LT 6,44 (27) 7,92 (29) 0,10 0,42-99,58

TA  644(28)  769(28) 037  0,06-99,94

Machos
DO 5,91 (25) 4,48 (17) 0,40 19,01-80,99
AC 4,15 (18) 12,22 (40) 0,37 0,13-99,87
LT 3,94 (17) 10,10 (35) 0,52 0,00-100,00
TA 10,01 (38) 4,49 (17) 0,34 0,66-99,34

DO: distancia interocular, AC: ancho de cabeza, LT: largo de térax, TA: tamafio
de ala. p<0,000001 para todos los valores de F.

Esto se puede ver claramente en las Figuras 4.12 y 4.13 que muestran el valor medio de
cada linea a 17°C y a 25°C para los distintos caracteres vinculados al tamafio corporal en
hembras y machos respectivamente. Como fue adelantado al analizar los resultados del ANOVA
general y de los ANOVAs realizados para cada sexo por separado; los valores transformados de
DO, ACy LT correspondientes a las moscas criadas a 25°C muestran valores mayores que los de

aquellas crecidas a 17°C. En cambio, la media de los valores transformados de TA no parece
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diferenciarse entre temperaturas en las hembras mientras que presentan el patrén opuesto en los
machos.

Por un lado, al observar la figura de las hembras més detenidamente se puede ver que,
en el caso de TA, una linea en particular presenta un valor medio mucho menor que el de las
demas incrementando la varianza entre lineas a 17°C (Figura 4.12). Esta linea, BG00373, ha sido
anteriormente mencionada ya que el gen afectado por la mutacion en este caso, CG11226, afectd
a todos los caracteres en las hembras criadas a 17°C (Tablas 4.3 y 4.4). En los machos crecidos a
menor temperatura, la insercién del elemento P que afect6 a este gen disminuy6 el tamafio de
ACy LTy afect6 a la conformacién del ala estimada a partir de DR (Tabla 4.3; Imberti, 2008). En
cambio, BG00373 no mostr¢é diferencias significativas con respecto al control para ninguno de los
caracteres vinculados al tamafio corporal en moscas criadas a 25°C (Tabla 2.3 del Capitulo 2)
aunque si mostré dichas diferencias con respecto a ambas variables estimadoras de la
conformacion del ala en las hembras y en relacion a DP en los machos crecidos a esa
temperatura (Tabla 4.3).

Por otro lado, la observacién de la figura de los machos permite inferir que, nuevamente
en el caso de TA, el valor medio de una linea en particular es mucho mayor que el de las demas
incrementando en la varianza entre lineas (Figura 4.13). Esta linea, BG01822, ha sido
reiteradamente mencionada a lo largo de este capitulo ya que el gen mutado en este caso, Imp,
parece afectar a la mayoria de los caracteres vinculados a la morfologia del ala a 17°C (todos
excepto TA en las hembras; Tabla 4.3). En relacién a los otros caracteres analizados a 17°C, la
insercion del elemento P en Imp disminuy6 el tamafio de los tres en las hembras y no afect6 a los
machos (Imberti, 2008). Finalmente, la mutacién de este gen s6lo aument6é DO en los machos a

25°C (Tabla 2.3 del Capitulo 2).
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Andlisis de la conformacion del ala

Anadlisis genético-cuantitativo

Similarmente a lo hecho en el apartado anterior, se realiz6 un ANOVA general para
analizar las diferencias entre las temperaturas y los sexos para la variable estimadora de la
conformacioén del ala univariada, DP. Como ya se explicé antes, este andlisis también permite
cuantificar el efecto del factor genético, debido a la insercién del elemento P, y de la
interaccion entre el genotipo y ambos factores fijos en la variacion de dichos caracteres. Los
resultados mostraron que los factores fijos fueron significativos de lo que se desprende que
existen diferencias significativas en la conformacion del ala entre sexos y temperaturas (Tabla
4.10). Ademas, los andlisis revelaron la existencia de una interacciéon significativa entre ambos
factores fijos, la cual se puede explicar por un cambio de la conformacién del ala con la
temperatura que es mayor en las hembras que en los machos. Al mismo tiempo, los resultados
mostraron un aporte significativo del factor genético y de la interaccién entre este factor y la
temperatura a la varianza fenotipica total (Tabla 4.10). Sin embargo, el anélisis mostré que la
interaccion entre el genotipo y el sexo no fue significativa, de manera analoga a lo observado

en los andlisis de los demas caracteres (Tabla 4.7).

Tabla 4.10: Principales resultados del ANOVA realizado con
los valores transformados de DP de acuerdo con un modelo
con los factores temperatura (fijo), sexo (fijo) y linea (aleatorio).
Se muestra el valor de F y su significancia para cada fuente de
variacién asi como el porcentaje de la varianza explicado por
cada fuente de variacién aleatoria (CV).

Fuente de variacion F CV(%)
Linea 2,52%* 8,3
Temperatura 184,28*** -
Sexo 14,95%** -
Linea x Temperatura 2,60%* 6,6
Linea x Sexo 1,07 -
Temperatura x Sexo 14,40%** -
Linea x Temperatura x Sexo 1,55* 29

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Por ultimo, la interaccion triple fue significativa, similarmente a lo observado en los
analisis de los caracteres vinculados al tamafio corporal (Tabla 4.10). Igual que antes, este
resultado es muy importante dado que en este modelo, los cuadrados medios de la interacciéon

triple son utilizados para estimar el valor del estadistico asociado a las otras interacciones. Del
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mismo modo, los cuadrados medios de las interacciones aleatorias de menor orden (una de las
cuales fue significativa) son utilizados para estimar el valor del estadistico asociado a los
factores principales. Por lo tanto, en este caso también se realizaron ANOVAs separados para
cada sexo para tener una idea mas cabal del aporte del factor genético, del ambiental y de la
interacciéon genotipo x ambiente. Estos andlisis revelaron que el efecto de la temperatura fue
significativo en ambos casos (Tabla 4.11). A pesar de que el factor linea fue significativo sélo
en el caso de los machos, la interaccién entre la linea y la temperatura fue altamente
significativa en ambos sexos (Tabla 4.11). El aporte de los factores genéticos (linea y linea x

temperatura) fue del 12% en las hembras y del 19% en los machos (Tabla 4.11).

Tabla 4.11: Principales resultados de los ANOVAs realizados con los
valores transformados de DP de acuerdo con un modelo con los factores
linea (aleatorio) y temperatura (fijo) en cada sexo. Se muestra el valor de F
y su significancia para cada fuente de variacién asi como el porcentaje de la
varianza explicado por cada fuente de variacién aleatoria (CV).

Hembras Machos
Fuente de variacion F CV (%) F CV (%)
Linea 1,69*§ 5,8 2,88%** 11,7
Temperatura 149,99*** - 114,78%** -
Linea x Temperatura 3,15%** 11,6 2,38*** 7,2

*p<0,05; ***p<0,001. § No significativo tras aplicar la correccién de
Bonferroni para pruebas multiples (Ps = 0,0167).

Como ya se explico, los cuadrados medios de la interacciéon aleatoria son utilizados
para estimar el valor del estadistico asociado a cada una de las fuentes de variacion
principales. Por lo tanto, para evaluar el efecto del factor linea en ambos casos, se realizaron
ANOVAs con los datos correspondientes a cada temperatura por separado. Estos analisis
revelaron la existencia de abundante variabilidad genética para la conformacion del ala en
ambos sexos y temperaturas (Tabla 4.12).

Finalmente, se estudi6 el aporte del cambio de escala y el cambio de rango a la
interaccion genotipo-ambiente (G x A), significativa en ambos sexos. La correlacién genética
entre las mediciones del mismo caracter en distintos ambientes fue mayor que la observada
para los caracteres vinculados al tamafio corporal en ambos sexos (Tabla 4.12). El porcentaje
de la varianza fenotipica total explicado por la correlacion fue del 14% en las hembras y del
41% en los machos (Tabla 4.12). Estos valores indican que un ntiimero de genes que parece ser

algo mayor que en el caso de los caracteres vinculados al tamafio corporal, controla la
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expresion de la conformacion del ala en ambas temperaturas. Tanto en machos como en
hembras, las diferencias en la varianza genética (variacion entre lineas) entre temperaturas (el
cambio de escala) explicé un porcentaje menor de la correlacién que las desviaciones de la
correlacion perfecta entre temperaturas (cambio de rango) ya que los valores de esta dltima
fuente fueron superiores al 90% en ambos sexos (Tabla 4.12). Esto se puede ver claramente en
la Figura 4.12 que muestra el valor medio de DP para cada linea a 17°C y a 25°C en ambos

Sexos.

Tabla 4.12: Principales resultados de los ANOVAs realizados con los
valores transformados de DP en cada sexo y temperatura. Se muestra
el valor de F y su significancia asi como el porcentaje de la varianza
explicado por el factor linea. Ademads, se muestra el coeficiente de
correlacién entre ambientes (rc:a) y €l porcentaje de la varianza de la
interaccién genotipo x ambiente (Vi:a) explicado por el cambio de
escala (E) y por el cambio de rango (R).

Lineassc  Lineaizc 7Gx Vi (E-R)
Hembras
F 3,21 5,43 0,37 5,16-94,84
CV (%) 13,4 20,2
Machos
F 4,30 4,40 0,64 8,96-91,04
CV (%) 18,5 16,4

p<0,000001 para ambos valores de F.

Los resultados del ANOVA general asi como los de los ANOVAs realizados en cada
sexo ya habian mostrado que los valores transformados de DP correspondientes a las moscas
criadas a 25°C fueron diferentes de los de aquellas crecidas a 17°C (Tablas 4.10 y 4.11).
Asimismo, la interacciéon entre la temperatura y el sexo habia permitido observar que el
cambio en dichos valores fue mayor en las hembras que en los machos (Tabla 4.10). Este
patrén general puede notarse al observar la Figura 4.14. Sin embargo, la observacién detenida
de esta figura también permite ver que una linea en particular aumenté la varianza entre
lineas a 17°C en las hembras (Figura 4.14a). Esta linea, que present6 los menores valores de DP
a 17°C asi como valores bastante bajos para dicha variable a 25°C, es BG00373 y ha sido
reiteradamente mencionada a lo largo de este capitulo (ver secciéon anterior). Vale la pena

recordar que el gen afectado por la mutacion en este caso fue CG11226 (Tabla 4.3).
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Figura 4.14: Interaccién genotipo x ambiente (linea x temperatura) para
DP en las hembras (a) y en los machos (b).

Una breve inspeccién de la misma figura permite notar que una linea en particular
presenté los mayores valores de DP a ambas temperaturas en los machos y aumenté
draméticamente la varianza entre lineas a 25°C (Figura 4.14b). Esta linea, BG01902, también ha
sido mencionada anteriormente en este capitulo ya que el gen afectado por la mutacion en este
caso, mam, modificé la conformacion del ala (segtn los valores de DR) en las moscas de ambos
sexos criadas a 17°C (Tablas 4.3). En relacion con los demds caracteres analizados a dicha
temperatura, esta linea s6lo disminuyé AC en las hembras (Imberti, 2008). En cambio, esta

linea mostré una disminucién de TA con respecto al control en los machos criados a 25°C asi
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como una modificacion de la conformacion del ala (de acuerdo con los valores de ambas
variables estimadoras, DP y DR) en las moscas de ambos sexos crecidas a esa temperatura

(Tabla 4.3).

Discusion

Se utilizaron 42 de las 191 lineas BDGP estudiadas a 25°C (Capitulos 2 y 3) para
identificar genes candidatos involucrados en la determinacion de los cuatro caracteres de
tamarfio corporal analizados (la distancia interocular, DO; el ancho de la cabeza, AC; el largo del
térax, LT y el tamafio del ala, TA) y de la conformacién del ala (estimada a partir de la distancia
de procrustes, DP y las deformaciones relativas, DR) a 17°C. Dado que Marcos Imberti (2008)
realiz6 un estudio bastante exhaustivo de DO, AC y LT; s6lo se discutiran los resultados de los
analisis nuevos llevados a cabo con los datos obtenidos en el marco de su tesis de licenciatura.
Ademas, este capitulo incorporé el andlisis de la morfologia del ala realizado mediante la
utilizacién de morfometria geométrica, por lo que la primera parte estard relacionada,
predominantemente, con la discusiéon de dichos resultados. Asimismo, este andlisis permitio
comparar la totalidad de los resultados derivados de los andlisis de las 42 lineas criadas a ambas
temperaturas. De esta manera, la segunda parte se centrara en la discusién del andlisis de la

plasticidad fenotipica asociada a los genes vinculados a esas lineas.

Analisis de las lineas criadas a 17°C

Anélisis de los caracteres de tamaifio corporal

La correlacién genética entre cada par de variables fue positiva y altamente significativa
en ambos sexos. El porcentaje de la varianza total explicado por la correlacion varié entre el 60%
y el 77% en las hembras y entre el 32% y el 74% en los machos. El ordenamiento de los pares de
variables de acuerdo a dichos porcentajes difiere bastante entre sexos. En general, estos
resultados difieren de los obtenidos para las 191 lineas BDGP estudiadas a 25°C. Por un lado,
los valores del coeficiente de correlacion son bastante mas altos en el caso de las lineas criadas a
17°C. Por otro lado, el ordenamiento de los pares de variables de acuerdo a dichos valores
muestra diferencias entre temperaturas considerando a cada sexo por separado. Finalmente, el
porcentaje de la varianza explicado por la correlacién entre caracteres derivados del mismo
disco imaginal aumenta un poco en el caso de DO-AC y disminuye en el de LT-TA y ninguno
ocupa el primer lugar en el ordenamiento general. La correlacion genética entre los sexos para
cada variable fue positiva y altamente significativa en todos los casos y el porcentaje de la
varianza total explicado por la correlaciéon estuvo entre el 40% y el 50%. En general, cada uno de

estos caracteres mostré una correlacién menor entre sexos que con los demds caracteres dentro
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del mismo sexo. Esto también constituye una diferencia con respecto a los resultados obtenidos
a 25°C, en los que se observé que las tnicas correlaciones significativas entre sexos explicaron
un porcentaje de la varianza mayor que con ningtn otro caracter dentro del mismo sexo.

Las diferencias observadas entre temperaturas podrian deberse a que el analisis
realizado a 25°C incorporé un nimero mucho mayor de lineas que debieron ser criadas en
distintos bloques. Sin embargo, los analisis realizados con 42 lineas criadas en un mismo bloque
a 25°C revelaron resultados similares a los obtenidos a partir del estudio de todas las lineas
crecidas a 25°C. De esto se deduce que las diferencias observadas entre temperaturas
probablemente no se deben a la correccion empleada para unificar todos los datos
correspondientes al experimento realizado a 25°C. Asimismo, los andlisis realizados con las 42
lineas estudiadas a 17°C pero criadas en distintos bloques a 25°C también mostraron resultados
similares a los obtenidos a partir del estudio de todas las lineas criadas a 25°C. A partir de esto
se infiere que las diferencias observadas entre temperaturas aparentemente tampoco se deben a
las lineas particulares incluidas en el analisis de los datos obtenidos a 25°C. De esta manera, los
resultados sugieren que las correlaciones son simplemente mayores a menor temperatura.

Si bien los coeficientes de correlacion obtenidos en los andlisis hechos a 17°C parecen ser
mas consistentes con los derivados de estudios previos (ver el Capitulo 2 para mas detalles);
algunos autores no mencionan la temperatura a la que criaron a las moscas (Cowley & Atchley,
1988, 1990) y los que lo hacen no emplearon la misma temperatura que aqui (De Moed et al.,
1997; Scheiner et al., 1991). Ademas, los resultados de los anélisis realizados a 17°C contintian
sin dar mayor apoyo a la hipétesis de que los caracteres derivados del mismo disco imaginal
estin mejor correlacionados entre si que aquellos que provienen de precursores diferentes
(Capitulos 1y 2; Cowley & Atchley, 1990). Finalmente, los resultados de las correlaciones entre
sexos a 17°C también sugieren la existencia de cierto dimorfismo sexual en la arquitectura
genética de los caracteres de tamafio corporal.

Los resultados de los analisis genético-cuantitativos de todos los caracteres estudiados a
17°C (Imberti, 2008; este capitulo) y a 25°C (Capitulo 2) mostraron pequenas diferencias
relacionadas con el porcentaje de la varianza fenotipica total explicado por las fuentes de
variacion genéticas, que tiende a ser mayor a 25°C. Las diferencias podrian deberse, como se
dijo anteriormente, a que el analisis realizado a 25°C implicé un nimero mayor de lineas
criadas en diferentes bloques. Sin embargo, los andlisis realizados con los grupos de lineas
mencionados anteriormente (las 42 lineas criadas en un mismo bloque a 25°C, por un lado, y las
42 lineas estudiadas a 17°C pero crecidas en distintos bloques a 25°C, por otro lado) revelaron
que dicho porcentaje tiende aumentar con la disminucién de la temperatura. De todos modos, el

patrén observado en ambos casos sugiere que un nimero importante de genes contribuye, de
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manera sexo-especifica, a la expresion de los caracteres vinculados al tamafio corporal en ambas
temperaturas.

Los andlisis de TA, estimado a partir del tamafio de centroide, revelaron que 10 de las 42
lineas estudiadas difirieron significativamente de la linea control y que ninguna de ellas mostré
tales diferencias en ambos sexos simultdneamente. Es més, las mutaciones aumentaron TA en
los machos y lo disminuyeron en las hembras. Esto estd de acuerdo con el efecto significativo de
la interaccién entre la linea y el sexo mencionado anteriormente y con los resultados
relacionados con los demds caracteres obtenidos tanto a 17°C (Imberti, 2008) como a 25°C
(Capitulo 2). Por un lado, en tres de las cuatro lineas significativas para las hembras se pudo
identificar un gen asociado a la inserciéon del elemento P (CG11226, spict y Btk29A). Por otro
lado, en las seis lineas significativas para los machos se pudo identificar al menos un gen
asociado a la mutacién (CG13333, CG13334, CG17574, CG13130, bib, CG11226, Imp y eas). Por
altimo, ninguna de las lineas significativas a 17°C result6 significativa a 25°C. En cambio,
muchas de las lineas que no presentaron diferencias significativas en relacién al control a menor
temperatura si lo hicieron cuando fueron estudiadas a 25°C. De estas observaciones se concluye
que las bases genéticas y consecuentemente la arquitectura genética del TA difiere no sé6lo entre
sexos sino también entre moscas desarrolladas a 17°C y aquellas criadas a 25°C.

En términos mds generales, ninguna de las 42 lineas analizadas mostr6 diferencias
significativas con respecto al control en la mayor parte de los caracteres en ambos sexos. Sélo se
encontraron cuatro lineas que mostraron dichas diferencias en las hembras que son las
mencionadas anteriormente por haber afectado a TA en ese sexo. La insercion del elemento P en
CG11226 y en spict disminuy6 el tamafio de todos los caracteres de manera similar. En cambio,
BG00930 (en la que no se pudo identificar un gen afectado por la mutacion) y BG01290 (en la
que Btk29A fue el gen mutado) mostraron una disminucién desigual de todos los caracteres.
Aparentemente, hasta el momento de realizar este trabajo, no hubo registros relacionados con el
efecto fenotipico de CGI11226. Con respecto a spict y Btk29A, la base de datos de Flybase
(Flybase, quinta publicacién) presenta una cantidad considerable de informacion; sin embargo,
no hay referencias en relaciéon con los efectos de estos genes en el tamafio de los 6rganos o del
cuerpo. Por lo tanto, aun cuando estos genes pleiotropicos aparentemente juegan un rol en la
determinacién del tamafio corporal, parece que raramente han sido asociados al control del

crecimiento.

Andlisis de la conformacion del ala

El andlisis genético-cuantitativo de la conformaciéon del ala, estimada a través de DP,

revel¢ la existencia de una importante variacién genética a 17°C que explicé un porcentaje de la
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varianza fenotipica total comparable al de TA estudiado a la misma temperatura. Algo similar
ocurrié con la dependencia que mostré dicha variaciéon con el sexo. Sin embargo, al comparar
los resultados de los andlisis de DP realizados a ambas temperaturas, se observaron pequenas
diferencias relacionadas con el porcentaje de la varianza fenotipica total explicado por las
fuentes de variacion genéticas, que tiende a ser mayor a 25°C. Estas diferencias podrian deberse,
similarmente a lo mencionado con anterioridad, a que el analisis realizado a 25°C implicé un
nimero mucho mayor de lineas provenientes de distintos bloques. En ese sentido, el analisis
realizado con las 42 lineas estudiadas a 17°C pero crecidas en distintos bloques a 25°C revel6
que el porcentaje mencionado parece ser algo mayor a menor temperatura. De todos modos, el
patrén observado a 17°C fue similar al obtenido a mayor temperatura y sugiere que un namero
importante de genes contribuye, de manera sexo-especifica, a la expresién de la conformaciéon
del ala. En general, estos resultados estan de acuerdo con las estimaciones hechas previamente
para este cardcter (Birdsall et al., 2000; Dworkin & Gibson, 2006; Mezey et al., 2005; Mezey &
Houle, 2005; Weber, 1990; Weber et al., 1999; 2001; 2005; 2008; Zimmerman et al., 2000). Sin
embargo, tal y como se mencioné en el Capitulo 3, estos resultados difieren de los de algunos de
esos estudios (Birdsall et al., 2000; Zimmerman et al., 2000) en relacién a la fuerte dependencia
que mostré la base genética de la conformaciéon del ala con respecto al sexo. Por lo tanto, estos
resultados refuerzan la idea acerca de que los estudios futuros relacionados con este tema, a
diferencia de varios analisis previos (Mezey et al., 2005, Weber, 1990; Weber et al., 1999; 2001;
2005), deberian incorporar a ambos sexos en los analisis. Finalmente, al comparar los resultados
de los andlisis de DP realizados a ambas temperaturas se pudo notar que sélo una linea se
diferenci6 del control en ambos casos y lo hizo inicamente en las hembras. El gen mutado en
esta linea, que es una de las que mostraron diferencias con respecto al control para TA en este
sexo, es CG11226.

El analisis de la conformaciéon del ala mostré que 41 lineas mostraron diferencias
significativas con respecto al control en al menos un sexo. Asimismo, estos analisis revelaron
que 26 de las lineas significativas mostraron dichas diferencias en ambos sexos
simultdneamente mientras que 15 presentaron cambios Unicamente en las hembras. Al
comparar los resultados de estos andlisis con los derivados del estudio hecho a 25°C, se observé
que 25 de las lineas significativas para algin sexo a 17°C, también mostraron diferencias
significativas con respecto al control en algin sexo cuando fueron estudiadas a mayor
temperatura pero sélo 12 mostraron resultados similares en ambas temperaturas.

En relaciéon con las 41 lineas significativas, se pudo identificar un total de 39 genes
candidatos. Para la mayoria de ellos, este es el primer registro de dicha funcién biolégica. Sélo

tres de los genes identificados figuran en las listas publicadas en los trabajos previos
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mencionados en el Capitulo 3 (Butler et al., 2003; Dworkin & Gibson, 2006; Rerth et al., 1998;
Weber et al., 2005). Este es el caso de sgl, que fue identificado por Weber y colaboradores (2005)
y el de mam y Trithorax-like (Trl), que figuran en el trabajo de Dworkin y Gibson (2006). Los
resultados de una bisqueda de los otros 37 genes en Flybase (quinta publicacion) revelaron una
posible asociacion entre solo tres de ellos y algtn fenotipo relacionado con el desarrollo del ala
y/6 la disposicion de sus venas. Estos genes (bib, spict y Paps), igual que los anteriores, también
afectaron a la conformacién del ala a 25°C (Capitulo 3).

Al considerar anicamente los genes cuya mutacion causé los cambios mas extremos en
cada una de las dos primeras dimensiones analizadas, se pudo notar que la mayoria de las
mutaciones afectaron diferencialmente a machos y a hembras. En el caso de los machos, el
cambio en la conformaciéon del ala debido a la mutaciéon de clt, Imp y CG32572 generd un
desplazamiento de PCV (vena transversal posterior; ver Anexo metodolégico II) que provoco
un alargamiento de la region distal del ala y un acortamiento de la proximal. En cambio, la
mutacion de mam afecté predominantemente a la region posterior del ala y generé un
desplazamiento levemente desigual de las venas que causé un achatamiento en el sentido
antero-posterior. En el caso de las hembras, el cambio conformacional causado por la mutaciéon
de spict gener6é un desplazamiento de PCV que provocé un alargamiento de la region distal del
ala y un acortamiento de la proximal; similarmente al efecto de las primeras mutaciones
mencionadas. En cambio, la mutacién de eas gener6 un desplazamiento leve de las venas que
resulté en cierto achatamiento antero-posterior. Por dltimo, la insercién en Btk29A causé un
desplazamiento importante del extremo posterior de PCV hacia la parte anterior del ala. De
acuerdo con lo mencionado hasta aqui, no parece existir informacién previa que relacione a clt,
Imp, CG32572, eas y Btk29A con la morfologia del ala. En cambio, se ha registrado en Flybase
(quinta publicacion) un fenotipo relacionados con PCV, producido por un alelo en particular de
spict. Asimismo, en Flybase (quinta publicacion) existen registros de varios fenotipos
particulares relacionados con las alas, producidos por distintos alelos de mam. Aparentemente,
este gen ha sido implicado, en general, en la morfogénesis del margen del ala y en la aposiciéon
de las superficies dorsal y ventral del ala a través de distintos trabajos que analizaron diferentes
mutantes (Alexander et al., 2006; Prout et al., 1997). En particular, Dworkin y Gibson (2006),
quienes estudiaron el fenotipo asociado a dos alelos diferentes del gen utilizando morfometria
geométrica (ver el Capitulo 3); encontraron modificaciones de la conformacién del ala un tanto
diferentes a las descriptas con anterioridad. Estos autores observaron que el cambio
conformacional fue similar en ambos casos e implic6 un desplazamiento de los puntos
homologos a través de la mayor parte del ala aunque mayor en la regién anterior (Dworkin &

Gibson, 2006). Las diferencias fenotipicas podrian estar relacionadas con distintas ubicaciones
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del elemento P, tal y como fue observado para otros caracteres (Capitulo 2; Rollamnn et al.,
2006).

Todos los cambios conformacionales descriptos anteriormente, que reflejan
aproximadamente los extremos de la variaciéon vinculada a la conformacién del ala de la
muestra; indican que las mutaciones generaron predominantemente un alargamiento de la
region distal del ala y un acortamiento de la proximal. Sin embargo, en algunos casos se registré
un desplazamiento de las venas tal que redundé en cierto achatamiento antero-posterior. En
general, estos resultados son consistentes con los obtenidos a 25°C, en los que se observaron
cambios conformacionales predominantemente en la direccion proximo-distal y un
desplazamiento preferencial de PCV. Ademads, las mutaciones causaron distintos cambios
generalmente pequefios en ambas temperaturas, lo que refleja la sensibilidad de la
conformacion del ala ante las modificaciones genéticas. Por un lado, estos resultados coinciden
con lo observado en trabajos previos (Dworkin & Gibson, 2006; Weber et al., 2005); en los que se
observé que la mayoria de las mutaciones analizadas mostraron efectos pequefios pero
significativos en la conformacién del ala. Por otro lado, los resultados estan de acuerdo con lo
observado en distintos estudios que mostraron que la variacion morfométrica presenta,
simultdineamente, un alto grado de integraciéon a través del ala y cierta especificidad local
(Cavicchi et al., 1981, Cowley & Atchley, 1990; Guerra et al., 1997; Imasheva et al., 1995;
Klingenberg & Zaklan, 2000; Pezzoli et al., 1997; Thompson & Woodruff, 1982; Weber, 1990;
1992).

Analisis conjunto de las lineas criadas a ambas temperaturas

Como se dijo anteriormente, la aproximacién de la norma de reacciéon denominada del
estado de cardicter, considera que un cardcter medido en dos ambientes diferentes puede ser
considerado como dos caracteres genéticamente correlacionados (Falconer, 1952; Via, 1987; Via
& Lande, 1985). En particular, en este caso, se han analizado cuatro caracteres vinculados al
tamafio corporal tanto a 17°C como a 25°C; por lo que cada uno de ellos puede ser considerado
como dos caracteres, uno por temperatura estudiada. La correlacién genética entre los valores
de cada variable estudiada a ambas temperaturas fue positiva en todos los casos aunque fue
significativa s6lo para TA en las hembras y para todos los caracteres menos TA en los machos.
El porcentaje de la varianza total explicado por la correlacién fue del 10% en todos los casos
excepto en el de LT, en el que alcanzé el 19%. Por lo tanto se puede decir que cada uno de los
caracteres posee una base genética compartida entre ambientes pero no idéntica. Es mads, para
cada caracter vinculado al tamafio corporal, los genes que se expresan en ambas temperaturas

parecen ser pocos y difieren entre los sexos.
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Ninguna de las 42 lineas analizadas mostré diferencias significativas con respecto al
control en la mayor parte de los caracteres en ambos sexos y temperaturas. S6lo se encontraron
lineas que mostraron dichas diferencias en las hembras, las cuales han sido mencionadas en los
resultados derivados de los andlisis de pleiotropia realizados a 25°C (Capitulo 2). Por un lado,
la insercién del elemento P en msn disminuy¢ el tamafio de todos los caracteres de manera
similar pero lo hizo de manera mas pronunciada a 17°C que a 25°C. Por otro lado, la mutacién
que afecté a Lsd-2 caus6 una disminucién desigual de los caracteres que, a la vez, fue mayor a
25°C que a 17°C. Lsd-2 es un gen vinculado al transporte y almacenamiento de particulas
lipidicas (Gronke et al., 2003; Teixeira et al., 2003; Welte et al., 2005) que ya ha sido analizado con
cierta profundidad en el Capitulo 2. Con respecto a msn se puede decir que codifica una
proteina receptora de sefializaciéon con actividad de kinasa que ha sido asociada a distintos
procesos entre los que se encuentran diferentes instancias del desarrollo embrionario, la
oogénesis y la regulacion de la forma celular Flybase (quinta publicacién). Dado que los
resultados sugieren que estos genes son altamente pleiotrépicos y que, en general, no perece
haber referencias que los relacionen con el tamafio de los érganos o del cuerpo; seria interesante
realizar mas estudios que permitan comprender su rol en la regulacién del crecimiento.

El analisis general de todas las lineas criadas en ambas temperaturas, realizado
separadamente para cada caracter (DO, AC, LT, TA y DP), revel6 diferencias significativas
entre los sexos y las temperaturas practicamente en todos los casos. En particular, los analisis
realizados con los caracteres vinculados al tamafo corporal (DO, AC, LT, TA), revelaron
resultados que coinciden con los obtenidos previamente (Capitulo 2 de esta tesis; tesis de
Imberti, 2008; andlisis previos en este capitulo). Estos resultados mostraron que el efecto de la
insercion del elemento P fue generalmente opuesto entre sexos, aumentando el tamafio en los
machos y disminuyéndolo en las hembras. Ademas, los analisis de dichos caracteres revelaron
que la linea control tendi6é a aumentar su tamafio mas que las lineas mutantes a 17°C mientras
que a 25°C ocurri6 lo opuesto. Esto significa que los distintos caracteres analizados
aumentaron su tamafio con la disminucién de la temperatura, de acuerdo con lo observado en
multiples trabajos previos (por ejemplo, Azevedo et al., 2002; David et al., 2006c; de Moed et al.,
1997; French et al., 1998; Gebhardt & Stearns, 1993; Noach et al., 1996, Nunney & Cheung, 1997;
Partridge et al., 1994; Scheiner et al., 1991). Simultdneamente, los resultados implican que las
mutaciones tendieron a disminuir y a aumentar el tamafio de los distintos caracteres (en
relacion al control contemporaneo) a 17°C y a 25°C respectivamente. Dado que el andlisis de la
conformacion del ala (DP) mostré resultados andlogos; se puede decir que, en todos los casos,
tanto los caracteres estudiados como el efecto de las distintas mutaciones en los mismos

mostraron cierta plasticidad con el cambio de temperatura.
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Los andlisis realizados para cada cardcter, en machos y hembras por separado,
revelaron la existencia de una importante variacién genética que mostré6 una fuerte
dependencia de la temperatura en todos los casos. Por un lado, los resultados relacionados con
los caracteres vinculados al tamafio corporal mostraron que el aporte de los factores genéticos
(linea y linea x temperatura) vari6 entre el 18% y el 27% en las hembras y entre el 14% 26% en
los machos. Por otro lado, los resultados relacionados con la conformacion del ala mostraron
que el aporte de los factores genéticos fue del 12% en las hembras y del 19% en los machos.
Asimismo, los resultados de estos andlisis mas particulares mostraron que todos los caracteres,
excepto TA en las hembras, mostraron un comportamiento pléstico con el cambio de
temperatura.

Al estudiar la interaccién entre el genotipo y el ambiente se puedo observar que, en el
caso de los caracteres vinculados al tamafio corporal, la correlaciéon genética entre las
mediciones del mismo caracter en distintos ambientes fue relativamente baja. En estos casos, el
porcentaje de la varianza fenotipica total explicado por la correlacion varié entre el 1% y el 14%
en las hembras y entre el 12% y el 28% en los machos. Sin embargo, en el caso de la
conformacién del ala dichos porcentajes fueron del 14% y el 41% en las hembras y los machos
respectivamente. Estos valores indican que un cierto namero de genes, que parece ser algo
mayor en el caso de la conformacién del ala que en el de los caracteres vinculados al tamafio
corporal, controla la expresion de los distintos caracteres en ambas temperaturas.

Tanto para los caracteres vinculados al tamafio corporal como para la conformacion del
ala, el cambio de escala (las diferencias en la varianza genética entre temperaturas) explicé un
porcentaje mucho menor de la correlacion que el cambio de rango (las desviaciones de la
correlacion perfecta entre temperaturas). Por un lado, en el caso de los caracteres de tamario, los
valores de la segunda fuente fueron superiores al 98% en las hembras y al 80% en los machos.
Por otro lado, en el caso de la conformacion del ala, dichos valores fueron superiores al 90% en
ambos sexos. En el Capitulo 1 se ha mencionado que el tamafio corporal muestra una
multiplicidad de interacciones con otros componentes del fitness (Calder, 1984; Roff, 1992;
Schlichting & Pigliucci, 1998; Stearns, 1992). En general, en los distintos trabajos se ha
observado una relacién positiva entre dichos componentes y los distintos estimadores del
tamarfio corporal utilizados (por ejemplo, McCabe & Partridge, 1997; Partridge & Fowler, 1993;
Roff, 1977; Santos et al., 1992). Tomando esto en consideracién al analizar la interaccion entre el
genotipo y el ambiente para todos los caracteres vinculados al tamafio corporal en ambos sexos,
se podria decir que ningtn genotipo presenta un valor adaptativo maximo en ambas
temperaturas. De esta manera, si las poblaciones naturales presentaran variantes genéticas

similares a las analizadas, la seleccién podria favorecer a distintos genotipos en ambientes con
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temperaturas diferentes (Thomas & Barker, 1993). Esto, a su vez, permitiria mantener la
variabilidad genética intrapoblacional dado que distintos genotipos presentarian el mejor
fenotipo en relacién con cada temperatura (Ungerer et al., 2003). Algo similar se podria decir
para la conformacion del ala aunque, en este caso, la relacion del cardcter con el fitness no esta
tan clara (ver el Capitulo 3 para mas detalles).

Al analizar mas detenidamente la interacciéon entre el genotipo y la temperatura
asociada a cada caracter en las hembras, se pudo observar que una mutacién en particular
disminuy6 TA y DP méas que las demas en ambas temperaturas. El gen afectado en este caso,
CG11226, ya fue mencionado con anterioridad por ser uno de los mas pleiotrépicos a dicha
temperatura. Cuando se realiz6é el mismo andlisis en los machos se pudo observar que una
mutacién incremento el valor de TA mucho mas que las demas también a 17°C. En este caso,
la insercién del elemento P afect6 a Imp, un gen al que también se hizo referencia previamente
debido a que parece afectar a la mayoria de los caracteres vinculados a la morfologia del ala a
17°C. Asimismo, se pudo observar que una mutacién incrementé el valor de DP mucho maés
que las demads, sobretodo a 25°C. En este caso, la insercién del elemento P afect6 a mam, un
gen que también fue mencionado debido a su efecto en la conformacién del ala de ambos

sexos a 17°C.

En términos generales, los resultados de este capitulo resaltan la necesidad de estudiar la
expresion de los genes que conforman la base genética de un caracter en distintos ambientes
cuando se pretende profundizar en el conocimiento de la arquitectura genética de dicho
caracter. Particularmente, los resultados sugieren que determinados genes (entre los que se
puede destacar a CG11226, Btk29A, Imp, Lsd-2, mam, msn y spict) parecen tener alguna relacion
con el tamafio y/o la forma de los ¢rganos en distintas temperaturas, por lo que seria
interesante realizar més estudios que permitan comprender su rol en la regulaciéon del

crecimiento.
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Capitulo V

Anélisis de la variacion de distintos caracteres vinculados al tamafio corporal en

lineas de D. melanogaster derivadas de poblaciones naturales.

Resumen

La comprension de la arquitectura genética de cualquier caracter cuantitativo requiere
del conocimiento de todos los factores que intervienen en su expresion. Esto incluye cuantificar
la variacién genética responsable de la variabilidad fenotipica en poblaciones naturales y
determinar cuédles son las fuerzas evolutivas que gobiernan su cambio. En Drosophila se han
descripto clinas latitudinales y altitudinales para distintos caracteres con una notable
participaciéon de los caracteres vinculados al tamafio corporal. Si bien los patrones clinales
podrian explicarse como el resultado de procesos demogréficos, las evidencias sugieren que son
el producto de la accién de la seleccion natural. De hecho, la existencia de clinas latitudinales
paralelas para el tamafio del cuerpo en diferentes continentes y distintas especies de Drosophila
avala fuertemente su origen adaptativo. Entonces, con el objetivo de estudiar la variacién
natural en el tamafio corporal asociada al segundo cromosoma de D. melanogaster; se midieron
distintos estimadores del tamafio corporal en individuos de ambos sexos de 66 lineas isogénicas
en las que se ha sustituido el cromosoma 2 por uno natural, derivadas de 9 poblaciones
dispuestas a lo largo de gradientes geograficos de Argentina. Los andlisis para cada carécter
mostraron que las hembras son mas grandes que los machos y que existen diferencias entre las
poblaciones en todos los casos. Ademas, el factor linea fue siempre significativo explicando
entre un 9% y un 19% de la varianza fenotipica total, lo que indica la existencia de una base
genética de la variacion, ligada al cromosoma 2, para todos los caracteres. Los andlisis de
regresion multiple revelaron asociaciones positivas y significativas entre la distancia intraocular
en las hembras y el ancho de cabeza en ambos sexos con la latitud; mientras que el largo del
torax de los machos mostré una relacién negativa con la altitud. Si bien las regresiones
explicaron hasta el 13% de la varianza fenotipica total, hay que recordar que la variaciéon se
debe a factores genéticos presentes en el cromosoma 2. Estos resultados, que apoyan
parcialmente la hipétesis de adaptacion térmica para los caracteres analizados, son discutidos
en el marco de los antecedentes acerca de las clinas relacionadas con el tamafio corporal en

Drosophila.
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Introduccién

En el reino animal existe abundante variacion para el tamafio corporal, la cual a menudo
puede observarse a simple vista. Existen diferencias para este caracter complejo tanto entre
especies como entre poblaciones de la misma especie y, finalmente, entre individuos
pertenecientes a una misma poblacién. Como fue anticipado en el Capitulo 1, la variacién
natural en el tamafio corporal asi como aquella generada experimentalmente mediante la
participaciéon de diferentes factores ambientales, tales como la temperatura, la densidad
larvaria, el recurso alimentario, etc., ha sido ampliamente estudiada en Drosophila (por ejemplo,
Azevedo et al., 2002; Bitner-Mathé et al., 1995; Capy et al., 1993; Carreira et al., 2006; de Moed et
al., 1997; Hallas et al., 2002; Louis et al., 1982; Misra & Reeve, 1964; Parkash et al., 1999; Partridge
et al., 1994; Sokoloff, 1966; Stalker & Carson; 1947; Trotta et al., 2006). Particularmente, los
adultos provenientes de zonas de mayor latitud habitualmente son mas grandes que los
derivados de regiones de menor latitud cuando son criados a la misma temperatura. Este
patrén ha sido observado en distintas especies del género alrededor de todo el mundo (por
ejemplo, Arthur et al., 2008; Capy et al., 1993; Coyne & Beecham 1987; Folguera, 2007; Hallas et
al., 2002; Huey et al., 2000; James et al., 1995; Karan et al., 1998; Misra & Reeve, 1964; Parkash et
al, 1999; van’t Land et al., 1999).

El cambio continuo de un caracter a lo largo de un gradiente geografico se denomina
clina y brinda la oportunidad de identificar caracteres y genes asociados a determinadas
condiciones ambientales. Asimismo, cuando un mismo patrén se encuentra en repetidas
oportunidades y puede ser interpretado en términos de sus efectos en el fitness, ofrece una
evidencia fuerte acerca de la accién de la selecciéon (Endler, 1977). En ese sentido, la existencia
de clinas latitudinales paralelas para el tamafio del cuerpo en diferentes continentes y distintas
especies de Drosophila parece avalar su origen adaptativo (Calboli et al., 2003; Gilchrist et al.,
2001; Gilchrist & Partridge, 1999; Gockel et al., 2001; Huey et al., 2000; Zwaan et al., 2000).
Ademas se debe considerar que los distintos estudios han encontrado patrones similares de
variacion clinal a pesar de haber estimado el tamafio corporal de manera diferente (por ejemplo,
mediante el peso corporal, el largo del ala, el largo del térax, el drea del ala, etc.). Por dltimo,
tanto los distintos componentes del tamafio corporal (es decir, los distintos caracteres
analizados) como la arquitectura genética asociada a su modificaciéon con la latitud pueden
mostrar diferencias entre continentes (Gilchrist & Partridge, 1999; Huey et al., 2000). Las
diferencias en los componentes de ambos niveles (el genotipico y el fenotipico) asociados a
distintas clinas, sugiere que la seleccién natural ha producido efectos fenotipicos similares a

partir de arquitecturas genéticas diferentes (ver el Capitulo 1 para mas detalles).
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Patrones clinales en Drosophila: el tamafio corporal y otros caracteres relacionados

En D. melanogaster, se han encontrado clinas latitudinales para el tamafio corporal en casi
todos los lugares donde se las ha buscado. Probablemente, la detectada entre Africa y Europa
fue la primera (David, 1975). Posteriormente, se describieron clinas en regiones cercanas a la
anterior; una entre el Baltico y el centro de Asia (Imasheva ef al., 1994) y otra en el sur de Africa
(Capy et al., 1993). Clinas similares se observaron a lo largo de la costa este de América del
Norte (Coyne & Beecham, 1987; Long & Singh, 1995) y de Australia (James et al., 1995).
Finalmente, se encontraron clinas para este caracter en América del Sur (Folguera, 2007; van't
Land et al., 1999). Sin embargo, la variacién del tamafio corporal correspondiente a poblaciones
de D. melanogaster de India o Japén no parece ajustarse a un patrén clinal (David et al., 1976).
Aparentemente, el aumento del tamafio de las alas con la latitud se debe en mayor medida al
incremento de la cantidad de células que a su tamafio (James et al., 1995; 1997; Zwaan et al.,
2000). Otro caracter asociado al fitness como el tiempo de desarrollo, también mostré variacién
clinal en Australia, ya que los individuos provenientes de poblaciones de mayor latitud se
desarrollaron mas rapidamente que los de poblaciones de latitudes menores cuando fueron
criados a la misma temperatura (James & Partridge, 1995). Sin embargo, la variaciéon del tamafio
del cuerpo no mostré ninguna relacién con la del tiempo de desarrollo en estas poblaciones, por
lo que la clina en un caracter no podria ser explicada como una respuesta correlacionada a la
seleccién actuando sobre el otro caracter (James et al., 1995). En cambio, los patrones observados
podrian ser explicados por la acciéon de la seleccion sobre un tercer cardcter correlacionado con
los dos anteriores. En ese sentido, se ha observado que los individuos de poblaciones de mayor
latitud muestran un aumento en la eficiencia de crecimiento lo que podria explicar su mayor
tamafio y menor tiempo de desarrollo (Robinson & Partridge, 2001). A su vez, se ha mostrado
que los individuos de poblaciones de mayor latitud presentan un peso critico mayor (De Moed
et al., 1999) y que los recursos almacenados son utilizados de manera preferencial en el
aumento del tamafio corporal (Bochdanovits & de Jong, 2003a). En cambio, se comprobé que los
recursos almacenados en los individuos provenientes de poblaciones de menor latitud, son
destinados mayormente a la supervivencia larvaria (Bochdanovits & de Jong 2003a).

Asimismo, muchas enzimas poseen diferentes alelos (alozimas) que a menudo poseen
distintas actividades y cuya frecuencia varia clinalmente. En el caso de las enzimas
fosfoglucomutasa o0 PGM (por su nombre en ingles: phosphoglucomutase), alcohol dehidrogenasa
o ADH (por su nombre en ingles: alcohol dehydrogenase) y glicerol-3-fosfato dehidrogenasa o
GPDH (por su nombre en ingles: glycerol-3-phosphate dehydrogenase); la alozima que presenta la
mayor actividad a menor temperatura es la que ha sido encontrada mas frecuentemente a

latitudes mayores (Eanes, 1999; Verrelli & Eanes, 2001a). Aparentemente, una mayor actividad
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de ADH y GPDH podria facilitar el almacenamiento de lipidos (de Jong & Bochdanovits, 2003).
Asimismo, se ha relacionado la mayor actividad de PGM con un mayor contenido de glucégeno
en las moscas adultas (Verrelli & Eanes, 2001b). Para las enzimas glucosa-6-fosfato
dehidrogenasa y 6-fosfogluconato dehidrogenasa, la alozima que presenta la menor actividad
es la que ha sido encontrada més frecuentemente a latitudes mayores. La menor actividad de
estas enzimas ha sido vinculada a la disminucién de la sintesis de lipidos y al aumento de la de
glucégeno (Eanes, 1999). Finalmente, se ha observado que las poblaciones de latitudes mayores
presentan niveles de glucégeno mas elevados y que el contenido de glucégeno de las larvas esté

directamente relacionado con el tamafio corporal del adulto (de Jong & Bochdanovits, 2003).

Patrones clinales en Drosophila: el tamafio corporal y los polimorfismos cromosémicos

En muchas especies de Drosophila, distintas secciones de los cromosomas pueden estar
invertidas y la frecuencia de la inversién puede variar entre poblaciones siguiendo un patrén
clinal (Krimbas & Powell, 1992). Se ha observado que la frecuencia de cuatro inversiones de D.
melanogaster cosmopolitas, In(2L)t, In(2R)NS, In(3L)Payne y In(3R)Payne, disminuyen con la
latitud en Norteamérica, Asia y Australia (Knibb ef al., 1981; 1982). La inversion In(2L)t ha sido
encontrada también en Africa y Europa, donde su frecuencia disminuye con la latitud; y en
América del Sur (van’t Land et al., 2000).

Dado que algunos genes de interés se encuentran dentro de las inversiones o cerca de los
puntos de ruptura, se pueden generar patrones de desequilibrio de ligamiento entre ambos
dificultando la identificacién de patrones clinales para los genes en cuestién. Por ejemplo, el
locus Gpdh se encuentra dentro de la inversion In(2L)t y el locus Adh fuera de ella. Esta
inversion esta asociada con los alelos Gpdhf y AdhS, mientras que el arreglo cromosémico
estindar (St) muestra todas las combinaciones de alelos Gpdh y Adh (Malpica et al., 1987; van’t
Land et al., 2000; Weeks et al., 2002). Asimismo, la inversioén In(2L)t mostré ser mas abundante a
temperaturas mayores (van Delden & Kamping, 1989; 1991). Ademads, se demostré que los
cambios en la frecuencia de esta inversion, asociados a distintas temperaturas, guardan una
relacion con distintos caracteres que es compatible con la idea de que las inversiones son el
blanco de la seleccion natural (Betran ef al., 1998; van Delden & Kamping, 1989; 1991; Weeks et
al., 2002).

Gockel y colaboradores (2001) encontraron que 5 de 19 de marcadores de tipo
microsatélite exhibieron clinas en relacion a la frecuencia del alelo mas comin y que cuatro de
ellos estaban ubicados en regiones abarcadas por inversiones. Los resultados de sus andlisis
sugieren que la seleccién natural mantiene las diferencias entre las poblaciones para el tamafo

corporal mostrando un patrén clinal (Gockel et al., 2001). Posteriormente, distintos analisis de
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QTLs revelaron que la mayor parte de la variacion genética para el tamafio corporal en
poblaciones naturales de Australia y Sudamérica de D. melanogaster podia ser explicada por
factores ubicados en los autosomas, principalmente en el cromosoma 3 (Calboli et al., 2003;
Gockel et al., 2002). Estos resultados coinciden con otros estudios que demostraron que la regioén
asociada a la inversiéon In(3R)Payne controla una gran cantidad de variacién vinculada al
tamafio corporal (Rako ef al., 2006; Weeks et al., 2002). Luego, Kennington y colaboradores
(2006) investigaron los patrones de variacion genética y de desequilibrio de ligamiento para 24
marcadores moleculares ubicados dentro o cerca de la inversion In(3R)Payne. Estos autores
determinaron que las regiones de mayor asociacién entre los marcadores y la inversiéon fueron
los que mostraron patrones clinales mas fuertes aunque el nivel de variacion clinal fue mayor al
explicado dnicamente por la inversiéon (Kennington et al., 2006). Posteriormente, estos autores
examinaron las asociaciones de dichos marcadores y el tamafio del ala en una poblaciéon
ubicada en el centro de la clina del este de Australia y encontraron que tres alelos de dos
regiones distintas dentro de la inversiéon mostraron efectos aditivos significativos tras haber
removido el explicado por la inversiéon (Kennington et al., 2007). Sin embargo, ninguno de los
alelos afect6 significativamente al tiempo de desarrollo, lo cual es consistente con otros estudios
que no encontraron una relacién entre este caracter y la inversioén In(3R)Payne (Rako et al., 2006;
Weeks et al., 2002). Todo lo anterior sugiere que distintos genes controlan a ambos caracteres y
que los patrones clinales que presentan ambos caracteres han surgido de manera independiente
(Kennington et al., 2007). Asimismo, la existencia de maltiples regiones que controlan el tamafio
corporal dentro de la inversion es consistente con la idea de que las inversiones persisten en las
poblaciones porque mantienen juntas partes del genoma que acttian conjuntamente facilitando
la adaptacién local (Kennington et al., 2007).

Finalmente, vale la pena mencionar que los genes de los caminos metabdlicos
vinculados al crecimiento y la proliferaciéon celular mencionados en el Capitulo 1, el de la
insulina y TOR; estdn asociados a tres de las inversiones cosmopolitas (de Jong & Bochdanovits,
2003). chico, Pten y Tor estan localizados en la regién de In(2L)t mientras que Pi3K21B, por un
lado, y Idgfl, Idgf2 y Idgf3, por el otro, estan justo antes y después de esa inversion,
respectivamente. S6k, Ilp1, Ilp2, 1lp3, 1lp4,1lp5 v Pi3K68D estan ubicados en la regién de In(3L)P;
mientras que Pk61C y Tsc2 (gigas) estan antes y después de esa inversion, respectivamente. Por
ultimo, Pi3K92E, InR y Tscl estan localizados en la region de In(3R)Payne mientras que Akt1 esta
justo antes esa inversion. De esta manera, la regién correspondiente a cada una de las tres
inversiones cosmopolitas mencionadas y sus alrededores presenta al menos un gen de los
caminos metabdlicos mas importantes implicados en el crecimiento y la proliferaciéon celular (de

Jong & Bochdanovits, 2003).

157



Variacion en los patrones clinales: los factores causales

Las frecuencias de las inversiones, de las alozimas y del tamafio del cuerpo varian
estacionalmente a lo largo del afio (por ejemplo, Bitner-Mathé et al., 1995, Kamping & van
Delden, 1999; Kari & Huey, 2000; Parkash et al., 1999; 2005; Stalker & Carson, 1949; Tantawy,
1964). Asimismo, se han analizado distintos caracteres en poblaciones de diferentes especies
correspondientes a gradientes altitudinales. Si bien estos estudios no son tan numerosos como
los asociados a gradientes latitudinales, sus resultados han sido a menudo consistentes con la
idea de que la temperatura es uno de los principales factores selectivos que da cuenta de los
patrones de variacion de distintos caracteres de Drosophila en la naturaleza (por ejemplo, Bitner-
Mathé et al., 1995; Dahlgaard et al., 2001, Dobzhansky, 1948; Etges, 1989; Folguera, 2007;
Folguera et al., 2008; Hammond et al., 2001; Louis et al., 1982; Munjal et al., 1997; Norry et al.,
2001; Sambucetti et al., 2006; Serensen et al., 2005; Stalker & Carson, 1948). De esta manera, el
aumento del tamafio medio en las poblaciones ubicadas en regiones de clima maés frio (es decir,
a latitudes y altitudes mayores) suele ser considerado como una evidencia de adaptacion
térmica, aunque no se conozca exactamente el mecanismo subyacente (por ejemplo, Atkinson &
Sibly, 1997; Blackburn et al., 1999). De acuerdo con esta interpretaciéon, distintos estudios
experimentales han analizado el efecto de diferentes regimenes térmicos en caracteres
vinculados al fitness. Una aproximacién muy utilizada ha sido mantener réplicas de distintas
poblaciones de una especie a diferentes temperaturas por un tiempo prolongado para luego
estudiar determinados caracteres de interés. En general, estos experimentos han dado
resultados similares: los individuos de poblaciones que fueron mantenidas a temperaturas bajas
son genéticamente mas grandes que los de las que fueron conservadas a temperaturas mas
elevadas (por ejemplo, Azevedo et al., 2002; Bochdanovits & de Jong, 2003a; Cavicchi et al., 1985;
de Moed et al., 1997; Huey et al., 1991; Partridge et al., 1994; Trotta et al., 2006). Asimismo, la
evolucion de un tamafio mayor debido a las bajas temperaturas fue generalmente acompafada
de un tamafo celular mayor (Azevedo et al., 2002; Partridge et al., 1994), de tanto un mayor
namero (Partridge et al., 1995) como de un mayor tamafio (Azevedo et al., 1996) de huevos; un
menor tiempo de desarrollo (James & Partridge, 1995), una mayor eficiencia de crecimiento
larvario (Neat ef al., 1995) y una mayor tasa metabolica (Berrigan & Partridge, 1997). Algunas
poblaciones experimentales presentaron un mayor fitness cuando fueron analizadas en el
ambiente en el que fueron seleccionadas (por ejemplo, Bochdanovits & de Jong, 2003b; McCabe
& Partridge, 1997; Nunney & Cheung 1997; Reeve et al., 2000; Trotta et al., 2006). Tanto en las
poblaciones naturales como en las experimentales el mecanismo principal para alcanzar un
tamafio corporal mayor parece ser la mayor eficiencia de crecimiento que poseen las

poblaciones de latitudes mayores la cual podria estar relacionada con su mejor desempefio ante
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la escasez de recursos (Bochdanovits & de Jong, 2003c).

A pesar de que los resultados de la evolucién experimental bajo temperaturas altas y
bajas muestran patrones similares a los observados en poblaciones de latitudes menores y
mayores respectivamente, los detalles del mecanismo subyacente permanecen oscuros (por
ejemplo, David et al., 2006c; Santos et al., 2005). Esto puede estar relacionado, entre otras cosas,
con que la temperatura puede cambiar en forma compleja a lo largo de los gradientes
geogréficos. Por ejemplo, la amplitud térmica (la diferencia entre la temperatura maxima y la
minima, que suele coincidir con la diferencia entre la temperatura diurna y la nocturna) puede
diferir en gran medida entre las poblaciones de altura y de llanura. Es mas, se ha sugerido que
la amplitud térmica, que esta directamente asociada a la altitud, afecta significativamente a la
variacion de distintos caracteres vinculados al fitness como el tiempo de desarrollo, la viabilidad
larvaria y distintos caracteres morfolégicos (Folguera, 2007; Folguera et al., 2008; Loeschcke et
al.; 2000; Pétavy et al., 2001a, b; 2004). Entonces, si bien la existencia de clinas suele ser
considerada como una respuesta adaptativa a diferentes regimenes térmicos, los patrones de
variacion naturales sugieren que la temperatura media sélo puede brindar una explicacion
parcial de los mismos.

En esta parte de la tesis se realiz6 un analisis genético-cuantitativo del tamafio corporal
en D. melanogaster con el objetivo de caracterizar parte de la arquitectura genética de este
caracter complejo. En particular, se cuantificé el aporte de distintas fuentes de variaciéon que
contribuyen a la variacién total de caracteres vinculados al tamafio corporal en individuos
derivados de poblaciones naturales dispuestas a lo largo de gradientes geograficos en
Argentina. Se utilizaron lineas donde se puso en homocigosis el cromosoma 2 proveniente de la
naturaleza mientras que el resto del acervo génico fue sustituido por uno isogénico e idéntico
para todas las lineas estudiadas. Esta particularidad, permiti6 analizar la porcién de la varianza
total de cada caracter explicada por factores genéticos asociados a ese cromosoma
considerando, ademas, el efecto del sexo y de la poblacién de origen. Finalmente, se pudo
determinar que los resultados estan parcialmente de acuerdo con la hipétesis de adaptacion

térmica asociada a gradientes geogréficos para algunos de los caracteres analizados.

Materiales y métodos
Stocks de Drosophila

Se utilizaron lineas de D. melanogaster derivadas de isolineas provenientes de nueve
poblaciones naturales dispuestas a lo largo de un gradiente ambiental de Argentina (Figura 5.1).
Estas lineas fueron obtenidas mediante un esquema de cruzamientos con cepas balanceadoras,

de forma tal de poner en homocigosis un cromosoma 2 de cada una de las isolineas utilizadas
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(para conocer mas detalles acerca de la obtencion de estas lineas y de sus caracteristicas, ver el
Anexo Metodolégico I). Por lo tanto, estas lineas isogénicas tienen la particularidad de que
varian Gnicamente con respecto al cromosoma natural que se puso en homocigosis (sustitucion
cromosdmica) ya que su fondo genético (el resto de los cromosomas) es idéntico al de las lineas
BDGP. Este sistema permite, tras criar a las moscas bajo las mismas condiciones, atribuir las
diferencias fenotipicas observadas entre las lineas a factores genéticos presentes, en este caso, en

el cromosoma 2.

5

Buenn

Figura 5.1: Localidades en las que se tomaron las muestras de moscas de las que derivan
las lineas analizadas.

Cabe aclarar que en el proceso de sustitucion cromosémica e isogenizacién se perdieron
muchas lineas, siendo la eficiencia promedio de un 25%. Esto se deberia, principalmente, a la
existencia de una alta proporciéon de lineas portadoras de alelos letales recesivos que se

expresan durante el proceso de isogenizacién, en el cual se ponen en homocigosis dicho alelos.
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De esta manera, se obtuvo un nimero variable de lineas en las que se ha sustituido el
cromosoma 2 por uno natural a partir de cada poblaciéon. La cantidad de lineas que se logré
obtener para las distintas poblaciones, asi como algunas caracteristicas de dichas poblaciones, se

muestran en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1: Datos vinculados a los sitios de origen de las isolineas de D. melanogaster de las que
se derivaron las lineas de sustitucién cromosémica analizadas.

. . Altitud sobre el NP° de lineas de
.. Latitud Longitud ) e .
Poblacién nivel del mar sustitucion
(Sur) (Oeste) P
(metros) cromosOmica
Giiemes 24° 471’ 65° 03’ 695 11 (10)
San Blas 28° 25’ 67° 06’ 1061 9
Chilecito 29° 10’ 67° 28’ 1043 13
Jachal 30°12 68° 45’ 1238 3
San Juan 31° 27 68° 31’ 671 3
Barreal 31° 32 69° 27 1626 4
Uspallata 32°35 69° 22’ 1915 6
Lavalle 32°50° 68° 28’ 647 8
Neuquen 38° 58’ 68° 08’ 260 14 (10)

§ El nimero que se indica es la cantidad de lineas que se logré obtener para cada poblacion
que generalmente se corresponde con el nimero de lineas analizadas. Algunas lineas
presentaron una viabilidad tan baja que tuvieron que ser descartadas del analisis ya que el
nuimero de individuos de cada una no fue suficiente para realizar el andlisis fenotipico. En
estos casos, el numero de lineas analizadas se indica entre paréntesis.

Disefio Experimental

El anélisis de las lineas de sustituciéon cromosémica se realizé en dos bloques. En cada
uno se estudié un promedio de 35 de estas lineas ademas de la linea control de las lineas BDGP.
En cada bloque se aplic6 el disefio experimental detallado en el Anexo Metodoldgico I de forma
tal de obtener las moscas adultas utilizadas para estimar las variables morfolégicas. Algunas de
las lineas utilizadas presentaron una viabilidad muy baja (lineas subvitales) por lo que, en esos
casos, la cantidad de adultos emergidos en los tubos fue bastante menor al resto de las lineas
analizadas y por lo tanto, estas lineas fueron descartadas del anélisis (Tabla 5.1). En el resto de
los casos, generalmente, se disecaron, fotografiaron y midieron cinco moscas adultas de cada
sexo por tubo.
Caracteres vinculados al tamafio corporal

Los caracteres vinculados al tamafio corporal medidos en esas moscas adultas son los

mismos que en las lineas BDGP: la distancia interocular (DO), el ancho de la cabeza (AC), el
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largo del torax (LT) y el tamafio del ala (TA). La manera en la que se fotografiaron los
individuos y se realizaron las mediciones se detalla en el Anexo Metodolégico II.
Analisis Estadisticos

Correccion de datos. Para poder realizar un andlisis con todas las lineas medidas en ambos
bloques hay que saber, ante todo, si hubo diferencias entre los bloques; las cuales se deberian
principalmente a factores ambientales. Esto puede hacerse analizando lo ocurrido con la linea
control, linea compartida entre los bloques. Entonces, los valores de la linea control
correspondientes a cada variable, fueron analizados de acuerdo al siguiente modelo de
ANOVA:

Y=p+B+R+S+BxS+RxS+¢€
donde p es la media general del caracter analizado en cada caso; B es el factor bloque (fijo), con
dos niveles; R es el factor réplica (aleatorio), anidado en el factor bloque, con tantos niveles
como réplicas se utilizaron en cada bloque; S es el factor sexo (fijo), con dos niveles; y €
representa al error.

Los resultados mostraron que, si bien existieron diferencias entre los bloques y los sexos,
ninguna interaccion resulté significativa. Esto permitié realizar una correcciéon sencilla:
considerando a cada variable y sexo por separado, se sumé al valor de cada individuo del
bloque para el que la linea control present6 una media menor, el valor de la diferencia entre las
medias de la linea control de ambos bloques. Los valores corregidos de esta manera fueron
utilizados en todos los andlisis que se detallan a continuacién.

Andlisis de correlacion genética. Se realizé un analisis de correlaciéon entre cada par de
variables en cada sexo por separado y otro entre sexos para cada variable. En estos analisis se
utilizaron los valores medios de las 66 lineas. Debido a que se utilizaron los mismos valores en
diferentes andlisis de correlacion, se aplicé la correccion de Bonferroni (Ps = 0,0125).

Andlisis ~ genético-cuantitativo. Los valores correspondientes a cada variable,
transformados como se explicé anteriormente, fueron analizados de acuerdo al siguiente
modelo de ANOVA:

Y=p+P+L(P)+S+PxS+L(P)xS+€
donde p es la media general del caracter analizado en cada caso; P es el factor poblacién (fijo),
con tantos niveles como poblaciones analizadas; L es el factor linea (aleatorio, anidado en el
factor poblacién), con tantos niveles como lineas se utilizaron, que permiti6 analizar la
existencia de variabilidad genética intrapoblacional; S es el factor sexo (fijo), con dos niveles,
que permitié estudiar las diferencias entre las medias de machos y hembras; y € representa al
error. Asimismo se estimaron los componentes de la varianza para las fuentes de variacion

aleatorias para cada variable morfolégica lo que permitié conocer la proporcioén de la varianza
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fenotipica total explicada por dichas fuentes de variacion. En los casos en los que el factor
poblacién resulté significativo se determiné qué poblaciones son las responsables de dicho
efecto mediante comparaciones a posteri (contrastes HSD para tamafios muestrales diferentes).

En este modelo, el factor linea se encuentra anidado en el factor poblacién por lo que no
se puede conocer si existen diferencias en cuanto a los patrones genéticos entre las poblaciones.
Es decir, los resultados vinculados a las fuentes de variacién que incluyen al factor linea
corresponderdn al comportamiento medio que este presenta en las distintas poblaciones. Por lo
tanto, se realizaron ANOVAs separados para cada poblaciéon de forma tal de estudiar las
fuentes de variacién genéticas en cada una de ellas. Estos ANOVAs de dos factores presentan
una interaccién aleatoria (linea x sexo) cuyos cuadrados medios son utilizados para estimar el
valor del estadistico asociado a cada una de las fuentes de variacién principales. Por lo tanto, en
los casos en los que esta interaccion resulté significativa, se realizaron ANOVAs con los datos
correspondientes a cada sexo por separado para evaluar el efecto del factor linea en cada uno de
ellos.

Dado que se emplearon los mismos datos en distintos andlisis, se aplicé la correccién de
Bonferroni para comparaciones multiples.

Andlisis de regresion. Se realiz6 un andlisis de regresion multiple Forward stepwise entre los
valores de cada uno de los caracteres de tamafio corporal en cada sexo y las variables
independientes latitud (considerando sus valores en el sistema decimal) y altitud. Asimismo, se
realizaron los analisis de regresion considerando las siguientes transformaciones no lineales de
las variables: X a la potencia de 2, 3, 4, 5 y %4, Ln(X), Log(X) y 1/X; donde X representa al
caracter de tamafio corporal analizado en cada caso. En el caso de TA no se pudo computar X a
la potencia de 3, 4 y 5 debido a que sus valores son muy grandes. En todos los analisis se
utilizaron los valores medios de las 66 lineas.

Todos los andlisis estadisticos fueron realizados usando el paquete STATISTICA

(StatSoft Inc., 2004).

Resultados
Analisis de correlacion

Se realizaron andlisis de correlacion para estudiar la relacion, debida a factores presentes
en el cromosoma 2, entre cada par de variables en cada sexo por separado y entre machos y
hembras para cada cardcter. La correlacion genética entre cada par de variables fue positiva y
altamente significativa en ambos sexos excepto para AC-TA en las hembras (Tabla 5.2). El

porcentaje de la varianza total explicado por la correlacion (el cuadrado de r x 100) varié entre

el 11% (DO-TA) y el 49% (AC-LT) en hembras y entre el 16% (DO-LT) y el 45% (DO-AC) en
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machos (Tabla 5.2). El ordenamiento de los pares de variables de acuerdo a dichos porcentajes
difiere entre sexos al considerar cada posicién exacta aunque se mantiene en términos
generales. Es decir, en ambos sexos los coeficientes de determinacién (el cuadrado de r) de las
correlaciones entre DO y los caracteres del téorax (LT y TA), estan entre tres los méas bajos junto
con el correspondiente a la correlaciéon entre AC y TA (significativo s6lo en machos); el
porcentaje de la varianza explicado por la correlaciéon entre LT y TA es, en ambos casos, el
tercero entre los mayores valores; y los coeficientes de determinacién de las correlaciones entre
ACy LT, por unladoy ACy DO por el otro, son los dos més altos (Tabla 5.2).

En términos generales, estos resultados difieren de los obtenidos para las lineas BDGP
considerando cada sexo por separado (Tablas 2.1 y 5.2). En ese caso, los porcentajes mas bajos
inclufan los de las correlaciones entre DO y AC, por un lado, y entre DO y TA, por el otro
(Tabla 2.1). Asimismo, los valores correspondientes a las correlaciones entre LT y AC, por un
lado; y entre LT y TA, por el otro, estaban entre los més altos (Tabla 2.1). En este caso, el patréon
general mencionado se mantiene excepto para la correlacion entre los caracteres vinculados a la
cabeza (Tabla 5.2). El coeficiente de determinacion correspondiente a la correlacion entre DO y
AC en el caso de las lineas BDGP era el antetltimo (es decir, esta correlacion era una de las que
menos varianza fenotipica explicaba), mientras que en este caso ocupa el primer lugar en los
machos y el segundo en las hembras (es decir, esta correlacién es una de las que més varianza

fenotipica explica; Tablas 2.1 y 5.2).

Tabla 5.2: Principales resultados de los anélisis de correlacién genética de los caracteres
vinculados al tamarfio corporal (valor de r y su significancia). Se realiz6 un andlisis de
correlacién entre cada par de variables en los machos (sobre la diagonal), en las hembras
(bajo la diagonal) y entre sexos para cada variable (sobre la diagonal). Los andlisis se
realizaron utilizando el valor medio de cada linea para cada caracter y sexo.

Machos
DO AC LT TA
Hembras DO 0,61%** 0,67%** 0,41%** 0,45***
AC 0,66*** 0,74*** 0,64*** 0,53***
LT 0,49%** 0,70%** 0,76%** 0,60%**
TA 0,34** 0,24 0,55%** 0,65***

DO: distancia interocular, AC: ancho de cabeza, LT: largo de térax, TA: tamarfio de ala.
**p<0,01; ***p<0,001.

La correlacion genética entre los sexos para cada variable fue positiva y altamente

significativa en todos los casos y el porcentaje de la varianza total explicado por la correlacion
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estuvo entre el 38% y el 58% (Tabla 5.2). Cada uno de estos caracteres mostré una correlacion
mayor entre sexos que con ningin otro cardcter dentro del mismo sexo excepto DO, que
present6 una correlacion mejor s6lo con AC en ambos sexos (Tabla 5.2). Esto también constituye
una diferencia con respecto a los resultados obtenidos en el anélisis de las BDGP, en los que se
observo que s6lo dos correlaciones fueron significativas entre sexos (DO y TA). Sin embargo, en
esos casos también la correlacion de cada carécter entre los sexos explicé un porcentaje de la
varianza mayor que la correlaciéon de cada uno de ellos con los demas caracteres dentro del

mismo sexo (Tablas 2.1y 5.2).

Analisis genético-cuantitativo

Se realizaron analisis de varianza para analizar las diferencias entre las poblaciones y
lo sexos para los distintos caracteres vinculados al tamafio corporal asi como para cuantificar
el efecto del factor genético, debido a diferencias en el cromosoma 2, y de la interaccién entre
el genotipo y el sexo en la variacion de dichos caracteres. Los resultados de los ANOVAs
mostraron que las hembras son significativamente més grandes que los machos para todos lo
caracteres vinculados al tamafio corporal (Tabla 5.3). Asimismo, los andlisis revelaron la
existencia de diferencias significativas entre las poblaciones para todos los caracteres excepto
TA (Tabla 5.3). Vale la pena destacar que, en principio, ambos tipo de diferencias se deben a
factores genéticos presentes en el cromosoma 2. Ademas, el factor linea resulté ser altamente
significativo en todos los casos explicando entre un 9% y un 19% de la varianza fenotipica total
de lo que se desprende que existe abundante variabilidad genética intrapoblacional, asociada
al cromosoma 2, para todos los caracteres (Tabla 5.3). La interaccién entre la linea y el sexo fue
significativa s6lo para TA aunque el porcentaje de la varianza fenotipica total explicado por
esta fuente de variacion fue s6lo del 2% (Tabla 5.3).

Dado que la interaccién entre la linea y el sexo fue significativa para TA, y que en este
modelo se utilizan los cuadrados medios de esta fuente de variacién para calcular el valor de F
de la interaccién poblacioén x sexo; la significacién asociada a dicho valor de F no es confiable.
Por lo tanto se realizaron comparaciones a posteri para determinar qué poblaciones difieren
entre si para dicho caracter en cada sexo. Estos andlisis no revelaron resultados significativos.
Asimismo, dado que el factor linea fue altamente significativo para TA, y que en este modelo se
utilizan los cuadrados medios de esta fuente de variacién para calcular el valor de F del factor
poblacién; la significacién asociada a dicho valor de F no es confiable. Por lo tanto se realizaron
comparaciones a posteri para determinar qué poblaciones difieren entre si en todos los casos,
incluido TA. Los resultados de estos contrastes mostraron que existen diferencias entre las

medias correspondientes a TA sélo entre Jachal y Chilecito, que presentaron el menor y el
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mayor tamafio respectivamente, considerando el promedio de todas las poblaciones (Tablas 5.4
y 5.5). De todos modos, vale la pena mencionar que Jachal es una de las poblaciones de las que
se derivé un ntumero de lineas de sustitucion cromosémica bastante pequefio, por lo que los

valores mencionados podrian no representar adecuadamente a los reales.

Tabla 5.3: Principales resultados de los ANOVAs para los caracteres vinculados al tamafio
corporal. Se realiz6 un ANOVA con los valores de cada variable de acuerdo con un modelo con los
factores poblacién (fijo), linea (aleatorio, anidado en poblacién) y sexo (fijo). Se muestra el valor de
F y su significancia para cada fuente de variacién asi como el porcentaje de la varianza explicado
por cada fuente de variacion aleatoria entre paréntesis.

Fuente de variacion DO AC LT TA
Poblacion 2,50* 2,70* 2,21* 0,31
Linea 4,15%** (9) 6,00%** (15) 6,51*** (15) 6,88*** (19)
Sexo § 427 ,29%** 1346,48%** 3235,60*** 3409,05%***
Poblacién x Sexo 1,11 0,70 1,01 0,87
Linea x Sexo 1,16 1,29 1,08 1,37* (2)

DO: distancia interocular, AC: ancho de cabeza, LT: largo de térax, TA: tamafio de ala. *p<0,05;
***p<0,001. § Las hembras mostraron valores medios mayores que los machos.

Tabla 5.4: Valores medios (en unidades arbitrarias) de los
caracteres vinculado al tamafio corporal en cada poblacién.

Poblacion DO AC LT TA (x el6)
Giiemes 137,91 261,51 290,45 6,84
San Blas 140,56 262,06 293,65 6,83
Chilecito 141,18 261,08 287,06 6,89
Jachal 138,16 256,65 282,85 6,75
San Juan 141,89 261,32 290,98 6,87
Barreal 140,00 264,62 290,79 6,83
Uspallata 141,07 264,23 289,45 6,81
Lavalle 136,95 258,26 289,39 6,83
Neuquen 142,27 267,81 294,06 6,83

DO: distancia interocular, AC: ancho de cabeza, LT: largo de
torax, TA: tamafio de ala.
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Tabla 5.5: Principales resultados de las comparaciones a posteriori entre los valores medios de todas las
poblaciones para cada variable vinculada al tamafo corporal. Se muestran la parte inferior de la tabla
(resultados debajo de la diagonal) la cual, a su vez, ha sido dividida en dos (parte izquierda arriba y parte

derecha debajo).
Continta debajo —

Barreal Chilecito Giliemes Jachal

DO AC LT TA DO AC LT TA DO AC LT TA DO AC LT TA

Chilecito
Giiemes il *
]échal ®k%k ®k% * *% * ®%%
LaValle * *%% *k% * *%
San Blas *%% *% *% *%%
San Juan * * * o kRE
Neuquen *%k% *%k%k *%k% *%k% * *% *%k% *%k%
Uspallata *k Fhk o kk
— Continuacién de la tabla

Lavalle San Blas San Juan Neuquen

DO AC LT TA DO AC LT TA DO AC LT TA DO AC LT TA

Chilecito
Giliemes
Jachal
Lavalle

San Blas *k% k% *%

San Juan ok

Neuquen Lo *k% *% *k% *k%

Uspallata k% *h%x * * *%

DO: distancia interocular, AC: ancho de cabeza, LT: largo de térax, TA: tamafio de ala. *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001.

En relacion con los demas caracteres (DO, AC y LT), la observacion de los valores
medios permiti6 notar que Neuquen y Jachal fueron las poblaciones que generalmente
presentaron los valores medios mayores y menores respectivamente (Tabla 5.4). Los resultados
de los contrastes mostraron que Barreal es la poblaciéon que presenté un menor nimero de
diferencias significativas con las demds poblaciones considerando todos los caracteres
vinculados al tamafo corporal, y estas diferencias involucran sélo a Jachal y a Lavalle (Tabla

5.5). Asimismo, las comparaciones revelaron que Jachal es la poblacién que present6 un mayor
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numero de diferencias significativas con las demas poblaciones y, junto a Lavalle, son las tnicas
poblaciones que difirieron significativamente de todas las demds respecto de algtin caracter
(Tabla 5.5). En este caso se debe destacar que Barreal, igual que Jachal, es una de las poblaciones
de las que se derivé un nimero de lineas de sustitucién cromosémica bastante pequefo. Por lo
tanto, los resultados relacionados con esas poblaciones en particular podrian variar de manera
importante si dicho nimero se incrementara.

Los principales resultados de los ANOVAs realizados con los datos de cada caracter
vinculado al tamafio corporal en cada poblacién, a fin de estudiar las fuentes de variacion
genéticas en cada una de ellas, se muestran en la Tabla 5.6. Los anélisis revelaron que existen
diferencias significativas entre los valores correspondientes a machos y a hembras en todos los
casos (Tabla 5.6). Sin embargo, las fuentes de variacién genéticas no mostraron resultados
significativos en todos los casos (Tabla 5.6). Por un lado, Chilecito fue la tinica poblacién que
present6 variabilidad genética para todos los caracteres vinculados al tamafo corporal y dicha
fuente de variacién explicé entre un 18% (LT) y un 25% (TA) de la varianza fenotipica total
(Tabla 5.6). Por otro lado, Jachal y San Juan son las tnicas poblaciones que no mostraron
resultados significativos para el factor genético en ningtn caso, tras haber aplicado la correcciéon

de Bonferroni (Tabla 5.6).
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Tabla 5.6: Principales resultados de los ANOVAs para los caracteres vinculados al tamarfio corporal analizados en cada poblacién por separado. Se realizé un
ANOVA con los valores de cada variable de acuerdo con un modelo con los factores linea (aleatorio) y sexo (fijo). Se muestra el valor de F y su significancia para
cada fuente de variacién asi como el porcentaje de la varianza explicado por cada fuente de variacién aleatoria entre paréntesis.

Barreal Chilecito Giiemes Jachal Lavalle Neuquen San Blas San Juan Uspallata
DO
Linea 3,37 5,60** (19) 2,46 6,80 2,74 3,85* (12) 5,15* (9) 0,08 7,93* (10)
Sexo 28,75* 57,56*** 64,80*** 155,38** 56,22%** 64,61*** 76,24%** 20,43* 110,28***
Linea x Sexo 0,93 1,61 1,04 0,40 0,96 1,56 0,84 1,28 0,62
AC
Linea 15,92* (13)  8,32*** (24) 6,96** (15) 33,60* (18)§  21,90*** (16) 1,84 5,87* (16) 0,19 12,48** (22)
Sexo 474,40%** 177,70%** 284,66*** 449,33** 530,95*** 103,17%** 158,01*** 44,37* 346,61***
Linea x Sexo 0,42 1,36 1,07 0,282 0,31 2,13* (6)§ 1,44 2,82 0,93
LT
Linea 18,55* (15)  7,56*** (18)  16,99*** (27) 8,51 13,27** (16) 4,32* (11) 3,75* (8)§ 0,31 6,63* (12)§
Sexo 1015,91*** 596,46*** 756,79*** 412,60** 668,27*** 373,16*** 396,19*** 38,51* 614,29%**
Linea x Sexo 0,40 1,03 0,86 0,53 0,54 1,18 1,13 4,23* (14) 0,88
TA
Linea 20,74* (21)  8,47*** (25) 4,68* (9) 2,25 6,96* (15) 11,55%* (31)  8,00** (18) 1,65 6,47* (15)§
Sexo 852,80*** 388,72%** 621,03*** 118,83** 753,75%** 990,65*** 545,99*** 78,72*% 904,18***
Linea x Sexo 0,55 1,39 0,97 3,44* (10)§ 1,05 1,37 1,08 4,38* (13) 1,20

DO: distancia interocular, AC: ancho de cabeza, LT: largo de térax, TA: tamafio de ala. *p<0,05; ***p<0,01; ***p<0,001. § No significativo tras aplicar la correccién de

Bonferroni.
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En cambio, el factor linea fue significativo para todos los caracteres excepto DO en
Barreal, Giiemes y Lavalle; donde explicé entre un 9% (TA en Giiemes) y un 27% (LT en
Giiemes) de la varianza fenotipica total (Tabla 5.6). Neuquen presenté variabilidad genética
para todos los caracteres excepto AC y San Blas lo hizo para todos menos LT (Tabla 5.6). En
estos casos, la fuente de variacion genética explicé entre un 9% (DO en San Blas) y un 31% (TA
en Neuquen) de la varianza fenotipica total (Tabla 5.6). Finalmente, el factor linea fue
significativo s6lo para DO y AC en Uspallata, explicando el 10% y el 22% respectivamente
(Tabla 5.6).

La interaccién entre la linea y el sexo fue significativa tnicamente en San Juan, tras haber
aplicado la correcciéon de Bonferroni (Table 5.6). Esta poblacién, que no mostré resultados
significativos para el factor linea en ninguin caso, presenté una interacciéon significativa s6lo
para LT y TA, explicando el 13% y el 14% respectivamente (Table 5.6). En estos casos, se evalud
el efecto del factor linea en cada sexo por separado y se determind que sélo las hembras
presentaron variabilidad genética para ambos caracteres. Sin embargo, el factor linea continué
siendo significativo tinicamente en el caso de TA, tras aplicar la correccién de Bonferroni; y
explic6 el 32% de la variacion fenotipica total.

Vale la pena recordar que la tnica poblaciéon que mostré la existencia de variabilidad
genética para todos los caracteres vinculados al tamafio corporal, Chilecito, es aquella en la que
se estudié un namero mayor de lineas (Tablas 5.1 y 5.6). Asimismo, las poblaciones en las que el
factor linea mostroé resultados negativos para todos los caracteres, Jachal y San Juan, son las que
presentan el menor ntimero de lineas (Tablas 5.1 y 5.6). Quizas esto guarda alguna relacién con
el hecho de que una de ellas (San Juan) es la tGnica que mostré resultados significativos para la
interaccién en algunos casos. El resto de las poblaciones mostraron la existencia de variabilidad
genética mayormente para tres caracteres y presentan una cantidad intermedia de lineas (Tablas

5.1y 5.6).

Analisis de regresion

Se realiz6é un andlisis de regresion multiple Forward stepwise entre los valores de cada
uno de los caracteres de tamafio corporal en cada sexo y las variables independientes latitud y
altitud para saber si estas variables pueden explicar, aunque sea parcialmente, la variaciéon
fenotipica observada. Los resultados de estos andlisis revelaron que DO y AC aumentan con la
latitud en las hembras, mientras que, en los machos, AC es el cardcter que se incrementa con
este factor (Tabla 5.7). Asimismo, los resultados mostraron que LT disminuye con la altitud en
los machos. Si bien la relacién lineal entre los caracteres mencionados y las variables

independientes explicé un porcentaje bajo (entre el 6% y el 8% en las hembras y entre el 12% y
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el 13% en los machos) de la varianza fenotipica total observada (Tabla 5.7); se debe recordar
que la varianza fenotipica se debe principalmente a factores genéticos presentes en el

cromosoma 2.

Tabla 5.7: Principales resultados de los analisis de regresion multiple Forward stepwise entre
los valores de cada uno de los caracteres de tamafio corporal en cada sexo y las variables
independientes latitud y altitud. Se muestran los valores de Beta, t y su significancia para la
variable independiente que hizo un aporte significativo a la regresién (entre paréntesis) asi
como el valor de R? de la misma. Todos los anélisis se realizaron utilizando el valor medio de
cada linea para cada caracter y sexo.

Hembras Machos
Caracter Beta t R2 Beta t R?
DO 0,29 (L) 2,41* 0,08 0,23 1,86 0,05
AC 0,25 (L) 2,09* 0,06 0,36 (L) 3,05%* 0,13
LT 0,14 1,13 0,02 -0,27 (A) -2,21* 0,13

TA - - - - - -

DO: distancia interocular, AC: ancho de cabeza, LT: largo de térax, TA: tamafio de ala.
*p<0,05; **p<0,01. L: aporte significativo de la latitud, A: aporte significativo de la altitud. “-
“: Ninguna variable independiente ingres6 en el modelo de regresion.

Los andlisis de regresiéon considerando las diferentes transformaciones no lineales de
cada uno de los caracteres de tamafio corporal generaron resultados similares a los
mencionados anteriormente (resultados no mostrados). Por un lado, en el caso de DO y AC en
las hembras, los resultados de los analisis de todas las variables fueron significativos para la
latitud. En el primer caso, los valores de Beta estuvieron entre 0,25 y 0,27 (excepto para 1/DO,
en el que fue de -0,24) y la regresién explicé entre un 8% y un 9% de la variacién fenotipica
total. En el caso de AC, los valores de Beta estuvieron entre 0,29 y 0,30 (excepto para 1/AC, en
el que fue de -0,28) y la regresion explic6 entre un 6% y un 7% de la variacion fenotipica total.
En el caso de AC en los machos, los resultados de los andlisis de todas las variables fueron
significativos para la latitud; los valores de Beta estuvieron entre 0,36 y 0,37 (excepto para
1/AC, en el que fue de -0,35) y la regresion explic6 entre un 12% y un 14% de la variacion
fenotipica total. Finalmente, en el caso de LT en los machos, los resultados de los andlisis de
todas las variables fueron significativos para la altitud; los valores de Beta estuvieron entre -
0,27 y -0,28 (excepto para 1/LT, en el que fue de 0,27) y la regresion explicé entre un 13% y un

14% de la variacion fenotipica total.
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Identificacién de las lineas con fenotipos mas extremos

Para identificar las lineas con los valores més extremos en cada caso, se ordenaron los
valores medios de las lineas para cada caracter y sexo por separado. Las diez lineas que ocupan
cada extremo de ese ordenamiento para cada cardcter se muestran en la Tabla 5.8 para las
hembras y en la Tabla 5.9 para los machos.

A continuacién, se buscaron lineas en comun entre machos y hembras en esas listas de
lineas mas extremas para cada carécter y, de entre estas lineas, se seleccionaron aquellas que
mostraron valores extremos para més de un cardcter simultdneamente. De este modo se
identificaron las lineas que presentaron efectos mds pleiotropicos considerando todos los
caracteres en ambos sexos (Tabla 5.10). Esta seleccion permitié escoger, posteriormente, las
lineas a ser utilizadas en la tercer y ultima etapa experimental de esta tesis en la que se
realizaron pruebas de complementacién genética entre estas lineas y lineas BDGP con el
objetivo de determinar la existencia de genes de caracteres cuantitativos o QTGs (por su sigla en
ingles Quantitative Trait Genes) que serian los responsables de la variabilidad observada en las

poblaciones naturales para los caracteres vinculados al tamafio corporal (ver el Capitulo 7).
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Tabla 5.8: Lineas que mostraron el aumento o la disminucién mas extrema para cada caracter
vinculado al tamafio corporal en hembras. Para cada caracter se indica, a la izquierda, el nombre de la
poblacion seguido del ndmero de la linea dentro de la poblacién respectiva y, a la derecha, la media
de la linea correspondiente (en unidades arbitrarias).

Linea DO Linea AC Linea LT Linea TA (x el¢)
Valores mayores

Neuquen-58 161,30 Neuquen-58 289,94 Neuquen-58 323,44  Chilecito-47 813
Chilecito-38 155,76  San Blas-29 283,65 San Blas-29 322,96  Chilecito-38 7,86
Neuquen-25 151,81 Neuquen-25 283,54 Lavalle-32 320,09 SanBlas-29 764
Uspallata-6 151,38  Giiemes-269 283,45  Chilecito-38 319,19 San Juan-16 759
Neuquen-39 150,46  Chilecito-38 283,22  Giiemes-286 317,81  Chilecito-3 7,56
San Blas-29 150,01 Neuquen-39 282,57 Neuquen-5 317,21 SanBlas-7 755
Neuquen-36 149,92 Neuquen-5 280,17 SanBlas-17 317,10 Lavalle-15 755
Chilecito-3 149,33  Uspallata-6 279,91 Uspallata-6 316,68 San Blas-17 7,50
Chilecito-48 149,28 Neuquen-11 279,87 San Blas-7 316,37 Giiemes-269 748
Chilecito-25 148,37 SanBlas-17 279,85 Giiemes-269 315,82 Neuquen-5 747
Valores menores

Chilecito-1 140,21 Giiemes-251 264,85 Jachal-25 300,69 Jachal-5 7,09
Chilecito-24 138,95 Giiemes-24 264,49 Giliemes-289 298,91 Giiemes-15 7,09
Chilecito-29 140,73 SanBlas-42 263,67 Chilecito-47 297,99  Chilecito-29 7,08
Giiemes-251 136,57  Chilecito-21 263,66  Chilecito-24 297,21 Neuquen-52 7,07
Giiemes-281 139,80 San Blas-44 263,01 Jachal-5 296,26  Lavalle-12 706
Lavalle-12 136,61 Lavalle-25 262,88  Chilecito-29 295,32 Neuquen-18 7,06
Lavalle-32 139,64 Jachal-5 261,08 Lavalle-12 294,47 Giiemes-24 7,04
Lavalle-6 138,35 Lavalle-12 260,88 Neuquen-18 294,36 Neuquen-36 7,00
Neuquen-18 137,47  Chilecito-24 257,78 Gtiemes-15 288,65  Chilecito-30 6,99
San Blas-44 137,54  Chilecito-47 242,83  Chilecito-21 287,23  Chilecito-21 6,76

DO: distancia interocular, AC: ancho de cabeza, LT: largo de térax, TA: tamario de ala.
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Tabla 5.9: Lineas que mostraron el aumento o la disminucién més extrema para cada cardcter vinculado
al tamano corporal en machos. Para cada caracter se indica, a la izquierda, el nombre de la poblacién
seguido del nimero de la linea dentro de la poblacién respectiva y, a la derecha, la media de la linea
correspondiente (en unidades arbitrarias).

Linea DO Linea AC Linea LT Linea TA (x el¢)
Valores mayores

Chilecito-21 146,48 Neuquen-25 264,98 Neuquen-58 287,44  Chilecito-38 6,77
Neuquen-58 145,85 Neuquen-58 263,68 Neuquen-5 286,91 Lavalle-32 6,62
Chilecito-38 145,62 Giiemes-269 260,65 Lavalle-32 283,31 San Blas-29 6,62
Guiemes-269 142,34  Uspallata-22 259,60 Giliemes-286 282,10  San Blas-7 6,61
Barreal-18 141,51 Neuquen-11 259,28  San Blas-42 281,58 Neuquen-35 6,57
San Blas-7 140,83 Neuquen-22 259,27 Neuquen-35 281,52  Giiemes-269 6,56
Uspallata-6 140,72  Neuquen-35 259,25  Giiemes-209 279,48  Barreal-37 6,53
San Blas-45 140,57  San Blas-7 259,17 SanBlas-45 279,39 Neuquen-5 6,52
Chilecito-14 140,35  Barreal-37 258,71  San Blas-29 278,78  Giiemes-251 6,52
Chilecito-34 139,97  Uspallata-6 257,99  Guiemes-269 278,64  Chilecito-1 6,52
Valores menores

Lavalle-25 131,77 Giiemes-238 245,01 Giiemes-24 265,19 San Blas-44 6,25
Jachal-25 131,67 San Blas-42 244,82  Lavalle-12 265,11 Uspallata-17 6,25
San Blas-47 131,54 San Blas-44 243,89  Chilecito-21 263,67 Giiemes-24 6,24
Jachal-5 131,05 SanJuan-16 243,46  Chilecito-29 262,94  Lavalle-12 6,23
Guiemes-24 130,77  Chilecito-29 242,88  Uspallata-10 262,45 Neuquen-36 6,23
Giiemes-238 129,39  Lavalle-25 24212  Giiemes-15 261,82  Chilecito-29 6,21
Chilecito-29 128,84  Lavalle-12 241,64  Chilecito-24 261,55  Jachal-5 6,18
Chilecito-30 127,92  Jachal-5 240,27  Jachal-5 260,41  Chilecito-24 6,15
Lavalle-6 127,54  Chilecito-47 240,20  Chilecito-30 258,08 Neuquen-52 6,13
Chilecito-47 126,63  Chilecito-24 238,97  Chilecito-47 252,08  Chilecito-30 5,98

DO: distancia interocular, AC: ancho de cabeza, LT: largo de térax, TA: tamafio de ala.
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Tabla 5.10: Lineas que mostraron el aumento o la disminucién mas extrema para mas
de un cardcter vinculado al tamafio corporal en ambos sexos considerando las
primeras y las dltimas 10 de la lista de lineas ordenadas por el valor medio de cada
caracter. Para cada cardcter se indica, a la izquierda, el nombre de la poblacién
seguido del ntiimero de la linea dentro de la poblacién respectiva y, a la derecha, los
caracteres que presentaron dichos valores extremos en ambos sexos.

Valores medios mayores Valores medios menores

Linea Caracteres Linea Caracteres
Chilecito-38 DO, TA Chilecito-24 AC, LT
Giiemes-269 AC,LT, TA Chilecito-29 DO, LT, TA
Neuquen-5 LT, TA Chilecito-47 AC, LT
Neuquen-58 DO, AC, LT Jachal-5 AC, LT, TA
San Blas-29 LT, TA Lavalle-12 AC, LT, TA
Uspallata-6 DO, AC

DO: distancia interocular, AC: ancho de cabeza, LT: largo de térax, TA: tamafio de
ala.

Discusion

Se realiz6 un analisis genético-cuantitativo utilizando lineas de D. melanogaster derivadas
de poblaciones naturales de Argentina para cada uno de los siguientes caracteres: distancia
interocular (DO), ancho de la cabeza (AC), largo del térax (LT) y tamafio del ala (TA). En esta
parte de la tesis se utilizaron lineas homocigotas para el cromosoma 2 proveniente de la
naturaleza en un fondo genético isogénico. Este estudio permiti6 analizar la porcion de la
varianza total de cada caracter explicada por factores genéticos asociados al cromosoma 2
considerando, ademas, el efecto del sexo y de la poblacién de origen. Finalmente, se pudo
determinar que los resultados estdn parcialmente de acuerdo con la hipétesis de adaptacion
térmica asociada a gradientes geograficos para algunos de los caracteres analizados. Estos
resultados son discutidos en el marco de los antecedentes acerca de las clinas relacionadas con

el tamafio corporal en Drosophila.

Analisis de correlacién genética

La correlacién genética entre cada par de variables fue positiva y altamente significativa
en ambos sexos excepto para AC-TA en las hembras. El porcentaje de la varianza total explicado
por la correlacion vario entre el 11% y el 49% en hembras y entre el 16% y el 45% en machos y se
debe principalmente a factores genéticos presentes en el cromosoma 2. El ordenamiento de los

pares de variables de acuerdo a dichos porcentajes es similar en ambos sexos siendo los
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coeficientes de determinacion de las correlaciones entre AC y LT, por un lado y AC y DO por el
otro, los dos més altos. En términos generales, estos resultados difieren de los obtenidos para
las lineas BDGP (Capitulo 2), particularmente en relacién con la correlacién entre los caracteres
vinculados a la cabeza. El coeficiente de determinacién correspondiente a la correlacién entre
DO y AC en el caso de las lineas BDGP fue uno de los tltimos, mientras que en el caso de las
lineas derivadas de la naturaleza ocupa los primeros lugares. La correlaciéon genética entre los
sexos para cada variable fue positiva y altamente significativa en todos los casos y el porcentaje
de la varianza total explicado por la correlacién estuvo entre el 38% y el 58% y, nuevamente, se
debe a factores genéticos asociados al cromosoma 2. Cada uno de estos caracteres mostré una
correlaciéon mayor entre sexos que con ningin otro caracter dentro del mismo sexo excepto DO,
que present6 una correlaciéon mejor sélo con AC en ambos sexos. En este caso también se
pueden observar diferencias comparativamente con los resultados vinculados a las lineas BDGP
(Capitulo 2) ya que, en ese caso, s6lo DO y TA mostraron una correlacion mayor entre sexos que
con ningun otro cardcter dentro del mismo sexo porque las correlaciones entre sexos para AC y
LT no fueron significativas.

Al considerar las correlaciones significativas tanto para las lineas derivadas de la
naturaleza como para las BDGPs, se puede ver que sélo una correlaciéon (DO-LT en hembras)
explicé el mismo porcentaje de la variacion fenotipica total en ambos casos. Por un lado, siete
correlaciones explicaron un porcentaje mayor de la variacién fenotipica total en las lineas
derivadas de la naturaleza (DO entre sexos, DO-AC y DO-TA en ambos sexos, AC-LT en las
hembras y LT-TA en los machos); siendo la diferencia superior al 10% en cinco de esos casos
(DO entre sexos, DO-AC en ambos sexos, DO-TA en machos y AC-LT en las hembras). Por otro
lado, cinco correlaciones explicaron un porcentaje mayor de la variacién fenotipica total en las
lineas BDGP (TA entre sexos, LT-TA en las hembras y DO-LT, AC-LT y AC-TA en los machos),
siendo la diferencia superior al 10% sé6lo en un caso (AC-LT en los machos). En general, la
comparaciéon de los resultados de los andlisis de correlacion de ambos capitulos permite
concluir que el porcentaje de la variacion total explicado por la correlacién fue mayor en el caso
de las lineas derivadas de la naturaleza para el cromosoma 2 que en el de las BDGPs en la
mayoria de los casos. Por lo tanto, los resultados de las correlaciones realizadas con las lineas
derivadas de poblaciones naturales son mds consistentes con los provenientes de estudios
previos (Cowley & Atchley, 1988, 1990; De Moed et al., 1997; Scheiner et al., 1991) que los
concernientes a las BDGPs (ver el Capitulo 2 para mas detalles). Es mas, los resultados
comentados anteriormente dan un mayor apoyo a la hipétesis de que caracteres derivados del
mismo disco imaginal estdin mejor correlacionados entre si que aquellos que provienen de

precursores diferentes como fue discutido con anterioridad (Capitulos 1y 2; Cowley & Atchley,
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1990). Esto se debe a que tanto las correlaciones entre los caracteres derivados del disco 6culo-
antenal (los caracteres de la cabeza) como las de aquellos provenientes del disco alar (los
caracteres de térax y ala) estuvieron entre las tres mejores en ambos sexos. Sin embargo, estos
resultados difieren con respecto a los del estudio de Cowley y Atchley (1990) en que estos
autores encontraron diferencias entre los sexos que adjudicaron a un efecto significativo del
cromosoma X. Finalmente, todos lo caracteres mostraron un muy buena correlaciéon entre sexos,
lo que sugiere que el dimorfismo sexual en la arquitectura genética de los caracteres de tamafio
corporal no es tan marcado en las lineas derivadas de poblaciones naturales en comparacion

con las lineas mutantes.

Analisis genético-cuantitativo

Los anadlisis genético-cuantitativos revelaron la existencia de una importante variacion
genética intrapoblacional para todos los caracteres estudiados. Particularmente, los resultados
de los anélisis generales mostraron que los factores genéticos juntos explicaron entre un 9% y
un 20% de la varianza fenotipica total. Sin embargo, cuando se analizaron las poblaciones en
forma separada, los resultados presentaron valores que alcanzaron el 31%. Dado que los valores
extremos pertenecen a poblaciones que se encuentran entre las que presentan la mayor cantidad
de lineas; esto muestra que, en general, pueden existir diferencias importantes en relaciéon a la
variabilidad genética asociada a los caracteres vinculados al tamafio corporal entre las
poblaciones naturales.

Si los factores genéticos que contribuyen a la expresion del tamafio corporal se
distribuyeran aleatoriamente en el genoma, se esperaria que la varianza fenotipica total
explicada por cada cromosoma fuera proporcional a la informacién genética contenida en cada
uno de ellos. Dado que el cromosoma 2 constituye aproximadamente el 40% del genoma de D.
melanogaster (Flybase), los factores genéticos en el caso de las lineas derivadas de la naturaleza
no deberian explicar un porcentaje superior a ese. Si bien los valores en cuestion nunca
superaron el 40%, a menudo se encontraron muy por debajo del mismo. Esto puede tener que
ver con el hecho de que los caracteres vinculados al tamafio corporal analizados tienen un cierto
error de medicion asociado el cual, en combinacién con la varianza interindividual, podria
reducir en gran medida la proporcion de la varianza fenotipica explicada por los componentes
genéticos. En el Capitulo 2 se menciond, ademas, al fondo genético de las lineas BDGP como
otro factor que podria haber colaborado en la reduccién del porcentaje de la varianza fenotipica
total explicado por los componentes genéticos para cada uno de los caracteres estudiados.

Los resultados también mostraron que las hembras son mas grandes que los machos

para todos lo caracteres vinculados al tamafio corporal. Si bien este resultado no sorprende,
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debido a que el dimorfismo sexual para el tamafio corporal ha sido ampliamente documentado
en Drosophila (por ejemplo, Cowley & Atchely, 1988 y referencias), se debe resaltar que las
diferencias se deben a factores genéticos presentes en el cromosoma 2. Asimismo, los andlisis
revelaron que las poblaciones presentan diferencias entre ellas para los caracteres que se
pueden explicar por variantes genéticas presentes en el cromosoma 2. En general, las
comparaciones entre las poblaciones mostraron que todas difirieron significativamente de
alguna otra con respecto a algtn caracter. Estos resultados estan de acuerdo con los estudios
previos, que encontraron una gran cantidad de variacién genética para otros estimadores del
tamafio corporal tanto dentro como entre poblaciones de D. melanogaster provenientes de
gradientes latitudinales de distintas partes del mundo (por ejemplo, Capy et al., 1993; 1994;
Coyne & Beecham, 1987; James et al., 1995; Long & Singh, 1995; van’t Land et al., 1999; ver mas
abajo).

Analisis de regresién

Los anélisis de regresion revelaron que ambos caracteres vinculados a la cabeza
aumentan con la latitud en las hembras; mientras que, en los machos, tinicamente AC se
incrementa con este factor. Estos resultados estan parcialmente de acuerdo con varios estudios
previos que encontraron clinas latitudinales para el tamafio corporal de D. melanogaster en
distintas regiones del mundo (por ejemplo, Capy et al., 1993; Imasheva et al., 1994; James et al.,
1995; Long & Singh, 1995; van’t Land et al., 1999). Este patrén ha sido encontrado en todos los
continentes a pesar de que los distintos trabajos han estimado el tamafio corporal de manera
diferente. De hecho, la mayoria de ellos ha analizado el &rea del ala (por ejemplo, Gilchrist &
Partridge et al., 1999; Gockel et al., 2001; 2002) y el largo de este 6érgano (por ejemplo, Coyne &
Beecham, 1987; Imasheva et al., 1994) y, en menor medida, el largo del térax (por ejemplo, James
et al., 1995). Sin embargo, algunos estudios han utilizado otros estimadores como el largo del
fémur (por ejemplo, Folguera, 2007), la distancia entre los ojos (Long & Singh, 1995) y el peso
corporal (Capy et al., 1993). Este detalle no es menor dado que, como se ha discutido
reiteradamente a lo largo de esta tesis, las relaciones entre los distintos caracteres y el tamafio
corporal son alométricas. Sin ir més lejos, los anélisis de correlacion discutidos anteriormente en
este Capitulo mostraron que los caracteres estdn directamente relacionados entre si aunque no
de manera perfecta. Es mas, los andlisis de regresiéon mostraron que sélo los caracteres
derivados del disco 6culo-antenal presentaron una relacién positiva con la latitud. Estos
resultados son sumamente interesantes dado que LT y TA, dos caracteres para los que se han
encontrado clinas latitudinales (suponiendo que el estimador del tamano del ala utilizado en

este trabajo se encuentra estrechamente asociado a los que han sido analizados anteriormente)

178



no mostraron ese patrén mientras que, de los caracteres que lo hicieron (DO y AC), sélo uno
habia sido estudiado con anterioridad (ver més arriba; Long & Singh, 1995). Cabe la posibilidad
que las diferencias con trabajos previos se deban, aunque sea parcialmente, a que las lineas sélo
difieren en relacion al cromosoma 2 que poseen.

Dadas las diferencias entre los analisis hechos en este capitulo y los correspondientes a
los trabajos previos (no soélo en relaciéon con la base genética de las lineas empleadas sino
también con respecto a los caracteres estudiados, las condiciones de cria de las moscas, el tipo
de anélisis hecho y el sexo considerado en los anélisis) s6lo se pueden comparar los resultados
de ambos grupos de manera general. Por un lado, el porcentaje de la varianza fenotipica total
explicado por las regresion en los distintos casos informados fue, en general, mayor a los
obtenidos en este estudio (8% para DO en las hembras; 6% y 13% para AC en hembras y machos
respectivamente). Por otro lado, el valor de la pendiente de la regresiéon varié bastante entre los
distintos casos pero fue generalmente superior a los obtenidos en este estudio (0,29 para DO en
las hembras; 0,25 y 0,36 para AC en hembras y machos respectivamente). Una vez mds, estas
diferencias podrian deberse a que las lineas estudiadas sélo difieren en relacion a la informacién
genética asociada al cromosoma 2.

James y colaboradores (1995) y van’t Land y colaboradores (1999) encontraron clinas
latitudinales para el tamafio corporal de D. melanogaster en Australia y Sudameérica
respectivamente. En ambas investigaciones se encontré6 que no existia una relacién entre el
tiempo de desarrollo y el tamafio corporal (James et al., 1995; van’t Land et al., 1999). De
acuerdo con estos antecedentes, no se ha encontrado una relacién significativa entre el tiempo
de desarrollo de las lineas derivadas de la naturaleza empleadas en este trabajo y la latitud
(Mensch et al., 2008). Por lo tanto, el blanco de la selecciéon natural podria ser otro caracter
correlacionado con el tamafio corporal como la eficiencia de crecimiento (Bochdanovits & de
Jong 2003a; De Moed et al., 1999; Neat et al., 1995; Robinson & Partridge, 2001). En ese sentido,
los patrones observados podrian ser explicados por una asociacién con la inversion In(2L)t, que
ha mostrado un aumento en frecuencia hacia el ecuador (Knibb et al., 1981; 1982). Sin embargo,
van’t Land y colaboradores (1999) no encontraron una relacién significativa entre el tamafio
corporal y la frecuencia de dicha inversién en las poblaciones de la costa oeste de América del
Sur. Asimismo, un estudio previo no habia encontrado una clina latitudinal para la frecuencia
de la inversiéon de interés en un conjunto més grande de poblaciones (van’t Land, 1997). Esto
llevé a realizar un analisis cromosémico de cada una de las lineas derivadas de la naturaleza
con el fin de establecer la existencia de inversiones para el cromosoma 2 y, en el caso de
hallarlas, estudiar su relacion con la latitud. Los resultados de estudio mostraron que casi todas

las lineas presentan el arreglo estdandar del cromosoma 2, de lo que se deduce que no puede
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existir una relacion significativa con ningtin gradiente ambiental (resultados no mostrados). Por
lo tanto, las clinas observadas para algunos estimadores del tamafio corporal en este trabajo no
puedan ser explicadas por una clina en alguna inversién del cromosoma 2, lo cual es consistente
con los resultados mencionados anteriormente (van’t Land, 1997; van’t Land et al., 1999).

Ademas, los analisis de las lineas derivadas de la naturaleza revelaron la existencia de
una clina altitudinal que puede ser explicada por factores genéticos asociados al cromosoma 2.
Particularmente, los resultados mostraron que LT disminuye con la altitud en los machos,
siendo los valores de la pendiente y del porcentaje de la varianza fenotipica total explicado por
la regresion similares a los de las clinas latitudinales (Beta= -0,27; R2=13%). Si bien los estudios
correspondientes a gradientes altitudinales no son tan numerosos como los asociados a
gradientes latitudinales, se han analizado distintos caracteres en poblaciones de diferentes
especies de Drosophila provenientes de distintas alturas (por ejemplo, Bitner-Mathé et al., 1995;
Dahlgaard et al., 2001; Dobzhansky, 1948; Etges, 1989; Folguera, 2007; Folguera et al., 2008;
Hammond et al., 2001; Louis et al., 1982; Munjal et al., 1997; Norry et al., 2001; Sambucetti et al.,
2006; Serensen et al., 2005; Stalker & Carson, 1948). En general, los resultados de estos trabajos
han sido consistentes con la idea de que la temperatura es uno de los principales factores
selectivos que da cuenta de los patrones de variacion de distintos caracteres en la naturaleza.
Particularmente, cuatro de ellos guardan cierta relacién con este estudio. Por un lado, Bitner-
Mathé y colaboradores (1995) encontraron una clina latitudinal para el tamafio corporal en D.
mediopunctata, con un aporte significativo a la variacion encontrada proveniente de inversiones
del cromosoma 2. Aunque aparentemente no existen estudios similares previos en D.
melanogaster; en base a lo mencionado anteriormente se puede decir que la clina altitudinal
hallada en este trabajo no puede ser explicada por una clina en una inversién asociada al
cromosoma 2. Por otro lado, Sambucetti y colaboradores (2006) encontraron una relacién
negativa entre el largo del térax de los machos y la altitud en poblaciones de D. buzzatii
correspondientes a un extenso gradiente altitudinal. Finalmente, Louis y colaboradores (1982)
encontraron un aumento del largo del ala con la altitud mientras que Folguera (2007) encontré
un aumento de un carécter vinculado al tamafio corporal (largo del fémur) y una disminucién
de otros (largo proximal, largo distal y ancho del ala) con la altitud; habiéndose realizado
ambos estudios en D. melanogaster.

Los resultados que mostraron relaciones positivas con la altitud son consistentes con la
nocién de adaptacion térmica ya que, al igual que en las clinas latitudinales, el tamafio corporal
aumenta a medida que disminuye la temperatura. Sin embargo, los resultados del trabajo de
Folguera (2007) vinculados al ala, al igual que los de Sambucetti y colaboradores (2006) y los de

las lineas de sustitucién cromosémica, no estarian de acuerdo con dicha idea. Cabe aclarar que
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dos de los caracteres relacionados con el ala (largo distal y ancho del ala) también mostraron
una relacion negativa con la latitud (al igual que el largo del fémur; Folguera, 2007). Estos
resultados son interesantes dado que la mayoria de las poblaciones de D. melanogaster utilizadas
en ese trabajo (todas excepto Giiemes y Neuquen; es decir, las poblaciones de los extremos del
gradiente latitudinal) han sido empleadas para generar las lineas de sustituciéon cromosémica
analizadas en este estudio. Asimismo, estos resultados reflejan la complejidad de la arquitectura
genética del tamafio corporal y de su relacién con los gradientes geograficos. En particular, la
asociacion positiva entre la amplitud térmica y la altitud ha llevado a algunos autores a estudiar
su efecto en relacion con la variacién de distintos caracteres y a mencionarlo como un factor que
podria dar cuenta de los patrones observados (Folguera, 2007; Folguera et al., 2008; Loeschcke et
al., 1999; Pétavy et al., 2001a, b; 2004). De hecho, algunos de estos trabajos han encontrado
resultados consistentes con los de las lineas de sustitucion cromosémica al analizar los efectos
de la amplitud térmica sobre el tamafio corporal. En ese sentido se ha observado una marcada
disminucién del tamafo en individuos sometidos a tratamientos de amplitud térmica en
relacion con otros que fueron criados bajo una temperatura media similar aunque sin variacién
diaria (Folguera, 2007; Pétavy et al., 2001b; 2004).

En conclusién, generalmente se ha encontrado que las poblaciones ubicadas en regiones
de clima mas frio (es decir, de latitudes y altitudes mayores) poseen un tamafio medio mayor
que las de zonas maés calidas, pero existen excepciones a la regla. Estas irregularidades sugieren
que la adaptacion a la temperatura media sélo puede representar una explicaciéon parcial de los
patrones de variacién observados en la naturaleza. La variacion latitudinal y altitudinal en la
temperatura estd asociada con la variacién en otros factores, tanto biéticos como abidticos, y

cualquiera de ellos podria actuar como agente selectivo.

Identificacién de las lineas con fenotipos mas extremos

Por dltimo, se identificaron las lineas que presentaron los efectos mas pleiotrépicos y
extremos en ambos sexos. Esta seleccion permitié escoger, posteriormente, las lineas a ser
utilizadas en la tercer y dltima etapa experimental de esta tesis en la que se realizaron pruebas
de complementacién genética entre estas lineas y lineas BDGP con el objetivo de determinar la
existencia de QTGs que serian los responsables de la variabilidad observada en las poblaciones
naturales para los caracteres vinculados al tamafio corporal (Capitulo 7). Vale la pena resaltar
que, entre las lineas seleccionadas, hay lineas derivadas de las poblaciones de menor latitud
(Gtiemes, San Blas y Chilecito) y de las de mayor latitud (Uspallata, Lavalle y Neuquen).
Asimismo, las lineas elegidas representan bien el gradiente altitudinal estudiado, habiendo

lineas de las poblaciones pertenecientes a los extremos del mismo asi como a altitudes
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intermedias. Si bien aparentemente nadie ha llevado a cabo un estudio de las caracteristicas
mencionadas en relacién con caracteres vinculados el tamafio corporal, existen algunos
antecedentes que permitieron pensar que podia generar resultados significativos.

Por un lado, Turner y colaboradores (2008) estudiaron la expresién génica diferencial en
poblaciones de los extremos de las clinas de Australia y Norteamérica. En concordancia con lo
discutido previamente, no encontraron una expresiéon diferencial en la regiéon de la inversiéon
In(2L)t y lo adjudicaron al menor tamafio de esta clina con respecto a la de In(3R)Payne (Turner
et al., 2008). Sin embargo, sus datos indicaron que algunas partes asociadas al centrémero del
cromosoma 2 estdn muy diferenciadas entre las poblaciones de los extremos (Turner et al., 2008).
Asimismo, encontraron un patrén clinal para los 11 polimorfismos comunes del locus Or22b del
cromosoma 2 (Turner et al., 2008). Por dltimo, los andlisis revelaron que las regiones que
muestran diferencias contienen més genes de los esperados en relacién con ciertas categorias de
ontologia génica, entre los que se encuentran Cyp6al7, Cyp6a22, Cyp6a23 y Cyp6gl del
cromosoma 2 (Turner et al., 2008). Por otro lado, Calboli y colaboradores (2003) encontraron una
gran similitud entre los mapas de QTLs realizados al estudiar la variacion genética latitudinal
para el tamafo corporal en Sudamérica y Australia. Sus resultados mostraron que el brazo
derecho del cromosoma 2 presenta QTLs para el tamafio corporal (Calboli et al., 2003).
Asimismo los resultados de determinados anélisis les permitieron sugerir que esta region es
pleiotrépica o contiene QTLs estrechamente ligados con efectos predominantes en un solo
caracter (Calboli et al., 2003).

Estos resultados junto con otros mencionados anteriormente (clinas en relaciéon a la
frecuencia de determinadas enzimas, asociacién de los genes respectivos y de otros
relacionados con los caminos metabdlicos vinculados al crecimiento y la proliferacién celular
con las inversiones cromosémicas cosmopolitas; de Jong & Bochdanovits, 2003) llevaron a
pensar que algunos de los genes del cromosoma 2 vinculados a la expresion de distintos
caracteres de tamafo corporal (Capitulo 2) podrian presentar variacién natural en las
poblaciones de las que se derivaron las lineas de sustitucién cromosdémica (resultados de este
capitulo) y constituyeron el puntapié inicial en el desarrollo del trabajo que se detalla en el

Capitulo 7.
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Capitulo VI

Andlisis de la variacién de la conformacién del ala en lineas de D. melanogaster

derivadas de poblaciones naturales.

Resumen

En los insectos alados, el desempefio en el vuelo suele estar relacionado con el fitness.
Dado que estos son animales ectodérmicos, la frecuencia del aleteo (y, por lo tanto, el ascenso
medio) estd directamente relacionada con la temperatura. Asimismo, el vuelo de los insectos
estd influenciado por caracteristicas morfoldgicas. Los antecedentes sugieren que las moscas con
valores menores de wing loading o mayores de wing aspect tendrian una mayor capacidad de
ascenso a temperaturas bajas. De esta manera, se analiz6 la variacion en la conformacién del ala
y la relacion de su tamafio con el del térax en individuos de ambos sexos de 66 lineas isogénicas
en las que se ha sustituido el cromosoma 2 por uno natural, derivadas de 9 poblaciones
naturales dispuestas a lo largo de gradientes geograficos en Argentina. Los resultados sugieren
que existe abundante variabilidad genética intrapoblacional (asociada al cromosoma 2) para la
conformacién del ala, cuya proporcion seria mayor que la asociada al tamafio de este 6rgano.
Asimismo, los andlisis revelaron diferencias entre los sexos y entre las poblaciones para dicho
caracter complejo debidas a variantes genéticas presentes en el cromosoma 2. Los resultados
mostraron que la conformacion del ala varia con la latitud y, si bien el porcentaje de la variacion
fenotipica total explicado por la relacion es menor al 5%, este se debe al cromosoma 2. En ambos
sexos, las modificaciones conformacionales sugieren que el ala se elonga en la direcciéon
proximo-distal a medida que aumenta la latitud. Ademas, los andlisis revelaron que el cociente
TA/LT (estimador de la inversa del wing loading) aumenta con la altitud en los machos. Esta
relacién, que explicé alrededor del 17% de la varianza fenotipica total, se deberia a la
disminucién del tamafio del térax de los machos a medida que se incrementa la altitud. Tanto
los resultados vinculados a la conformacién del ala como los relacionados con el wing loading
son consistentes con los de estudios previos realizados tanto con poblaciones naturales de
Drosophila como con moscas criadas a distintas temperaturas. Las diferencias entre los sexos en
relacion al wing loading son discutidas en el contexto de los compromisos sexo-especificos con
otros caracteres vinculados al fitness y la existencia de otros factores que presentan diferencias

entre gradientes geogréficos y que afectan al desempefio en el vuelo como la densidad del aire.
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Introduccién

Como se ha mencionado en el Capitulo 5 el aumento del tamafio medio en las
poblaciones de Drosophila ubicadas en regiones de clima mas frio suele considerase como
evidencia de adaptaciéon térmica. Por un lado, esto se debe a que los resultados de los
experimentos de seleccion artificial en los que se ha sometido a las moscas a temperaturas altas
y bajas generalmente han mostrado patrones similares a los observados en las poblaciones de
latitudes (o altitudes) menores y mayores respectivamente. Por otro lado, esto es asi porque
distintos autores han asociado el patrén visto en ectodermos con el observado en endodermos,
el cual llevé a Bergmann a proponer la regla que lleva su nombre en 1847 (por ejemplo,
Atkinson & Sibly, 1997). La version original de la regla establecia que, en regiones de
temperaturas bajas, la seleccion favoreceria a especies de mayor tamafio con un cociente
superficie-volumen mas bajo de forma tal de disminuir la pérdida de calor. Sin embargo,
posteriormente la regla fue modificada por James (1970) de forma tal de referirse a la variacion
intraespecifica. Asimismo, las versiones mas recientes han intentado generalizar la regla a todos
los animales y reemplazar la referencia a regiones mas frias o mas calidas por mayores o
menores latitudes respectivamente (Blackburn et al., 1999). La explicacion del patréon sigue
siendo materia de discusién cuando se aplica a animales endotermos y es inapropiada para los
ectodermos, ya que estos no pueden controlar el calor corporal (Atkinson & Sibly, 1997).
Ademas de la hipétesis de la conservacion del calor se han propuesto otras entre las que estan la
de que los organismos de mayor tamafio serian mejores migrantes (por lo que podrian evitar las
condiciones extremas asociadas a los climas mas frios) y la de que los individuos més grandes
serifan més resistentes a la muerte por inanicién (Blackburn et al., 1999). Sin embargo, las
evidencias a favor de los diferentes mecanismos no son concluyentes y actualmente se discute si
uno s6lo de ellos serfa suficiente para explicar el patréon observado en diferentes grupos
(Blackburn et al., 1999).

Entre estos mecanismos existe uno que esta relacionado con el desempertio en el vuelo de
los insectos alados. Habitualmente, se considera que el desempefio en el vuelo (estudiado a
través de caracteres tales como la velocidad y duracién del vuelo, la eficiencia energética, etc.)
estd relacionado con el fitness en los insectos alados. En Diptera se ha comprobado que la
duracién del vuelo se relaciona negativamente con componentes del fitness tales como la
fecundidad de las hembras (Roff, 1977), la fertilidad de los machos (Benjamin & Bradshaw,
1994) y la resistencia a la inanicién y a la desecacién (Graves et al., 1992); supuestamente debido
a los altos costos metabdlicos (Yuval et al., 1994). En insectos pequefios como los dipteros, que
no generan suficiente calor metabodlico como para regular la temperatura corporal; la frecuencia

del aleteo se relaciona positivamente con la temperatura (por ejemplo, Curtsinger & Laurie-
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Ahlberg, 1981; Reed et al., 1942; Stevenson & Josephson 1990; Unwin & Corbet, 1984;
Yurkiewicz & Smyth, 1966a). Dado que el ascenso medio en los insectos estd directamente
relacionado con la frecuencia mencionada (Ellington, 1984c), a medida que disminuye la
temperatura también lo hace dicho ascenso. Ademads, la temperatura ambiente afecta a la
eficiencia energética del vuelo en los insectos la cual estd determinada conjuntamente por la
frecuencia del aleteo y la frecuencia de resonancia mecanica del aparato muscular asociado
(Greenewalt, 1960; Machin et al., 1962; Yurkiewicz, 1968; Yurkiewicz & Smyth 1966b). Asimismo
(v tal vez de manera mas importante en el contexto de esta tesis), hace tiempo se ha demostrado
que el vuelo de los insectos estd influenciado por caracteristicas morfolégicas como el peso
corporal, el volumen del térax, el area del ala, el wing loading (la relacién entre el peso corporal y
el area del ala), el cociente entre el tamafio del ala y el del térax (largo del ala/largo del térax,
estimador inversamente relacionado al wing loading) y el cociente entre el largo y el ancho del
ala o wing aspect (Ellington, 1984a, b, c; Reed et al., 1942; Weis-Fogh, 1973). En general, la
magnitud del ascenso generado por un tnico aleteo estaria relacionada con la velocidad del
mismo asi como con el 4rea y la conformacion del ala (Dudley, 2000). Suponiendo que la forma
del ala se mantiene constante y que el aleteo es oscilante, el ascenso medio seria proporcional al
cuadrado de la frecuencia de aleteo (Ellington, 1984c). Por lo tanto, se espera que la seleccion
que acttia sobre el desempefio en el vuelo favorezca a distintos valores de los caracteres
morfolégicos que afectan al vuelo a distintas temperaturas de forma tal de compensar el
impacto de estas en la frecuencia del aleteo.

El aumento en la relacién entre el tamafio del ala y el del térax (o la disminucién del
wing loading) ha sido propuesto reiteradamente como una adaptaciéon al vuelo en ambientes
frios para distintas especies de insectos alados en general y de Drosophila en particular (por
ejemplo, Barker & Krebs, 1995; David et al., 1994; Gilchrist & Huey, 2004; Karan et al., 1998;
Morin et al., 1999; Noach et al., 1996; Starmer & Wolf, 1989; Wolf et al., 2000). Algo similar se ha
propuesto para el wing aspect aunque menos frecuentemente (Azevedo et al., 1998; Gilchrist et
al., 2000; van’'t Land et al., 1999). De acuerdo con lo mencionado anteriormente, las moscas con
valores menores de wing loading o mayores de wing aspect tendrian una mayor capacidad de
ascenso a temperaturas bajas (Ellington, 1984c). En ese sentido, Stalker (1980) estudio un indice
relacionado con los anteriores (directamente proporcional a la inversa del wing loading y al wing
aspect) en D. melanogaster y mostré que las moscas que podian volar a temperaturas mas bajas
presentaban un valor mayor del indice en comparacion con las que podian volar a temperaturas
mas altas pero que estos individuos no diferian en el tamafio del térax.

Por un lado, distintos estudios experimentales llevados a cabo en Drosophila

demostraron que el wing loading aumenta con la temperatura (por ejemplo, Azevedo et al., 1998;
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Barker & Krebs, 1995; Bitner-Mathé & Kaczko, 1999; David et al., 1994; de Moed et al., 1997;
Gilchrist & Huey, 2004; Loeschcke et al., 1999; Morin et al., 1999; Noach et al., 1996; Pétavy et al.,
1997; Scheiner et al., 1991, Thomas & Barker, 1993). Asimismo, los resultados de los pocos
trabajos que han analizado el wing aspect o los caracteres que lo componen han demostrado que
dicho indice disminuye con el aumento de la temperatura (Azevedo et al., 1998; Sokoloff, 1966;
Stalker & Carson, 1949). Por otro lado, la comparacién entre diferentes especies de Drosophila
(Reed, 1942) y lineas de D. melanogaster de distintas regiones geogréficas (Barnes & Laurie-
Ahlberg, 1986) sugiri6 que la frecuencia del aleteo evolucioné hacia valores menores en las
moscas adaptadas al frio. Finalmente, se han descripto clinas para el cociente entre el tamafo
del ala y el del térax en las que el indice aumenta con la latitud y la altitud (por ejemplo,
Azevedo et al., 1998; Gilchrist & Huey, 2004; Karan ef al., 1998; Misra & Reeve; 1964; Parkash et
al., 1999; Sambucetti et al., 2006; Stalker & Carson, 1947, 1948). Nuevamente, los escasos
resultados relacionados con el wing aspect sugieren que este indice podria aumentar con ambos
gradientes geograficos (Azevedo et al., 1998; Gilchrist et al., 2000; Pegueroles et al., 1995;
Sokoloff, 1965; Stalker & Carson, 1947; van’t Land et al., 1999).

La disminucién del wing loading con la temperatura podria lograrse mediante la
reduccién del tamafio corporal y/o por el aumento del tamafio del ala. Sin embargo, los costos
de estas soluciones pueden diferir de manera significativa. Por ejemplo, el incremento en el area
del ala podria ser relativamente barato en términos de materiales y energia. En cambio, la
reducciéon de la masa corporal implicaria un precio mayor debido a que podria realizarse a
costa de la inversion reproductiva (Berrigan, 1991, Marden, 1989, 1995). Como ya se ha
mencionado anteriormente, se ha comprobado que el tamafio corporal estd fuertemente
asociado a la fecundidad en muchos insectos, incluido Drosophila (Nunney & Cheung, 1997;
Robertson, 1957; Santos et al., 1992).

En el Capitulo 5 se hizo una breve referencia a las diferencias entre los gradientes
geograficos que han sido analizados mas frecuentemente, el latitudinal y el altitudinal. En esa
oportunidad se esboz6é una posible explicacion para las diferencias entre los patrones de
variacion latitudinales y altitudinales que tenia que ver, sobretodo, con la amplitud térmica
diferencial entre ambos gradientes. A esta altura, tras haber mencionado algunas cuestiones
acerca de los factores que pueden influir en el desempeno en el vuelo de los insectos; vale la
pena retomar esa discusiéon enmarcandola en este nuevo contexto. Los gradientes altitudinales
estan caracterizados por cambios abruptos en el ambiente fisico. La temperatura media del aire
decae aproximadamente 6°C por cada kilémetro que se asciende por lo que el cambio de
temperatura al subir desde el nivel del mar hasta unos 4000 metros de altura equivale,

aproximadamente, al cambio experimentado al desplazarse 4500 kilémetros en relacién con la
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latitud (Dillon et al., 2006). Ademas de este rdpido descenso de temperatura, a 4000 metros de
altura la presion parcial de oxigeno decae aproximadamente a la mitad del valor que tiene a
nivel del mar y la densidad del aire disminuye en un 40%. Estos cambios fisicos podrian
comprometer la fisiologia de los insectos (Mani, 1968; Semme, 1989). A pesar de estos desafios,
muchos insectos viven a grandes alturas (por ejemplo, Brehm et al., 2003; Mani, 1968; Romero-
Alcaraz & Avila, 2000). En particular, se puede encontrar a distintas especies de Drosophila a
3000 metros de altura en Sierra Nevada, California (Dobzhansky, 1948) y hasta a 5000 metros de
altura en el Himalaya (Khare ef al., 2002). La disminucién de la temperatura a altitudes elevadas
afecta el desempefio de los insectos porque las tasas de las reacciones fisiologicas estdn
determinadas fuertemente por la temperatura (Huey & Kingsolver, 1989). Como ya se
menciond, las bajas temperaturas reducen la potencia del aleteo en D. melanogaster (Curtsinger
& Laurie-Ahlberg, 1981; Lehmann, 1999) pero, ademas, la disminucién de la presién parcial de
oxigeno podria causar un efecto similar al reducir la tasa metabdlica. Asimismo, la menor
densidad del aire podria dificultar el vuelo a grandes alturas porque las fuerzas aerodindmicas
producidas por el aleteo aumentan linealmente con la densidad del aire (Dudley, 2000).

De esta manera, Dillon y Frazier (2006) estudiaron los efectos de la temperatura y la
densidad del aire en el desempefio de D. melanogaster en la caminata y el vuelo. Estos autores
observaron que la reduccién de la temperatura y de la presion del aire a niveles ecolégicamente
realistas, causé efectos negativos importantes en ambos caracteres pero, sobretodo, en el
desempefio en el vuelo (Dillon & Frazier, 2006). Es mas, la interaccién entre ambos factores
redujo el desempefio en el vuelo més de lo que se esperaba segtin la suma de los efectos de las
variables analizadas (Dillon & Frazier, 2006). Esto se debi6 a que, a temperaturas calidas, la
presion del aire tuvo un efecto menor en el desempeno en el vuelo mientras que, a temperaturas
frias, la disminucion de la presién del aire causé una gran disminucién del mismo (Dillon &
Frazier, 2006). Segtin los autores, atin con una presion del aire del 50% a nivel del mar y 18°C, el
90% de las moscas pudo volar pero estimaron que esta reduccion de la densidad del aire forzé a
las moscas a duplicar la fuerza requerida para poder ascender (Dillon & Frazier, 2006).

La habilidad de D. melanogaster para volar con temperaturas y niveles de presiéon de aire
bajos refuerza la idea de que los insectos tienen una gran capacidad para aumentar el
desempefio en el vuelo (Dillon & Dudley, 2004; Lehmann, 1999). Los insectos pueden
incrementar la fuerza necesaria para ascender, considerando un determinado peso,
aumentando la amplitud del batido de las alas (Dillon & Dudley, 2004; Lehmann, 1999) pero
dificilmente puedan lograr esto aumentando la frecuencia del aleteo en condiciones de frio
(Curtsinger & Laurie-Ahlberg, 1981; Lehmann, 1999). De todos modos, para poder volar a bajas

temperaturas, las moscas deberian hacer una gran fuerza muscular de forma tal de alterar la
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cinemética del aleteo (Dudley, 2000). Esto podria ser muy dificil dada la disminucién de las
tasas metabolicas con la temperatura y, ademas, podria conllevar un costo muy elevado (por
ejemplo, Berrigan & Partridge, 1997; Huey & Kingsolver, 1989). Sin embargo, los insectos
podrian compensar estas condiciones que desafian la capacidad de vuelo a grandes altitudes
reduciendo el wing loading ya que, de esta manera, disminuirian los requerimientos energéticos
y aumentaria la capacidad de ascenso (Dudley, 2000).

Esta parte de la tesis tiene como objetivo realizar un analisis genético-cuantitativo en D.
melanogaster con el fin de caracterizar parte de la arquitectura genética de la conformacién del
ala. En particular, se cuantificé el aporte de distintas fuentes de variaciéon que contribuyen al
cambio conformacional del ala en individuos derivados de poblaciones naturales dispuestas a
lo largo de gradientes geograficos en Argentina. Dado que se utilizaron las lineas de sustitucion
cromosomica empleadas en el Capitulo 5; se pudo analizar la porcién de la varianza fenotipica
total explicada por factores genéticos asociados a ese cromosoma considerando, ademas, el
efecto del sexo y de la poblacién de origen. Finalmente, el andlisis de la morfologia de las alas
en combinacién con el estudio del tamafio corporal realizado en el Capitulo 5 permitié poner a
prueba las hipétesis adaptativas mencionadas que relacionan los cambios en la morfologia de
las moscas con los gradientes geograficos. De esta manera, se analiz6 la correspondencia entre
la modificacién de la conformacion del ala y los gradientes geograficos estudiados, por un lado;
y el cambio de la relaciéon entre el tamafio del ala y el del térax con dichos gradientes, por el
otro. En general, los resultados de estos andlisis parecen apoyar las hipdtesis mencionadas

anteriormente en términos del wing loading y el wing aspect.

Materiales y métodos
Stocks de Drosophila

Las mismas 66 lineas de sustituciéon cromosémica mencionadas en el Capitulo 5,
utilizadas para estudiar la variacion asociada a caracteres vinculados al tamafio corporal; fueron
empleadas en otros andlisis destinados a analizar la variacién de la conformacién del ala. Como
fue explicado previamente, estas lineas de D. melanogaster fueron derivadas de poblaciones
naturales dispuestas a lo largo de un gradiente ambiental de Argentina, mediante la
implementacion de un protocolo que permitié poner en homocigosis un cromosoma 2 de cada
una de las isolineas utilizadas en un fondo genético isogénico e idéntico al de las lineas BDGP
(para conocer mas detalles acerca de la obtencion de estas lineas y de sus caracteristicas, ver el
Anexo Metodolégico I). De esta manera, el sistema permite atribuir las diferencias fenotipicas

observadas entre las lineas a factores genéticos presentes en el cromosoma 2.
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Disefio Experimental

El analisis de las lineas lineas se realizo, tal y como se explicé en el Capitulo 5, en dos
bloques que contenian al control de las lineas BDGP. En cada bloque se aplicé el disefio
experimental detallado en el Anexo Metodolégico I de forma tal de obtener las moscas adultas
utilizadas para estimar la conformacién del ala. Asimismo, los individuos fueron disecados y
fotografiados de la manera explicada en el Capitulo 5.
Conformacién del ala

Similarmente a lo realizado en otros capitulos, la conformacion del ala fue analizada a
partir de la estimacién de dos variables distintas debido a que cada una de ellas permite llevar a
cabo andlisis diferentes (para mds detalles, ver el Anexo Metodolégico II). Por un lado, se utiliz6
la variable univariada Distancia de Procrustes (DP), para realizar andlisis genético-cuantitativos
como los del Capitulo 5 (ver més abajo). Por otro lado, se utiliz6 la variable multivariada
Deformaciones Relativas (DR), para realizar un analisis detallado del cambio conformacional
debido a factores genéticos presentes en el cromosoma 2 y para llevar a cabo una regresion
multivariada (ver més abajo). Como fue explicado en el Capitulo 3, ambas variables fueron a
partir de la implementacion de una técnica de Morfometria geométrica (para mas detalles, ver el
Anexo Metodologico II). Nuevamente, los valores de las DRs correspondientes a los machos y a
las hembras se analizaron por separado debido a que se sabe que los sexos difieren en relacion
con la conformacion del ala y, de acuerdo con la técnica utilizada, deben ser estudiados por
separado (para mas detalles, ver el Anexo Metodolégico II). De la misma manera, los bloques
fueron analizados por separado debido a que se presume que son diferentes; sobretodo porque
las lineas que corresponden a cada uno se distribuyen de distinta manera entre las poblaciones
y los bloques.
Analisis Estadisticos

Analisis genético-cuantitativo. Los valores de las distintas DR correspondientes a cada
linea fueron analizados de acuerdo al siguiente modelo de MANOVA:

Y=p+P+L(P)+€

donde p es la media general de la conformacién del ala; P es el factor poblacién (fijo), con tantos
niveles como poblaciones analizadas; L es el factor linea (fijo, anidado en el factor poblacién),
con tantos niveles como lineas se utilizaron, que permitié estudiar la existencia de diferencias
entre las lineas dentro de cada poblacién; y € representa al error. En los casos en los que el
factor poblacion resulté significativo se determiné qué poblaciones son las responsables de
dicho efecto mediante comparaciones a posteri (MANOVAs de a pares de poblaciones
considerando todas las combinaciones posibles dentro de cada bloque) y, en estos casos, se

aplico la correcciéon de Bonferroni para pruebas multiples.
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Dado que en el MANOVA no se puede incluir al factor linea como aleatorio, no se puede
estudiar el aporte genético a la varianza fenotipica total. Debido a esto se utiliz6 al estimador
univariado de la conformacioén del ala, DP, para estudiar el porcentaje de la varianza fenotipica
total explicado por las fuentes de variaciéon aleatorias. Como ya fue explicado en el Capitulo 3,
esta otra variable estima a la conformacion del ala de manera menos exacta por ser univariada
pero, justamente por eso, permite realizar andlisis con factores aleatorios. Para poder realizar un
andlisis con todas las lineas de ambos sexos medidas en cada bloque, al valor de cada individuo
se le rest6 el valor medio de la linea control del sexo y bloque respectivo. Los valores
transformados fueron analizados de acuerdo al siguiente modelo de ANOVA:

Y=p+P+L(P)+S+PxS+L(P)xS+€

donde p es la media general de DP; P es el factor poblacién (fijo), con tantos niveles como
poblaciones analizadas; L es el factor linea (aleatorio, anidado en el factor poblacién), con tantos
niveles como lineas se utilizaron, que permitié analizar la existencia de varianza genética
intrapoblacional; S es el factor sexo (fijo), con dos niveles, que permiti6é estudiar las diferencias
entre las medias de machos y hembras; y € representa al error. Asimismo se estimaron los
componentes de la varianza para las fuentes de variacion aleatorias lo que permitié conocer la
proporciéon de la varianza asociada a la conformacion del ala explicada por dichas fuentes de
variacion. Se determiné qué poblaciones difieren entre si mediante comparaciones a posteri
(contrastes HSD para tamafios muestrales diferentes).

En este modelo, el factor linea se encuentra anidado en el factor poblacién por lo que no
se puede conocer si existen diferencias en cuanto a los patrones genéticos entre las poblaciones.
Es decir, los resultados vinculados a las fuentes de variacion que incluyen al factor linea
corresponderan al comportamiento medio que este presenta en las distintas poblaciones. Por lo
tanto, se realizaron ANOVAs separados para cada poblacion de forma tal de estudiar las
fuentes de variacién genéticas en cada una de ellas. Estos ANOVAs de dos factores presentan
una interaccioén aleatoria (linea x sexo) cuyos cuadrados medios son utilizados para estimar el
valor del estadistico asociado a cada una de las fuentes de variacién principales. Por lo tanto, en
los casos en los que esta interaccion resulté significativa, se realizaron ANOVAs con los datos
correspondientes a cada sexo por separado para evaluar el efecto del factor linea en cada uno de
ellos.

Dado que se emplearon los mismos datos en distintos andlisis, se aplicé la correccién de
Bonferroni para comparaciones multiples.

Andlisis de regresion. Se realizé un analisis de regresiéon multiple entre los valores de las
distintas DR de los individuos de cada bloque y sexo y las variables independientes latitud

(considerando sus valores en el sistema decimal) y altitud. Asimismo se compararon las
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pendientes significativamente diferentes de cero entre si considerando la posibilidad de
unificar, por un lado, los datos correspondientes a un mismo sexo y, por el otro, los de un
mismo bloque. Estos andlisis se realizaron utilizando el programa fpsRegr (Rohlf, 2000).

Asimismo, se realiz6 un analisis de regresion multiple Forward stepwise entre los valores
del cociente TA/LT, utilizado como un estimador de la inversa del wing loading, y las variables
independientes latitud (considerando sus valores en el sistema decimal) y altitud. Los valores
de TA y LT utilizados en estos andlisis son los mismos que fueron empleados en el Capitulo 5
(es decir, los valores transformados como se detalla en ese capitulo). Dado que los valores de
ambas variables corresponden a érdenes de magnitud muy diferentes, fueron transformados
antes de realizar el cociente, calculando el logaritmo natural de cada uno. Igual que en el caso
anterior, los sexos fueron analizados por separado utilizando los valores medios de las 66
lineas.

Todos los andlisis estadisticos anteriores, excepto los de regresiéon multiple utilizando las
DR, fueron realizados usando el paquete STATISTICA (StatSoft Inc., 2004).

Visualizacién de las modificaciones en la conformacion del ala

Visualizacion de los cambios conformacionales asociados a las lineas mds extremas. Se grafico el
cambio conformacional asociado a cada extremo de las dos primeras DRs (que son aquellas que
explican el mayor porcentaje de la varianza fenotipica total). Particularmente, para cada sexo, se
mostrd el cambio conformacional del consenso del bloque al que pertenece la linea que present6
el valor mas extremo en una DR “en general" (juntando los datos de ambos bloques para cada
sexo; ver mas abajo) en el extremo correspondiente. Se utilizaron graficos similares a los del
Capitulo 3 (diagramas de vectores) pero estimados mediante el programa tpsRegr (Rohlf, 2000).
Estas figuras muestran el desplazamiento de cada punto homoélogo en el consenso del bloque
de interés (al que estd asociado una determinada linea) con respecto al extremo en cuestion,
mediante flechas que indican la direccion, el sentido y la magnitud del cambio (para mas
detalles, ver el Anexo Metodoldgico II).

Visualizacion de los cambios conformacionales asociados a los extremos de los gradientes
geogrificos. Se graficé el cambio conformacional del consenso asociado a cada extremo de los
gradientes geogréficos que explicaron parte de la varianza fenotipica total en cada bloque y
sexo por separado (ver, en Andlisis de regresion, los analisis de regresion multiple utilizando los
valores de las DR). Nuevamente, se utilizaron diagramas de vectores estimados mediante el
programa tpsRegr (Rohlf, 2000). Sin embargo, en este caso, al ser el cambio conformacional muy
pequeno, hubo que magnificarlo multiplicindolo por diez (para mas detalles, ver el Anexo

Metodolégico II).
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Resultados
Analisis genético-cuantitativo

Se realizé un andlisis de varianza multivariado para analizar las diferencias entre las
poblaciones para la conformaciéon del ala en cada sexo y bloque por separado asi como para
estudiar la existencia de diferencias entre las lineas correspondientes. Los resultados de los
MANOVAs mostraron una variaciéon significativa entre las poblaciones estudiadas asi como
entre las lineas dentro de las poblaciones en todos los casos estudiados (Tabla 6.1). Estos
resultados sugieren que hay variabilidad genética natural para la conformacién del ala

localizada en el cromosoma 2.

Tabla 6.1: Principales resultados de los MANOV As para la conformacién del ala. Se realizé
un MANOVA con los factores poblacién (fijo) y linea (fijo, anidado en poblacién) en cada
sexo y bloque. Se muestra el valor de F y su significancia para cada fuente de variacion
correspondiente a cada MANOVA. p<0,000001 en todos los casos.

Bloque 1 Bloque 2
Fuente de variacion Hembras Machos Hembras Machos
Poblacién 12,09 12,74 11,64 12,54
Linea 6,67 6,97 7,96 7,59

Dado que el factor poblacion resulté altamente significativo, se realizaron
comparaciones a posteri (MANOVAs de a pares de poblaciones considerando todas las
combinaciones posibles dentro de cada bloque) para determinar qué poblaciones difieren entre
si en cada grupo. Los resultados de estos analisis revelaron que la conformacion del ala difiere
significativamente entre todas las poblaciones de cada grupo, ain después de haber realizado la

correcciéon de Bonferroni para pruebas maltiples (P blogue 1= 0,0023; Pp blogue2= 0,0031; Tabla 6.2).
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Tabla 6.2: Principales resultados de las comparaciones a posteriori para la conformaciéon del ala. Estas
comparaciones se realizaron mediante un MANOVA por cada par de poblaciones dentro de cada sexo y
bloque, considerando los factores poblacion (fijo) y linea (fijo). Se muestra el valor de F y su significancia para
cada comparacién. p<0,000001 en todos los casos.

Bloque 1 Bloque 2

Poblacion1 Poblacion2 Hembras Machos Poblaciéon1 Poblacion2 Hembras Machos

Barreal Chilecito 8,76 7,22 Chilecito Giiemes 9,93 6,96
Barreal Giiemes 5,42 5,57 Chilecito Lavalle 9,38 11,35
Barreal Jachal 19,97 32,22 Chilecito Neuquén 10,77 13,90
Barreal Lavalle 11,32 10,68 Chilecito San Blas 17,72 17,17
Barreal San Blas 9,92 4,11 Chilecito Uspallata 9,73 10,82
Barreal San Juan 9,63 14,02 Giiemes Lavalle 14,39 10,78
Chilecito Giiemes 8,60 5,23 Giiemes Neuquén 16,53 25,08
Chilecito Jachal 23,02 27,67 Giiemes San Blas 10,38 8,85
Chilecito Lavalle 13,77 10,68 Guiemes Uspallata 10,72 11,59
Chilecito San Blas 7,33 6,19 Lavalle Neuquén 4,65 10,41
Chilecito San Juan 13,38 7,21 Lavalle San Blas 20,21 16,75
Giiemes Jachal 20,04 21,92 Lavalle Uspallata 15,33 13,34
Giiemes Lavalle 10,99 9,14 Neuquén San Blas 22,20 20,69
Giiemes San Blas 6,02 4,71 Neuquén Uspallata 12,99 16,42
Giiemes San Juan 13,37 7,60 San Blas Uspallata 10,94 10,35
Jachal Lavalle 5,95 17,64

Jachal San Blas 11,49 17,31

Jachal San Juan 25,77 36,57

Lavalle San Blas 9,88 9,72

Lavalle San Juan 17,62 17,76

San Blas San Juan 14,99 14,79

Como se describi6 en materiales y métodos el MANOVA no permite incluir factores
aleatorios lo cual impide analizar la composicién de la varianza fenotipica total observada. Por
esta razon, se realiz6 un analisis de varianza univariado utilizando las DP para cuantificar el
aporte de las fuentes de variacion aleatorias a la varianza total de la conformacion del ala. Los
resultados del ANOVA muestran que existen diferencias significativas para la conformacion
del ala entre los sexos pero no entre las poblaciones estudiadas (Tabla 6.3). Sin embargo, la
interaccién entre estos factores fijos fue significativa (Tabla 6.3) lo cual indica que el dimorfismo
sexual para la conformacién del ala depende de la poblacién analizada (Figura 6.1). Asimismo,
los anélisis revelaron que el factor linea fue altamente significativo y explicé un 23% de la

varianza fenotipica total (Tabla 6.3). La interaccion entre la linea y el sexo también fue
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significativa, sugiriendo que el dimorfismo sexual depende del genotipo. Sin embargo, el
porcentaje de la varianza fenotipica total explicado por esta fuente de variacion fue sélo del 2%
(Tabla 6.3). De estos resultados se desprende que existe abundante variabilidad genética

intrapoblacional, asociada al cromosoma 2, para la conformacién ala.

Tabla 6.3: Principales resultados del ANOVA para la
conformacién del ala. Se realiz6 un ANOVA utilizando los
valores de DP de acuerdo con un modelo con los factores
poblacién (fijo), linea (aleatorio, anidado en poblacién) y sexo
(fijo). Para cada fuente de variacién se muestra el valor de los
cuadrados medios (CM), el de F, su significancia y el porcentaje
de la varianza explicado (CV).

Fuente de variacién CM F Ccv

Poblacién 6,79E+24 1,63 -
Linea 4,26E+24 8,36*** 23,3
Sexo 1,39E+26 273,70%%* -
Poblacion x Sexo 2,95E+24 5,84%** -
Linea x Sexo 5,09E+23 1,46* 2,0

*p<0,05; ***p<0,001.
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Figura 6.1: Conformacién del ala estimada a través de DP en machos (®) y en
hembras (®) para cada poblacién analizada: Barreal (Bar), Chilecito (Chi), Giiemes
(Gtie), Jachal (Jach), Lavalle (Lav), Neuquén (Nqgn), San Blas (Sbl), San Juan (5j) y
Uspallata (Usp). Se muestra el valor medio y el intervalo de confianza del 95%.
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Dado que la interaccion poblacién x sexo fue significativa, se realizaron los contrastes
correspondientes. De los resultados de estos contrastes se desprende que Jachal es la poblacion
que presenté un menor numero de diferencias significativas con las demds poblaciones en
ambos sexos (Figura 6.1; Tabla 6.4). Particularmente, esta poblacién sélo se diferencié de Barreal
en los machos y de Neuquén en las hembras (Figura 6.1; Tabla 6.4). Asimismo, los resultados
mostraron que Neuquén y Barreal son las poblaciones que presentaron un mayor ntimero de
diferencias significativas con las demas en las hembras (Figura 6.1; Tabla 6.4). En el caso de los
machos, San Blas y Barreal fueron las poblaciones que mostraron una mayor cantidad de
diferencias con las demas (Figura 6.1; Tabla 6.4). Estos resultados muestran la existencia de
diferencias entre las poblaciones que varian segtin el sexo analizado y se deben a factores
presentes en el cromosoma 2. Sin embargo, se debe tener en cuenta que el niumero de lineas
derivadas de Barreal y Jachal es bastante pequefio, por lo que los resultados vinculados con esas

poblaciones en particular podrian variar significativamente si dicho namero aumentara.

Tabla 6.4: Principales resultados de los contrastes de la interaccién poblacion x sexo
realizados para la conformacion del ala. Se muestra la significacién asociada al contraste
entre cada par de poblaciones dentro cada sexo.

Barreal Chilecito Guiemes Jachal Lavalle Neuquén San Blas San Juan

Machos

Chilecito *

Giiemes ns *

Jachal * ns ns

Lavalle ns * ns ns

Neuquén * ns * ns ns

San Blas i ns ok ns ook *

San Juan * ns ns ns ns Ns ns
Uspallata 1S * ns ns ns Ns - ns
Hembras

Chilecito >

Giliemes ns ns

Jachal ns ns ns

Lavalle x ns ns ns

Neuquén ™ oxk ok o ok

San Blas i ns ok ns ns Ns

San Juan ns ns ns ns ns ok ek
Uspallata ™ ns ns ns ns Ns ns b

ns: no significativo; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Los resultados de los andlisis realizados con las DP mostraron una menor cantidad de
diferencias significativas que aquellos hechos con las DRs. Tal y como se discuti6 en el Capitulo
3, en el que también se realizaron analisis uni y multivariados para la conformacién del ala a
titulo comparativo; este resultado era esperado debido a que las DP estiman la conformaciéon
del ala en forma menos exacta que las DRs.

Los principales resultados de los ANOVAs realizados con los datos de DP en cada
poblacién, a fin de estudiar las fuentes de variaciéon genéticas en cada una de ellas, se muestran
en la Tabla 6.5. Los analisis revelaron que existen diferencias significativas entre los valores
correspondientes a machos y a hembras en todos los casos excepto Jachal y San Blas (Tabla 6.5).
Asimismo, estas poblaciones no mostraron resultados significativos para ninguna fuente de
variacion genética, asi como tampoco lo hicieron Barreal y Uspallata (Tabla 6.5). El factor linea
fue significativo en todas las demas poblaciones excepto Giiemes, que fue la Gnica que presentd
una interaccién linea x sexo significativa (Tabla 6.5). En los casos en los que el factor genético
fue significativo, este explicé entre un 20% y un 37% de la varianza fenotipica total (Tabla 6.5).
En cambio, la interacciéon explicé s6lo el 8% de la varianza de la conformacién del ala en
Giiemes (Tabla 6.5). En este caso se evalu6 el efecto del factor linea en cada sexo por separado y
se determind que tanto los machos como las hembras presentaron variabilidad genética, la cual

explic6 el 13% y el 20% de la variacién fenotipica total respectivamente.

Tabla 6.5: Principales resultados de los ANOVAs para la
conformacién del ala analizada en cada poblacién por separado.
Se realiz6 un ANOVA con los valores de DP de acuerdo con un
modelo con los factores linea (aleatorio) y sexo (fijo). Se muestra
el valor de F y su significancia para cada fuente de variacién asi
como el porcentaje de la varianza explicado por cada fuente de
variacién aleatoria entre paréntesis.

Poblacion Linea Sexo Linea x Sexo
Barreal 5,17 46,81** 0,60
Chilecito 14,79*** (37) 45,43%** 1,34
Giiemes 2,52 50,13*** 2,68** (8)
Jachal 38,81* (39)§ 18,90*§ 0,67
Lavalle 12,18** (24) 97,63%** 0,97
Neuquen 11,19*** (28) 123,19*** 1,23
San Blas 5,69* (20) 9,42* 1,91
San Juan 11,14 0,56 0,73
Uspallata 4,70 162,33*** 0,79

*p<0,05; ***p<0,01; ***p<0,001. § No significativo tras aplicar la
correccion de Bonferroni.
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Vale la pena destacar que las poblaciones que no presentaron variabilidad genética para
la conformacioén del ala son aquellas en la que se estudi6é un ntimero menor de lineas (entre 3 y
6; Tablas 5.1 y 6.5). En cambio, las poblaciones que mostraron resultados significativos en ese

sentido, presentan una cantidad bastante mayor de lineas (entre 8 y 13; Tablas 5.1 y 6.5).

Identificacion de las lineas que presentaron los cambios conformacionales mas extremos
Debido a que las lineas pertenecen a bloques diferentes, los valores de cada DR fueron
transformados restandole al valor de cada individuo el valor medio de la linea control del sexo
y bloque respectivo. Luego se calcul6 el valor medio de cada DR para todas las lineas y se las
orden6 de acuerdo a dichos valores. Dado que se pretende visualizar los mayores cambios
asociados a la conformacion del ala y que las dos primeras DR explican el mayor porcentaje de
la varianza fenotipica total; se decidi6 tomar en consideracién los resultados obtenidos para
DR1 y DR2. De esta manera, las Figuras 6.2 y 6.3 muestran los valores mencionados para
machos y hembras respectivamente. Asimismo, en cada eje, se indica el porcentaje de la
varianza fenotipica explicado por cada DR que fue calculado como la media de los valores
correspondientes a ambos bloques ponderada por la cantidad de lineas analizadas en cada uno.
Una breve inspeccién de la figura correspondiente a los machos permite notar que la
linea que presentd los mayores valores respecto de DR1, en comparacién con la linea control del
bloque respectivo, fue Neuquén 52 (Figura 6.2). Sin embargo, hay que destacar que los machos
de Chilecito 30 presentaron valores cercanos a los de la linea mencionada en este eje (Figura
6.2). La linea que present6 los menores valores respecto de DR1 en este sexo fue San Blas 47
(Figura 6.2). Nuevamente, hay que considerar que los machos de otras lineas presentaron
valores cercanos a los de la linea mencionada en este eje, Jachal 5 y Chilecito 24 (Figura 6.2). En
relacion con DR2, la linea que presenté los mayores valores en los machos, en comparacién con
la linea control del bloque respectivo, fue San Blas 8 (Figura 6.2). Sin embargo, los machos de
San Blas 13 mostraron valores similares a los de la linea mencionada en ese extremo (Figura
6.2). Finalmente, la linea que present6 los menores valores respecto de DR2 en este sexo fue

Neuquén 5, alejdndose bastante del resto en ese extremo (Figura 6.2).
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Figura 6.2: Valor medio de las dos primeras DR de cada linea relativizado con
respecto al control del bloque respectivo en los machos. El porcentaje de la varianza
fenotipica explicado por cada DR es la media de los valores correspondientes a
ambos bloques ponderada por la cantidad de lineas analizadas en cada uno.

Al observar la figura correspondiente a las hembras se puede ver que la linea que
present6 los mayores valores respecto de DR1, en comparacion con la linea control del bloque
respectivo, fue Chilecito 14 (Figura 6.3). De la misma manera que en el caso de los machos, hay
que destacar que las hembras de otras lineas presentaron valores cercanos a los de la linea
mencionada en este eje, particularmente Chilecito 38 (Figura 6.3). La linea que present6 los
menores valores respecto de DR1 en este sexo fue la misma que en los machos, San Blas 47
(Figura 6.3). Sin embargo, en este caso, no hay otras lineas cuyas hembras hayan mostrado
valores similares a los de la linea mencionada en este extremo (Figura 6.3). En relacién con
DR2, la linea que presentd los mayores valores en las hembras, en comparacién con la linea
control del bloque respectivo, fue Neuquén 58 (Figura 6.3). En este caso tampoco parece haber
una linea cuyas hembras hayan mostrado valores similares a los de la linea mencionada en este
eje. Finalmente, la linea que present6 los menores valores respecto de DR2 en este sexo fue San
Blas 8 que, como se mencioné anteriormente, present6 los mayores valores para esta DR en los

machos (Figura 6.3). En este caso, las hembras de Neuquén 25 mostraron valores similares a los

198



de la linea mencionada en este extremo (Figura 6.3).
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Figura 6.3: Valor medio de las dos primeras DR de cada linea relativizado con
respecto al control del bloque respectivo en las hembras. El porcentaje de la varianza
fenotipica explicado por cada DR es la media de los valores correspondientes a
ambos bloques ponderada por la cantidad de lineas analizadas en cada uno.

Visualizacién de los cambios conformacionales asociados a las lineas mas extremas

Debido a que las lineas que presentaron los cambios mas extremos en la conformaciéon
del ala pertenecen generalmente a bloques diferentes, no seria adecuado mostrar las
modificaciones asociadas a cada eje como parte de un continuo (para mas detalles, ver el Anexo
Metodolégico II). Sin embargo, la linea asociada a cada extremo de cada DR presenta los valores
mas extremos de esa DR en el bloque al que pertenece. Por ejemplo, para los machos, Neuquén
5 mostr6 los menores valores de DR2 considerando a todas las lineas y, a su vez, presenté los
menores valores de DR2 del bloque 2. Por lo tanto, en este caso, la conformaciéon del ala
asociada a los menores valores de DR2 se asemeja mucho a la del consenso del bloque 2 en
relacion con ese extremo. Por lo tanto, la conformacién del ala asociada a cada extremo es la que
corresponde al consenso del bloque al que pertenece la linea en relacién con dicho extremo. De

esta manera, las Figuras 6.4 y 6.5 muestran diagramas del ala (uno por cada extremo de DR1 y
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DR2 que esta asociado a una linea diferente), para los machos y las hembras respectivamente,
que pueden ser analizadas por separado para inferir que regiones del ala se vieron mas
afectadas en cada caso.

En los machos, el cambio de la conformacién del ala en la linea que present6 los mayores
valores respecto de DR1, Neuquén 52, involucré los puntos homoélogos 5, 6, 7, y 10 (ver el
Anexo Metodoldgico II), es decir, la region intermedia el ala; siendo el desplazamiento de los
puntos 5, 6 y 7 aparentemente mayor que el de los demaés (Figura 6.4). En el otro extremo de los
valores de DRI se encuentra San Blas 47, cuyo cambio conformacional implic6, sobretodo, a los
puntos 3, 4, 6, 7 y 10; es decir, una modificacién de casi toda el ala (Figura 6.4). En este caso el
desplazamiento parece haber sido levemente desigual, siendo un poco mayor en el caso de los

puntos 6, 7 y 10 (Figura 6.4).

Mayores valores de DR2
San Blas §

Menores valores de DR1

San Blas 47

Mayores valores de DR1
Neuquén 52

Menores valores de DR2

Neuquén 5

Figura 6.4: Lineas que presentaron los valores més extremos para cada una de las dos primeras
DR con respecto a la linea control del bloque respectivo en los machos. Se muestra el cambio
conformacional del consenso del bloque al que pertenece cada linea en relacién al extremo en
cuestion. Las flechas indican la direccién, el sentido y la magnitud del cambio. Se sefialan los
puntos homoélogos que mostraron el cambio mds importante.

En relacién con DR2, el cambio de la conformacion del ala en la linea que present6 los

mayores valores, San Blas 8, involucré predominantemente a los puntos homélogos 5, 6, 7 y 8;
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es decir, la parte més distal del ala (Figura 6.4). Sin embargo, el desplazamiento de los puntos 5
y 6 fue aparentemente mayor que el de los demas (Figura 6.4). Por dltimo, el cambio
conformacional de la linea que presenté los menores valores respecto de DR2, Neuquén 5,
implicé un desplazamiento similar de los puntos 3, 4, 5, 6 y 10 (Figura 6.4).

En las hembras, el cambio de la conformacién del ala en la linea que present6 los
mayores valores respecto de DR1, Chilecito 14, involucré a los puntos homoélogos 5, 6 y 7; es
decir, la zona intermedia del ala (Figura 6.5). Este cambio parece ser similar al observado en los
machos (Figuras 6.4 y 6.5). En el otro extremo de los valores de DR1 se encuentra San Blas 47,
cuyo cambio conformacional implic6 un desplazamiento de casi todos los puntos;
particularmente de 3, 4, 5, 6, 7 y 10 (Figura 6.5). Este cambio también parece ser similar al

observado en los machos (Figuras 6.4 y 6.5).

Mayores valores de DR2
Neuquén 58

Menores valores de DR1

San Blas 47

Mayores valores de DR1
Chilecito 14

Menores valores de DR2

San Blas §

Figura 6.5: Lineas que presentaron los valores mds extremos para cada una de las dos primeras
DR con respecto a la linea control del bloque respectivo en las hembras. Se muestra el cambio
conformacional del consenso del bloque al que pertenece cada linea en relacién al extremo en
cuestion. Las flechas indican la direccién, el sentido y la magnitud del cambio. Se sefialan los
puntos homoélogos que mostraron el cambio més importante.

En relaciéon con DR2, el cambio en la conformacién del ala en la linea que present6 los

mayores valores, Neuquén 58, involucré los puntos homologos 5, 6, 7 y 8 (Figura 6.5). En este
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caso los puntos 5 y 6 parecen haberse desplazado mas que el resto (Figura 6.5). Finalmente, el
cambio conformacional de la linea que present6 los menores valores respecto de DR2, San Blas
8, implicé un desplazamiento de los puntos 5, 6, 7 y 10, siendo el de 5, 6 y 7 aparentemente
mayor que el del 10 (Figura 6.5).

Si bien no se registraron exactamente las mismas lineas para ambos sexos en cada uno
de los extremos analizados, vale la pena resaltar que hubo coincidencia en relacién con un
extremo, el de los menores valores de DR1; que es la que explica un porcentaje mayor de la
varianza fenotipica total (Figuras 6.2 y 6.3). Es mas, no s6lo la linea que presento los valores més
pequenos para esta DR fue la misma en ambos sexos sino que el cambio en la conformacion
media observado en relacion a la disminucién de los valores de dicha DR fue similar en machos
y hembras (Figuras 6.4 y 6.5). Algo similar se puede decir para San Blas 8 que, si bien present6
los mayores valores de DR2 en los machos y los menores valores de ese eje en las hembras,
también involucré un cambio conformacional parecido. Esto puede deberse a que el consenso
en el que se observan los cambios conformacionales con respecto a cada DR se estima para cada
grupo de manera independiente. Por lo tanto, puede haber ocurrido que un cambio similar en
ambos sexos se haya codificado con valores absolutos similares pero con un signo opuesto entre
ellos (para mas detalles, ver el Anexo metodolégico II). Esto no hace mas que resaltar el hecho
de que los cambios conformacionales asociados a los extremos de un eje en este caso no forman
parte de un continuo. Cada una de estas figuras corresponde a la modificacién de la
conformacion del consenso de un bloque en relacién con un determinado extremo de una DR; y
fue elegido, tnicamente, porque una linea que pertenece a €l present6 los valores mas asociados
a ese extremo. A su vez, esto se hizo tras relativizar los valores de las DR con respecto a las del
control del bloque respectivo con lo cual se juntaron individuos de distintas muestras cuyos
valores de DR fueron estimados en relaciéon a consensos diferentes. Esta asociaciéon de datos
s6lo fue implementada para visualizar algunos de los cambios conformacionales més extremos
asociados a las lineas, debido a la imposibilidad de graficar los cambios asociados a cada DR

para todas las lineas.

Analisis de regresion de la conformacién del ala

Se realiz6 un andlisis de regresion multiple entre la conformacién del ala y las variables
independientes latitud y altitud correspondientes a la ubicacion de cada poblacién; para saber si
estas variables pueden explicar, aunque sea parcialmente, la variacién fenotipica observada. El
analisis de regresion multiple, realizado en cada sexo y bloque utilizando los valores de las DR,
revelaron que la conformacién del ala varia con dichas variables en todos los casos (Tabla 6.6).

Si bien dicha relacién explica un porcentaje muy bajo (alrededor del 2% en el caso de las
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hembras y del 4% en el caso de los machos) de la varianza fenotipica total observada (Tabla 6.6),
vale la pena recordar que esta se debe, fundamentalmente, a factores genéticos asociados al
cromosoma 2. Asimismo, hay que aclarar que el coeficiente de regresion de la relacion entre las
variables morfoldgicas y cada variable independiente fue siempre mucho mayor (entre uno y
cuatro 6rdenes de magnitud) en el caso de la latitud con respecto a la altitud. De esto que se
deduce que la altitud explic6 muy poco de la regresiéon en cada caso; por lo que el pequefio
porcentaje de la variacién fenotipica total explicado por la regresion se debid,
predominantemente, al aporte de la latitud.

A continuacién se compararon las pendientes de regresion correspondientes a los anélisis
entre bloques dentro de cada sexo. Este andlisis revel6 que la conformacion del ala varia de
manera diferente con la latitud y la altitud en moscas pertenecientes a bloques distintos para un
mismo sexo (Tabla 6.7). Asimismo, se compararon las pendientes de regresioén correspondientes
a los anélisis del bloque 1, por un lado, y a los del bloque 2, por el otro. Este andlisis mostr6 que
las pendientes de regresiéon de los machos y hembras de un mismo bloque, no fueron
significativamente diferentes entre si (Tabla 6.7). Por lo tanto, estas comparaciones revelaron
que la conformacion del ala varia de manera similar con la latitud y la altitud en moscas de

distinto sexo pertenecientes al mismo bloque (Tabla 6.7).

Tabla 6.6: Principales resultados de los analisis multivariados de regresion
multiple entre la conformacion del ala y las variables independientes latitud
y altitud, en cada sexo y bloque. Se muestra el valor del estadistico asociado
a cada prueba asi como el porcentaje de la varianza explicado por la
regresion en cada sexo y bloque. En todos los casos p<0,00001.

Bloque 1 Bloque 2
Estadistico Hembras Machos Hembras Machos
Lambda de Wilks 6,66 6,50 13,19 15,78
Trace de Pillai 6,42 6,38 12,58 15,24
Trace de Hotelling-Lawley 6,90 6,62 13,80 16,32
Raiz méxima de Roy 11,37 9,80 21,39 23,72
Goodall 6,83 6,11 12,84 13,73
% de la varianza explicado 2,25 2,04 4,32 4,59
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Tabla 6.7: Principales resultados de las comparaciones entre las rectas de
regresion mdultiple entre la conformacién del ala y las variables
independientes latitud y altitud entre bloques (para un sexo) o entre sexos
(para un bloque). Se muestra el valor del estadistico asociado a cada prueba.

Entre bloques Entre sexos
Estadistico Hembras Machos Bloque1 Bloque 2
Lambda de Wilks 6,41** 4,95* 1,13 1,04
Trace de Pillai 6,29** 4,91* 1,13 1,04
Trace de Hotelling-Lawley 6,54** 5,00* 1,13 1,04
Raiz maxima de Roy 10,78**  7,68* 1,23 1,38

* p<1E-18, ** p<1E-27.

Visualizacién de los cambios conformacionales asociados a los extremos de los gradientes
geograficos

Se grafic6 el cambio conformacional del consenso asociado a cada extremo del gradiente
latitudinal debido a que la altitud explic6, comparativamente, muy poco de la variaciéon
fenotipica total. Estos graficos se hicieron para cada bloque y sexo por separado porque, en este
caso, se quieren visualizar las modificaciones en la conformacién del ala asociadas a un
continuo definido por el gradiente geogréfico. De esta manera, las Figuras 6.6 y 6.7 muestran los
cambios conformacionales asociados a los extremos del gradiente latitudinal para cada sexo en
el bloque 1y 2 respectivamente.

El cambio en la conformacion del ala de las hembras del bloque 1 en relacién con la
latitud parece ser mayor que el de los machos del mismo bloque (Figura 6.6). Esta modificaciéon
conformacional implica, predominantemente, un desplazamiento de los puntos homélogos 6, 9
y 10; es decir, la parte posterior del ala (Figura 6.6). Aparentemente, la regién definida entre las
venas longitudinales 4 y 5 (LV4 y LV5), la vena transversal posterior (PCV) y el margen
posterior del ala (ver el Anexo metodolégico II), se reduce a medida que aumenta la latitud
(Figura 6.6). El desplazamiento de los demds puntos homoélogos, particularmente el del 2 y el
11, si bien parece ser mucho menor que el de los mencionados anteriormente, parece indicar
que el ala se alarga en direcciéon préoximo-distal al aumentar la latitud y se acorta a latitudes
menores (Figura 6.6). En sintesis, el desplazamiento de los puntos homologos sugiere que el ala
se elonga en la direcciéon proximo-distal y se comprime en la direccién antero-posterior, a

latitudes mayores; mientras que adopta una forma mds globular cuando la latitud disminuye.
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Figura 6.6: Cambio conformacional del consenso del bloque 1 asociado a cada extremo del gradiente
latitudinal para cada sexo (ver el texto para mas detalles).

En el bloque 2, el cambio en la conformacion del ala de las hembras en relacién con la
latitud parece ser més parecido al de los machos en comparacién con el bloque 1 (Figura 6.7). En
este caso, la modificacion de la conformaciéon del ala implica, predominantemente, un
desplazamiento de los puntos homoélogos 5, 7 y 8; es decir, la parte mas anterior del ala en
ambos sexos (Figura 6.7). Si bien en este caso no parece haber una region del ala claramente
asociada al cambio conformacional y que el desplazamiento de los puntos homdélogos parece ser
menor que en el bloque 1; las venas longitudinales 3 y 4 (LV3 y LV4) y la vena transversal
posterior (PCV) parecen estar implicadas en el cambio (Figura 6.7). El desplazamiento de los
puntos homoélogos mencionados (principalmente el 5 y el 8), por un lado; y el de los puntos 1, 5
y 11 (principalmente el 5 y el 11), parecen indicar que la zona distal se alarga con la latitud a la
vez que la region proximal se acorta; mientras que ocurriria lo opuesto a latitudes menores
(Figura 6.7). En general, el desplazamiento de todos los puntos homoélogos parece indicar que,
al igual que el bloque 1, el ala se alarga en direccién préximo-distal al aumentar la latitud y se

acorta cuando la latitud disminuye (Figura 6.7).
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Figura 6.7: Cambio conformacional del consenso del bloque 2 asociado a cada extremo del gradiente
latitudinal para cada sexo (ver el texto para mas detalles).

Si bien el cambio conformacional no fue igual en ambos bloques, se pudieron encontrar
modificaciones similares entre ellos. Las diferencias probablemente se debieron a que, no sélo la
cantidad de las lineas asociadas a cada poblacién fue diferente en cada uno de ellos sino que,
ademas, existieron diferencias en relacién a las poblaciones que los constituyeron. Por un lado,
en el bloque 1 no hubo lineas de las poblaciones de Neuquén y Uspallata, que son las de mayor
latitud y altitud respectivamente (Tabla 5.1 del Capitulo 5). Por otro lado, en el bloque 2 no
estuvieron representadas las poblaciones de Barreal, Jachal y San Juan. Si bien el bloque 2
estuvo constituido por un menor nimero de poblaciones, aquellas que lo conformaron parecen
ser mas representativas de los gradientes geograficos estudiados. De todos modos, hay que
considerar que se asigné la misma cantidad de lineas a cada bloque de manera aleatoria y que
los cambios conformacionales asociados a la latitud observados en cada uno de ellos parecen ser

consistentes entre si.

Analisis de regresion del estimador relacionado con el wing loading

Se realiz6 un andlisis de regresion multiple Forward stepwise entre los valores del cociente
TA/LT, utilizado como un estimador de la inversa del wing loading; y las variables
independientes latitud y altitud en cada sexo por separado. Los resultados de estos analisis

revelaron que el componente de TA/LT explicado por la variacién genética asociada al
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cromosoma 2, varia Gnicamente con la altitud y soélo en los machos. En este caso, la relacion
explicé alrededor del 17% de la varianza fenotipica total observada y el valor de la pendiente
fue de 0,28 (ts3=2,35, p=0,02). De esta manera se puede decir que el tamafo de las alas aumenta
mas que el del térax al aumentar la altura o, similarmente, que el tamafio de las alas disminuye

en menor grado que el del térax a medida que se incrementa la altitud.

Discusion

Se realiz6 un anélisis genético-cuantitativo utilizando lineas de D. melanogaster derivadas
de poblaciones naturales de Argentina con el fin de caracterizar parte de la arquitectura
genética de la conformacién del ala. Dado que se utilizaron lineas isogénicas que difieren
tnicamente en el cromosoma 2 proveniente de la naturaleza; se pudo analizar la porcién de la
varianza fenotipica total explicada por factores genéticos asociados a ese cromosoma
considerando, ademas, el efecto del sexo y de la poblacién de origen. Finalmente, el anélisis de
la morfologia de las alas en combinacion con el estudio del tamafio corporal realizado en el
Capitulo 5 permiti6é poner a prueba las hipotesis adaptativas que relacionan los cambios en la
morfologia de las moscas con los gradientes geograficos. De esta manera, se analiz6 la
correspondencia entre la modificaciéon de la conformacion del ala y los gradientes geograficos,
por un lado; y el cambio de la relacion entre el tamafio del ala y el del térax con dichos
gradientes, por el otro. Los resultados sugieren que existe abundante variabilidad genética
intrapoblacional asi como diferencias entre los sexos y entre las poblaciones para la
conformacion del ala, las cuales se deberian a variantes genéticas presentes en el cromosoma 2.
Asimismo, los andlisis relacionados con los gradientes geograficos revelaron resultados que son
consistentes con los derivados de trabajos previos en los que se observé que la inversa del wing
loading y el wing aspect aumentan con la latitud y la altitud. Por lo tanto, los resultados son
discutidos en el marco de los dichos antecedentes, tomando en consideracion la existencia de
otros factores que presentan diferencias entre gradientes geograficos y que afectan al

desempefio en el vuelo.

Analisis genético-cuantitativo

El andlisis genético-cuantitativo general revel6 la existencia de una importante variacién
genética intrapoblacional, asociada al cromosoma 2, para la conformacion del ala.
Particularmente, los resultados mostraron que los factores genéticos juntos explicaron un 25%
de la varianza fenotipica total. Sin embargo, cuando se analizaron las poblaciones en forma
separada, los resultados presentaron valores que estuvieron entre el 8% y el 37%. Dado que las

poblaciones que mostraron resultados significativos para las fuentes de variaciéon genética son
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aquellas que presentan la mayor cantidad de lineas; esto muestra que, en general, pueden
existir diferencias importantes en relacién a la variabilidad genética asociada a la conformacién
del ala entre las poblaciones naturales.

Como se menciond en el Capitulo 5, si los factores genéticos que contribuyen a la
conformacioén del ala se distribuyeran aleatoriamente en el genoma, se esperaria que el
cromosoma 2 explique aproximadamente el 40% de la varianza fenotipica total. Los valores en
cuestiéon nunca alcanzaron dicho valor y, a menudo, fueron bastante menores. Esto puede
deberse, como se mencioné en el Capitulo 5, a la suma del error de medicién, la varianza
interindividual y, quizas, el fondo genético utilizado.

En principio, estos resultados estan de acuerdo con las estimaciones hechas previamente
para la varianza genética asociada a este caracter (Birdsall et al., 2000; Dworkin & Gibson, 2006;
Mezey et al., 2005, Mezey & Houle, 2005; Weber, 1990; Weber et al., 1999; 2001; 2005; 2008;
Zimmerman et al., 2000). Sin embargo hay que destacar que todos estos trabajos se realizaron
con el objetivo de identificar QTLs que afecten a la conformacion del ala, de manera similar al
estudio vinculado al Capitulo 3 de esta tesis. Por lo tanto, si bien estos trabajos demostraron que
la base genética de la conformacion del ala estd constituida por una gran cantidad de genes,
generalmente no analizaron la variabilidad genética natural asociada a este caracter complejo.
Algunos de estos trabajos permitieron saber que muchos de esos genes se encuentran en el
cromosoma 2 (Mezey et al., 2005; Weber et al., 2001, 2008; Zimmerman et al., 2000), lo cual es
consistente con la importante variabilidad genética encontrada entre las lineas de sustituciéon
cromos6mica analizadas.

Asimismo, de la comparacién de estos resultados con los del Capitulo 5 se desprende
que la varianza genética para la conformacién del ala explica un porcentaje de la varianza
fenotipica total mayor que en el caso del tamafio del ala (20%). Estas diferencias sugieren que
existe una mayor variabilidad genética asociada al cromosoma 2 para la conformacién del ala
que para el tamafio de este 6rgano en las poblaciones naturales estudiadas. En principio, estos
resultados pueden implicar que los factores genéticos asociados a cada caracter estidn
distribuidos de distinta manera en el genoma, habiendo mas genes vinculados a la
conformacioén del ala en el cromosoma 2. Sin embargo, otra explicacién posible, que no excluye
a la anterior, es que ambos caracteres presentan un nivel de variabilidad diferente porque estan
sujetos a distintas fuerzas selectivas en la naturaleza. De todos modos, estos resultados reflejan,
una vez mas, la complejidad de la arquitectura genética de los componentes de la forma del ala
(es decir, de su conformacién y de su tamafio). Particularmente, los resultados sugieren que la
arquitectura genética de ambos caracteres difiere en las poblaciones naturales de D.

melanogaster, tal y como lo han sostenido otros autores previamente (Gilchrist & Partridge,
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2001).

Los resultados también mostraron que los sexos difieren significativamente entre si para
la conformacioén del ala. Si bien este resultado no sorprende debido a que distintos andlisis han
demostrado que existen diferencias para la conformacién del ala entre machos y hembras en
Drosophila (por ejemplo, Cowley et al., 1986; Gilchrist et al., 2000); se debe resaltar que las
diferencias se deben a factores genéticos presentes inicamente en el cromosoma 2. Asimismo,
los andlisis revelaron que las poblaciones presentan diferencias entre ellas para la conformaciéon
del ala que se pueden explicar por variantes genéticas localizados en dicho cromosoma. En
general, estos resultados estdn de acuerdo con los estudios previos, que encontraron diferencias
para la conformacion del ala entre poblaciones de D. melanogaster de distintas partes del mundo
(por ejemplo, Azevedo et al., 1998; Bubliy et al., 1996; Gilchrist et al., 2000; Imasheva et al., 1995;
van’t Land et al., 1999; Weber, 1990; ver mas abajo).

Visualizacién de los cambios conformacionales asociados a las lineas mas extremas

Al considerar tnicamente las lineas que presentaron los cambios mdas extremos de la
conformacion del ala en cada una de las dos primeras dimensiones analizadas, se pudo notar
que la mayoria de ellas fueron diferentes entre machos y hembras. Sin embargo, hubo dos que
coincidieron entre los sexos, que mostraron modificaciones conformacionales similares. Por un
lado, la linea San Blas 47, mostré un acercamiento entre las dos venas transversales (ACV y
PCV) y un ensanchamiento del extremo distal del ala debido a un desplazamiento de dos
puntos homologos en sentidos opuestos: la unién entre LV1y LV2, por un lado, y la unién entre
LV5 y el margen del ala, por el otro. Por otro lado, la linea San Blas 8, mostr6 un
desplazamiento de PCV hacia la parte distal de ala y un ensanchamiento del extremo distal del
ala debido, sobretodo, a un desplazamiento de la unién entre LV5 y el margen del ala. El resto
de las lineas en las que se visualiz6 el cambio conformacional mostraron modificaciones
similares, con un desplazamiento de la mayoria de los puntos homoélogos considerados en el

analisis aunque con cierta preponderancia de aquellos mencionados anteriormente.

Anadlisis de regresion
La conformacién del ala y los gradientes geogrificos

Los analisis de regresion revelaron que la conformaciéon del ala varfa
predominantemente con la latitud y, si bien dicha relaciéon explicé un porcentaje muy bajo de la
varianza fenotipica total observada, este se debe a factores genéticos asociados al cromosoma 2.
En general, el cambio conformacional parece involucrar una elongaciéon en la direccion

préoximo-distal con el aumento de la latitud.
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A pesar de las numerosas diferencias entre los andlisis hechos en este capitulo y los
correspondientes a los trabajos previos (no sélo en relacién con la base genética de las lineas
empleadas sino también con respecto a la manera de estudiar la morfologia del ala, las
condiciones de cria de las moscas y el sexo considerado en los analisis), se pueden observar
ciertas coincidencias entre ellos, al menos en términos generales. Distintos grupos de
investigacion ha encontrado variaciéon genética clinal para diferentes estimadores de la
morfologia del ala al estudiar poblaciones naturales de D. melanogaster asociadas a varias
regiones del mundo como Asia, Europa, Australia y Sudamérica (Azevedo et al., 1998; Bubliy et
al., 1996; Imasheva et al., 1995; van’t Land et al., 1999). Algunos de estos autores analizaron
diferentes variables lo que les permitié observar que el cambio ocurrié6 predominantemente en
el compartimiento posterior (Bubliy et al., 1996; Imasheva et al., 1995). Otros autores analizaron
el wing aspect y observaron una tendencia al aumento del largo del ala en relacién a su area con
el incremento de la latitud (Azevedo et al., 1998; Gilchrist et al., 2000; van’t Land et al., 1999). A
pesar de las diferencias metodolégicas, generalmente todos coinciden en que el ala sufre
modificaciones en la direccion préximo-distal con la latitud, la cual tiende a elongarse
desproporcionadamente con la latitud (Azevedo et al., 1998; Bubliy et al., 1996; Gilchrist et al.,
2000; Imasheva et al., 1995; van’t Land et al., 1999). El trabajo de Gilchrist y colaboradores (2000)
es digno de una mencién especial debido a que es el tnico en el que se estudié el cambio
conformacional del ala de D. melanogaster entre las poblaciones correspondientes a los extremos
de las clinas previamente caracterizadas para el tamafio del ala pertenecientes a Australia,
Africa y Sudamérica (Gilchrist & Partridge, 1999). Estos autores, ademas de analizar el wing
aspect, realizaron un andlisis multivariado similar al hecho en este trabajo y encontraron
modificaciones conformacionales asociadas a las poblaciones de mayor y menor altitud muy
parecidas a las observadas en este estudio en relacion al gradiente latitudinal.

Algunos de los autores mencionados también analizaron el cambio en la conformacion
del ala asociado a la latitud en poblaciones de D. subosbscura correspondientes a Europa y
Norteamérica y encontraron un patrén que, en términos generales, coincide con el mencionado
anteriormente para D. melanogaster (Gilchrist et al., 2001; Huey et al., 2000). Estos autores
observaron que la longitud del ala aumentaba con la latitud en ambos continentes (Huey et al.,
2000; Gilchrist et al., 2001). Sin embargo, en el Viejo Mundo la porcién proximal del largo del ala
es la que les permiti6 explicar el patrén clinal mientras que la parte distal es la que lo hizo en
Norteamérica (Huey et al., 2000; Gilchrist et al.,, 2001). Estos autores dijeron que era
extremadamente improbable que la diferencia entre ambas clinas, relacionada con la
disposicion de la vena transversal posterior, tuviera algan significado adaptativo. El argumento

que emplearon fue que, dado que la regién mas posterior y distal del ala estaria sujeta a una
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menor restriccion funcional que la mas anterior y proximal (Dickinson et al., 1999), podria
evolucionar mas facilmente por deriva génica. De acuerdo con estos autores, Gilchrist y
colaboradores (2000) encontraron una variacion considerable para la posicion de la vena
transversal posterior de D. melanogaster entre continentes, lo cual serfa consistente con su
hipétesis. Asimismo, los resultados observados en este trabajo también parecen estar de

acuerdo con esa idea.

El wing loading y los gradientes geogrdificos

Los andlisis de regresion revelaron que el cociente TA /LT, utilizado como un estimador
de la inversa del wing loading, aumenta con la altitud en los machos. En este caso, la relacion
explic6 alrededor del 17% de la varianza fenotipica total observada (asociada al cromosoma 2) y
el valor de la pendiente fue de 0,28. Tras analizar conjuntamente estos resultados y los
correspondientes a los andlisis individuales de cada estimador del tamafio corporal (Capitulo
5); se puede decir que el tamafio de las alas de los machos disminuye en menor grado que el del
torax a medida que se incrementa la altitud. Estos resultados estan parcialmente de acuerdo con
algunos estudios previos que encontraron clinas geograficas, sobretodo latitudinales, para
distintos estimadores del wing loading en poblaciones naturales de Drosophila de distintas
regiones del mundo (por ejemplo, Azevedo et al., 1998; Gilchrist & Huey, 2004; Karan et al.,
1998; Parkash et al., 1999; Sambucetti et al., 2006). Particularmente, Sambucetti y colaboradores
(2006) encontraron una relacion positiva entre el cociente largo del ala/largo del térax y la
altitud en machos de poblaciones argentinas de D. buzzatii.

En forma similar a lo mencionado anteriormente para el wing aspect, los cambios
observados en el wing loading en relacion con los gradientes geograficos son generalmente
similares a los vistos entre individuos de Drosophila criados a distintas temperaturas. A pesar de
que estos trabajos estimaron el wing loading de diferentes maneras, sus resultados mostraron
que sus valores generalmente disminuyen (o los valores de la relacion entre el tamafio del ala y
el del cuerpo aumentan) a medida que la temperatura decrece (por ejemplo, Azevedo et al.,
1998; Barker & Krebs, 1995; Bitner-Mathé & Kaczko, 1999; David et al., 1994; de Moed et al., 1997;
Gilchrist & Huey, 2004; Loeschcke et al., 1999; Morin et al., 1999; Noach et al., 1996; Pétavy et al.,
1997; Scheiner et al., 1991; Thomas & Barker, 1993).

Conclusiones generales de los andlisis de regresién

Dado que la frecuencia del aleteo disminuye con la temperatura (Barnes & Laurie-
Ahlberg, 1986; Curtsinger & Laurie-Ahlberg, 1981; Lehmann, 1999; Reed, 1942), seria adaptativo
poseer valores menores de wing loading o mayores de wing aspect en ambientes frios ya que estos

les otorgarian a las moscas una mayor capacidad de ascenso (Ellington, 1984c). Por lo tanto se
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puede decir que, en general, los resultados expuestos en este capitulo estan de acuerdo con la
hipétesis de adaptacion térmica vinculando al wing loading y el wing aspect con los gradientes
geograficos. Particularmente, se ha observado que las moscas de ambos sexos presentan alas
mas alargadas a medida que aumenta la latitud y que el wing loading de los machos disminuye
con la altitud debido a una reduccién del tamafo de su térax. En principio, la especificidad de
sexo de este dltimo resultado en comparacién con la generalidad del primero es sorprendente.
Sin embargo, los costos asociados al incremento del area del ala y a la disminucién del tamafio
del térax podrian ser muy diferentes. Esto se debe a que la reduccién de la masa corporal
podria implicar una disminucién de la capacidad reproductiva dado que el tamafio corporal
estd fuertemente asociado a la fecundidad en muchos insectos, incluido Drosophila (Berrigan,
1991; Marden, 1989, 1995; Nunney & Cheung, 1997; Robertson, 1957; Santos et al., 1992). Por lo
tanto, las diferencias entre los sexos en relacion al wing loading podrian deberse a que seria
menos adaptativo para las hembras disminuir su masa corporal (lo que llevaria a una mayor
capacidad dispersiva) por el efecto negativo que esto tendria en la fecundidad. En cambio, el
aumento del area del ala demandaria costos menores, que no comprometerian seriamente a
otros caracteres vinculados al fitness, por lo que podria lograrse mas facilmente en ambos sexos.
Las razones por las cuales no se observaron patrones similares considerando la latitud y la
altitud no se pueden inferir a partir de estos resultados pero podrian tener que ver con otros
factores ambientales que muestran diferencias entre poblaciones de altura y de llanura y que no
cambian con la latitud. Entre estos factores estd la densidad del aire, que disminuye a medida
que se incrementa la altitud lo que podria dificultar el vuelo a grandes alturas dado que las
fuerzas aerodindmicas producidas por el aleteo aumentan con la densidad del aire (Dudley,
2000). De hecho, como se mencioné anteriormente, se ha observado que la reduccién de la
temperatura y de la presion del aire afecta negativamente al desempefio en el vuelo en D.
melanogaster (Dillon & Frazier, 2006). Es mas, se demostr6 que, a bajas temperaturas, la
disminucién de la presion del aire afecta negativamente el desempefio en el vuelo (Dillon &
Frazier, 2006). Dado que, para poder volar en esas condiciones, las moscas deberian hacer una
gran fuerza muscular de forma tal de alterar la cinematica del aleteo (Dudley, 2000) y que esto
podria ser muy dificil dada la disminucién de las tasas metabdlicas con la temperatura
(Berrigan & Partridge, 1997, Huey & Kingsolver, 1989); el aumento del area del ala podria
aportar poco para incrementar la eficiencia del vuelo. De esta manera, las moscas podrian
compensar las condiciones que desaffan la capacidad de vuelo a grandes alturas reduciendo el
wing loading ya que, de esta manera, disminuirian los requerimientos energéticos y aumentaria
la capacidad de ascenso (Dudley, 2000). Sin embargo, como se mencioné anteriormente, esto

podria ser menos adaptativo para las hembras debido al gran costo reproductivo que les
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demandaria. Seria necesario realizar otros estudios para saber si las hembras poseen
efectivamente tasas de dispersién menores que las de los machos y, en ese caso, si existen
factores compensatorios para que las hembras puedan sobrevivir y reproducirse en forma

similar a los machos como, por ejemplo, una mayor resistencia a la inanicion.
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Capitulo VII

Identificacién de regiones genémicas responsables de la variacién de los
caracteres estudiados en las lineas de D. melanogaster derivadas de poblaciones

naturales.

Resumen

Los estudios destinados a conocer la arquitectura genética de un cardcter cuantitativo
requieren saber qué proporcién de los genes involucrados en su expresion es responsable de la
variabilidad fenotipica observada en poblaciones naturales. Debido a esto, se realizaron pruebas
de complementacion genética entre seis lineas de sustitucion cromosémica, que presentaron
valores extremos para los caracteres vinculados al tamafio corporal (Capitulo 5), y seis lineas
BDGP en las cuales el gen afectado por la mutacion se encuentra en el cromosoma
correspondiente y es candidato a integrar la base genética de dichos caracteres (Capitulo 2). Los
andlisis de los caracteres vinculados al tamafio corporal revelaron la existencia de variabilidad
natural para todos los genes analizados en la mayoria de los casos, con un efecto fenotipico
similar en ambos sexos. Sin embargo, los resultados indican que distintos caracteres vinculados
al tamafio corporal presentan distintos niveles de variacién natural y sugieren que la expresién
de DO estda mas canalizada que la del resto. Con respecto a la conformacién del ala, los
resultados mostraron un menor nivel de variacién genética natural que para el tamafio corporal
la cual, a su vez, dependeria fuertemente del sexo. Particularmente, el andlisis univariado revelo
la existencia de variabilidad tinicamente en los machos descendientes de jing mientras que los
analisis multivariados revelaron la existencia de variabilidad para toc y CG14478 en las hembras
y para Fas3 y Rtnll en los machos. En ese sentido, los resultados sugieren que la expresién de la
conformacion del ala estd mas canalizada que la de los estimadores del tamafio corporal. En
general, las variantes naturales encontradas sugieren que los genes estudiados interacttdan con
otros que intervienen directamente en la expresion de los distintos caracteres estudiados. De
todos modos, se puede decir que todos los genes analizados presentan variabilidad genética,
independientemente de que la contribuciéon a la variabilidad natural de los caracteres
analizados sea en forma directa o indirecta. Otros estudios mas especificos permitiran confirmar
la participacion de estos genes en el desarrollo de las distintas estructuras del adulto de
Drosophila y conocer las bases moleculares de la variaciéon entre los alelos involucrados en la

expresion de los caracteres analizados en las poblaciones estudiadas.
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Introduccién

La comprension de la arquitectura genética de cualquier cardcter cuantitativo requiere,
entre otras cosas (ver el Capitulo 1), saber qué proporcién de los genes involucrados en su
expresion es responsable de la variabilidad fenotipica observada en poblaciones naturales
(Mackay, 2004). Tal y como fue mencionado anteriormente (ver el Capitulo 5), distintos trabajos
han estudiado la variacion natural en el tamafio corporal en Drosophila en general y en D.
melanogaster en particular (por ejemplo, Azevedo et al., 2002; Capy et al., 1993; 1994; Coyne &
Beecham 1987; Folguera, 2007; James et al., 1995; Louis et al., 1982; van’t Land et al., 1999).
Asimismo, diferentes autores han obtenido evidencias que apoyan la idea de que las clinas
latitudinales para el tamafio del cuerpo, observadas en repetidas oportunidades, especialmente
en D. melanogaster; tienen un origen adaptativo (Calboli et al., 2003; Gilchrist & Partridge, 1999;
Gockel et al., 2001; 2002; Turner et al., 2008; Zwaan et al., 2000). En particular, esto implicaria,
necesariamente, la existencia de variabilidad genética asociada a loci vinculados a la expresion
del tamafio corporal. En ese sentido, distintos andlisis de QTLs revelaron que la mayor parte de
la variacién genética para el tamafio corporal en poblaciones naturales de Australia y
Sudamérica de D. melanogaster podia ser explicada por factores ubicados en los autosomas,
principalmente en el cromosoma 3 (Calboli et al., 2003; Gockel et al., 2002; Kennington et al.,
2006; 2007; Rako et al., 2006; Weeks et al., 2002). Sin embargo, uno de estos trabajos mostr6 que el
brazo derecho del cromosoma 2 presenta una region pleiotrépica con respecto a distintos
caracteres vinculados al tamafio corporal o que contiene QTLs estrechamente ligados con
efectos predominantes en un solo caracter (Calboli et al., 2003). De la misma manera,
previamente se mencioné (Capitulo 6) que se realizaron distintos estudios con el objetivo de
identificar QTLs que afecten a la conformacién del ala (Dworkin & Gibson, 2006; Mezey et al.,
2005; Weber et al., 1999; 2001; 2005; 2008; Zimmerman et al., 2000). De acuerdo con los resultados
obtenidos en el marco de esta tesis (Capitulo 3), estos estudios demostraron que la base genética
de la conformacién del ala estd constituida por una gran cantidad de genes. Algunos de estos
trabajos permitieron saber que muchos de esos genes se encuentran en el cromosoma 2 (Mezey
et al., 2005; Weber et al., 2001, 2008, Zimmerman et al., 2000), lo cual es consistente con la
importante variabilidad genética encontrada entre las lineas de derivadas de la naturaleza
(Capitulo 6).

El mapeo de QTLs representa una aproximacién complementaria con respecto a la
mutagénesis por inserciéon de elementos moéviles para identificar genes candidatos a formar
parte de la base genética de los caracteres de interés (Anholt & Mackay, 2004; Mackay, 2001;
2004). Este tipo de estudios aprovecha inicialmente la variacién natural vinculada a los

caracteres de interés pero requiere de un trabajo posterior de refinamiento de los intervalos
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identificados de forma tal de identificar y validar los genes asociados (Anholt & Mackay, 2004;
Mackay, 2001; 2004). Inversamente, la mutagénesis por inserciéon de elementos méviles permite
inicialmente identificar tales genes candidatos pero requiere de un trabajo posterior que permita
establecer que dichos genes presentan variaciéon genética asociada a la diversidad de los
caracteres estudiados (Anholt & Mackay, 2004; Mackay, 2001; 2004). De esta manera, ambas
aproximaciones al analisis de la base genética de un determinado caracter requieren de una
etapa posterior de validacion que puede ser llevada a cabo a través de pruebas de
complementaciéon de deficiencias cromosémicas y/o de mutaciones puntuales (Anholt &
Mackay, 2004; Mackay, 2001; 2004).

Tradicionalmente, se utiliz6 el protocolo experimental que emplea deficiencias
cromosdmicas para mapear mutaciones recesivas que poseen un efecto fenotipico importante
(Pasyukova et al., 2000). De esta manera, una linea que presenta una de tales mutaciones es
cruzada con distintas lineas que presentan diferentes deficiencias superpuestas en la region
correspondiente y se registra el fenotipo de la descendencia heterocigota (Mackay, 2001; 2004;
Pasyukova et al., 2000). Para caracteres cuantitativos este disefio debe modificarse porque se
intenta detectar pequefias diferencias entre las lineas y porque multiples loci con efectos que no
son estrictamente recesivos contribuyen al fenotipo de interés (Pasyukova et al., 2000). Por lo
tanto, como minimo, se deben cruzar dos lineas con distintas variantes del locus de interés con
cada linea portadora de una determinada deficiencia (Pasyukova et al., 2000). Sin embargo, una
diferencia significativa entre las medias de ambos heterocigotas podria explicarse de dos
maneras diferentes: a) podrian deberse a distintos alelos del QTL en cuestiéon presentes en las
lineas parentales que no son cubiertos por la deficiencia, b) podrian deberse a efectos aditivos
de QTLs que segregan entre las lineas parentales pero que no son descubiertos por la deficiencia
(Pasyukova et al., 2000). Para controlar este altimo efecto, se debe comparar la diferencia entre
los heterocigotas para la deficiencia con la diferencia entre los heterocigotas para una linea que
presente el mismo fondo genético que la linea portadora de la deficiencia pero que no presenta
dicha deficiencia (Pasyukova et al., 2000). Una vez realizados los cruzamientos y registrados los
fenotipos de los descendientes heterocigotas se dice que hay complementacién entre un
determinado QTL y una deficiencia en la misma regién, si el fenotipo de la descendencia del
cruzamiento entre ambas lineas (que muestran diferencias para el caracter analizado) presenta
un fenotipo similar al salvaje (Anholt & Mackay, 2004; Mackay, 2001; 2004). La ausencia de
complementacion se puede explicar de dos manera posibles: a) la deficiencia deja al descubierto
alelos de las dos lineas parentales con diferentes efectos en el caracter de interés (alelismo), b)
existen interacciones génicas entre los QTLs en ambas lineas parentales con otros QTLs que

afectan al mismo caracter (epistasis; Anholt & Mackay, 2004; Mackay, 2001; 2004; Pasyukova et
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al., 2000). La comparacién de los puntos de ruptura de las deficiencias que no complementaron
con los de las que si lo hicieron permiten reducir los intervalos de QTLs y particionarlos en
multiples loci ligados (por ejemplo, De Luca et al., 2003; Fanara et al., 2002; Harbison et al., 2004;
Pasyukova et al., 2000). A continuacién, se pueden llevar a cabo pruebas de complementacion
con todos los mutantes disponibles de los genes en cuestion de forma tal de validarlos (Mackay,
2001; 2004). Este procedimiento se ha utilizado en repetidas oportunidades para identificar
genes candidatos a integrar la base genética de distintos caracteres (por ejemplo, De Luca et al.,
2003; Fanara et al., 2002; Gurganus et al., 1999; Harbison et al., 2004; Long et al., 1995). De todos
modos, los loci implicados siguen siendo genes candidatos hasta que se pueda probar que son
responsables del fenotipo observado (Mackay, 2001; 2004). Esto se logra, en dltima instancia,
cuando se obtiene el fenotipo salvaje tras cruzar la linea con el alelo salvaje en un determinado
fondo genético con otra linea portadora de un alelo nulo del locus en el mismo fondo genético
(Mackay, 2001; 2004). Asimismo, estos genes que presentan variabilidad genética en las
poblaciones naturales (QTGs) pueden ser confirmados por métodos independientes como el
mapeo por desequilibrio de ligamiento para asociar los polimorfismos moleculares o SNP (por
su sigla en inglés: Single Nucleotide Polymorphism) que presentan los genes candidatos con la
variacion natural para el caracter analizado (por ejemplo, Long et al., 1998; 2000; Lyman et al.,
1999; Lyman & Mackay, 1998).

Aparentemente, esta segunda etapa no se ha llevado tras haber realizado los distintos
analisis de QTLs para el tamafio corporal de D. melanogaster mencionados anteriormente
(Calboli et al., 2003; Gockel et al., 2002). Particularmente, algunos trabajos han analizado la
relacién entre marcadores presentes en el cromosoma 3 y la variacion fenotipica natural y han
prestado especial atencién a la asociacion con la inversién In(3R)Payne (Kennington et al., 2006;
2007; Rako et al., 2006; Weeks et al., 2002). Sin embargo, practicamente no existen estudios que
hayan analizado el aporte del cromosoma 2 en mayor profundidad ni que hayan identificado
genes vinculados a la variacion del tamafio corporal en la naturaleza (ver el Capitulo 5).
Similarmente, perece que esta segunda etapa del andlisis no se ha desarrollado atin para la
conformacioén del ala.

Dado que previamente se identificaron genes candidatos a integrar la base genética del
tamafio corporal (Capitulo 2) asi como lineas de sustitucién cromosémica derivadas de
poblaciones naturales que presentaron fenotipos extremos para los caracteres analizados
(Capitulo 5); se comenz6 a desarrollar dicha segunda etapa a partir de la informaciéon obtenida
en el marco de esta tesis. De esta manera, se realizaron pruebas de complementacién genética
entre algunas de las lineas derivadas de la naturaleza mencionadas y determinadas lineas

BDGP con el objetivo de determinar la existencia de QTGs que serian los responsables de la
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variabilidad observada en las poblaciones naturales para los caracteres vinculados al tamafio
corporal. Dado que este estudio se llevé a cabo con lineas isogénicas que difieren en el
cromosoma 2 que se ha sustituido y que deriva de la naturaleza, y lineas BDGP en las que los
genes mutados se encuentran en el cromosoma 2; esto permitid, ademads, profundizar en el
conocimiento del aporte de dicho cromosoma a la variacion natural para el tamafio corporal. Si
bien las lineas fueron seleccionadas soélo por el fenotipo que mostraron en relaciéon a los
caracteres vinculados al tamafio corporal, la manera de estimar el tamafio del ala permite
realizar un andlisis de la conformacién del ala con un esfuerzo adicional pequefio. Por lo tanto,
también se llevo a cabo el analisis de la conformacién del ala ante la posibilidad de identificar
QTGs asociados al cromosoma 2 responsables de la variaciéon natural observada para dicho
caracter.

En resumen, esta tltima etapa de la tesis tiene como objetivo identificar QTGs para los
caracteres vinculados al tamafio corporal y la conformacién del ala en D. melanogaster, con el fin
de profundizar en el conocimiento de la arquitectura genética de estos caracteres. En particular,
se cruzaron seis lineas de sustitucion cromosémica de las que presentaron los valores medios
mas extremos para los caracteres vinculados al tamafo corporal y seis lineas BDGP en las cuales
el gen afectado por la mutacion se encuentra en el cromosoma correspondiente y es candidato a
integrar la base genética de dichos caracteres. Asimismo y de acuerdo con lo mencionado
anteriormente, se realizaron los cruzamientos entre las mismas lineas derivadas de la naturaleza
y la linea control en la que el gen no ha sido afectado por la mutacién. De esta manera, en
aquellos casos en los que no se registr6 complementaciéon entre las lineas derivadas de la
naturaleza para una determinada linea BDGP se identific6 un QTG; ya sea porque el gen que
presenta las variantes es el responsable directo de las diferencias fenotipicas observadas o

porque interactia epistaticamente con otro que causa tales diferencias.

Materiales y métodos
Stocks de Drosophila

Por un lado, de las 113 lineas BDGP que difirieron significativamente de la linea control
para algin caracter vinculado al tamafio corporal al menos en un sexo (Capitulo 2), se
seleccioné un grupo para utilizar en los experimentos correspondientes a este capitulo. Se
emplearon los siguientes criterios de seleccion: a) lineas que hayan mostrado diferencias con
respecto al control para un naimero mayor de caracteres vinculado al tamafio corporal en ambos
sexos; b) lineas que hayan presentaron los valores mds extremos en maés casos; c) lineas en las
que se haya podido identificar un gen afectado por la insercién del elemento P; d) lineas en las

que la mutacién haya afectado al cromosoma 2; e) lineas en las que la insercion del elemento P
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haya ocurrido dentro de un gen o muy cerca de alguno; f) lineas que hayan dado resultados
similares a los obtenidos previamente al ser analizadas de nuevo tras aplicarles el mismo disefio
experimental. De esta manera, y considerando que la linea BG02056 no estaba disponible, se
seleccionaron las lineas BG00846, BG02023, BG02065, BG02081, BG2314 y BG2690; en las que los
genes candidatos son invected (inv), Fasciclin 3 (Fas3), toucan (toc), Rinll, jing y CG14478
respectivamente.

Por otro lado, en el Capitulo 5 se preseleccionaron 11 lineas de sustitucién cromosémica
por ser las que mostraron el aumento o la disminucion més extrema para mas de un caracter
vinculado al tamafio corporal en ambos sexos (considerando las primeras y las tltimas 10 de la
lista de lineas ordenadas por el valor medio de cada carécter). De estas lineas se seleccion6 un
grupo para utilizar en los experimentos correspondientes a este capitulo. En este caso, se
emplearon los siguientes criterios de seleccién: a) lineas que hayan mostrado el aumento o la
disminucién mdas extrema para un ntimero mayor de caracteres vinculado al tamafio corporal
en ambos sexos; b) mismo ntimero de lineas correspondientes a cada extremo; c) lineas que
pertenezcan a diferentes poblaciones. De esta manera se seleccionaron las lineas Giliemes 269,
Neuquen 58 y San Blas 29, entre las que presentaron los valores medios mayores, y Chilecito 29,
Jachal 5 y Lavalle 12, entre las que presentaron los valores medios menores.

Cabe recordar que el background genético correspondiente a los cromosomas sexuales, 3
y 4 es idéntico entre las lineas provenientes de las poblaciones naturales (lineas de sustitucion
cromosOmica), las lineas mutantes (lineas BDGP) y la linea control empleada en el estudio de
ambos tipos de lineas (IsoB). Este background genético es el Canton S B (para mas detalles, ver
el Anexo Metodolégico II).

Disefio Experimental

Se cruzaron machos de cada una de las seis lineas BDGP y de la linea IsoB con hembras
virgenes de cada una de las lineas de sustitucion cromosémica. Cada uno de dichos
cruzamientos se armé en una caja independiente aunque todos ellos se realizaron
simultdneamente, en un mismo bloque, aplicando el disefio experimental detallado en el Anexo
Metodolégico 1. De esta forma se obtuvieron las moscas adultas utilizadas para estimar los
caracteres vinculados al tamafio corporal y la conformacién del ala. Estos individuos fueron
disecados y fotografiados de la manera detallada en el Capitulo 5.

Caracteres vinculados al tamafio corporal

Los caracteres vinculados al tamafio corporal medidos en los descendientes de cada

cruzamiento son los que se han estudiado en otros capitulos de la tesis: la distancia interocular

(DO), el ancho de la cabeza (AC), el largo del térax (LT) y el tamafio del ala (TA). La manera en
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la que se fotografiaron los individuos y se realizaron las mediciones se detalla en el Anexo
Metodolégico II.
Conformacion del ala

La conformacién del ala de las moscas adultas fue analizada en los descendientes de
cada cruzamiento mediante la variable univariada Distancia de Procrustes (DP) de forma tal de
llevar a cabo un anélisis similar al realizado con los caracteres vinculados al tamafio corporal.
Como fue mencionado en reiteradas oportunidades, esta variable se obtuvo mediante la
implementacion de una técnica de Morfometria geométrica (para mas detalles, ver el Anexo
Metodoloégico II).

Analisis Estadisticos

Los datos correspondientes a los descendientes de los cruzamientos entre cada linea
BDGP y las lineas de sustitucion cromosémica fueron analizados por separado. En cada uno de
estos andlisis, se incorporaron los datos correspondientes a los descendientes de los
cruzamientos entre la linea control y las lineas derivadas de la naturaleza.

De esta manera, se realizé un analisis distinto por cada linea BDGP para cada variable
(DO, AC, LT, TA y DP) empleando el siguiente modelo de ANOVA:

Y=p+C+L+S+CxL+CxS+LxS+CxLxS+€
donde p es la media del caracter analizado, C es el factor fijo cruzamiento con 2 niveles, la linea
BDGP e IsoB cruzadas con cada linea isogénica; L es el factor fijo linea con 6 niveles, las 6 lineas
de sustitucién cromosémica cruzadas con las lineas BDGP e IsoB; S es el factor fijo sexo con dos
niveles, machos y hembras; y € es el error.

Los términos de interés son C x L, que denota la ausencia de complementacién de
alguna linea isogénica; y C x L x S, que indica un efecto sexo-especifico de tal ausencia. Dichos
efectos se obtienen si las lineas derivadas de la naturaleza son portadoras de distintos alelos del
gen; el cual puede ser el responsable directo de las diferencias fenotipicas observadas o puede
interactuar epistdticamente con otro que causa tales diferencias. En aquellos casos en los que
alguna de las interacciones mencionadas fue significativa, se identificé un QTG; es decir, un gen
que presenta variabilidad genética para el cardcter analizado en la naturaleza. En estos casos se
determiné qué lineas son las responsables de dicho efecto mediante comparaciones a posteri
(contrastes HSD para tamafios muestrales diferentes). Se consider6 que dos lineas son
portadoras de alelos distintos del gen analizado si el resultado de la comparacion entre ellas
mostré diferencias entre cruzamientos. Por ejemplo, la comparacion de los descendientes de
Chilecito 29 x BG00846 con los de Lavalle 12 x BG00846 debe dar resultados diferentes a los de

la comparacion entre los descendientes de Chilecito 29 x IsoB y los de Lavalle 12 x IsoB para

220



considerar que las lineas derivadas de la naturaleza mencionadas son portadoras de distintos
alelos de del gen en cuestién (en este caso, inv).

Si se considera que la presencia de la mutaciéon (en el cromosoma 2 de la linea BDGP
analizada) puede representar un ambiente diferente que su ausencia (en el cromosoma 2 de
IsoB) para el alelo natural analizado en cada caso (en el cromosoma 2 de la linea isogénica
estudiada); se puede considerar que el valor medio del caracter analizado en los descendientes
del cruzamiento entre una linea BDGP y una linea isogénica y aquel correspondiente a los
descendientes del cruzamiento entre IsoB y la misma linea isogénica componen una norma de
reaccion (Capitulo 4). En ese caso, si las normas de reacciéon de dos lineas de derivadas de la
naturaleza son diferentes, se puede decir que tales lineas presentan distintos alelos del gen en
cuestion. Entonces, siguiendo con el ejemplo anterior, si la recta determinada por las medias de
los descendientes de Chilecito 29 x BG00846 y de Chilecito 29 x IsoB difiere de la
correspondiente a los valores medios de los descendientes de Lavalle 12 x BG00846 y de Lavalle
12 x IsoB; se puede decir que las normas de reaccién de las lineas derivadas de la naturaleza
mencionadas son diferentes por lo que dichas lineas presentan distintos alelos de inv.

Todos los andlisis estadisticos fueron realizados usando el paquete STATISTICA

(StatSoft Inc., 2004).

Resultados
Caracteres vinculados al tamafio corporal

Los principales resultados de los ANOVAs correspondientes a las distintas lineas
mutantes, realizados con los valores de cada caradcter vinculado al tamafio corporal por
separado, se muestran en la Tabla 7.1. Con respecto a las fuentes de variacién de interés, los
analisis revelaron que la interaccion triple (C x L x S) nunca fue significativa y que la interaccién
doble (C x L) fue significativa en la mayoria de los casos (Tabla 7.1). En general, estos resultados
implican que, en los casos en los que hubo ausencia de complementacion, el efecto fue similar
en ambos sexos.

La observacion detenida de los resultados correspondientes a cada gen permitié notar
algunas particularidades en los mismos. Por un lado, los andlisis correspondientes a jing
(BG02314) fueron los que presentaron una menor cantidad de resultados significativos. En este
caso, la interaccion doble resulté significativa s6lo para AC y TA (Tabla 7.1). Por otro lado, los
resultados correspondientes a inv (BG00846), toc (BG02065) y CG14478 (BG02690) mostraron
que la interaccién mencionada resulté significativa para todos los caracteres excepto DO (Tabla
7.1). Finalmente, los anélisis correspondientes a Fas3 (BG02023) y Rtnl1 (BG02081) revelaron que

la interaccion de interés result6 significativa para todos los caracteres (Tabla 7.1).
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Tabla 7.1: Principales resultados de las pruebas de complementaciéon para distintos caracteres vinculados al tamafio corporal utilizando seis lineas de sustitucién
cromosdmica y seis lineas BDGP en las que el gen mutado se localiza en dicho cromosoma (inv, Fas3, toc, Rtnll, jing y CG14478) ademas de la linea control (IsoB). Se
realiz6 un ANOVA con los valores de cada caracter medido en los descendientes de los cruzamientos entre cada linea mutante y las lineas de sustitucion cromosémica,
por un lado, y entre dichas lineas e IsoB, por el otro. El modelo empleado incluye a los factores linea isogénica, cruzamiento (Linea BDGP e IsoB) y sexo como fijos. Se

muestra el valor de F y su significancia para cada fuente de variacién.

Fuente de Inv Fas3 toc

variacion DO AC LT TA DO AC LT TA DO AC LT TA
Linea (L) 14,36*** 13,17%** 4,42%** 11,53*** 4, 57%%*% 7 3gEH* 3,06* 14,51%** 11,51%**  9,24%* 7 61***  10,05***
Cruzamiento (C) 19,90%** 17,39%** 18,16*** 9 37** 2,45 0,82 10,84** 0,00 0,17 2,66 0,03 0,08
Sexo (S) 254,36 477,027 861,30"*  1351,07***  144,19%* 326,32*** 568,38*** 1258,38**  156,34*** 405,48*** 646,39*** 1145,65***
LxC 1,42 9,32%x* 9,01+ 5,95%** 5,40%%%  584%%% 5 AQFRE 3 AG** 1,73 4,07%  3,66%* 2,71*
LxS 091 0,54 1,90 1,44 1,20 1,77 1,44 1,66 1,22 2,91% 1,37 1,01
CxS 10,42 0,82 2,74 0,05 0,69 4,46* 1,14 1,88 0,11 0,03 0,00 1,61
LxCxS 0,79 0,76 0,78 0,61 0,88 1,12 2,07 0,74 1,40 1,31 0,92 1,26
Fuente de Rtnll Jing CG14478

variacion DO AC LT TA DO AC LT TA DO AC LT TA
Linea (L) 9,05%** 7,09%%* 2,06 4,08** 13,92%%*  15,28%** 11,03***  18,07*** 9,73***  11,66***  4,80***  12,95%**
Cruzamiento (C) 0,10 19,13%** 11,97%** 3,56* 1,80 0,08 2,76 1,70 2,11 4,33* 4,66* 6,34*
Sexo (5) 166,58*** 522 86***  775,09%**  1392,24**  196,34*** 532,89*** 726,40*** 1407,58***  159,45*** 351,04*** 643,52*** 1160,01***
LxC 4,24%%% 10,48*** 11,42%** 9,83*** 1,96 5,87%** 1,69 3,39** 1,76 5,77%%*% 7 87*** 2,84*
LxS 1,20 1,25 0,79 0,44 0,28 1,72 0,49 1,39 0,92 1,83 0,65 2,27*
CxS 041 1,52 2,50 0,18 2,34 1,53 0,01 0,00 0,55 0,08 0,00 0,71
LxCxS 1,32 0,94 1,56 1,99 0,26 1,56 1,96 1,59 0,77 1,14 2,61 0,78

DO: distancia interocular, AC: ancho de cabeza, LT: largo de térax, TA: tamafio de ala. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.
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Por lo tanto, existe ausencia de complementaciéon de alguna linea isogénica para todos
los caracteres excepto DO en jing, inv, toc y CG14478 y LT en jing.

La interaccién significativa entre la linea y el cruzamiento se debe a que las normas de
reacciéon correspondientes a dos o mas lineas derivadas de la naturaleza presentan distinta
pendiente. Dicho de otro modo, la interaccién mencionada es significativa si la diferencia de los
valores que conforman cada norma de reacciéon difiere entre dos o mas lineas. De esta manera,
se graficé la diferencia entre el valor medio del cardcter medido en los descendientes del
cruzamiento entre una linea isogénica e IsoB y los descendientes del cruzamiento entre la
misma linea isogénica y una linea mutante (Figura 7.1). Este grafico, que se hizo para cada
caracter vinculado al tamafio corporal considerando el promedio de los valores de ambos sexos
(debido a que la interacciéon C x L x S fue no significativa en todos los casos), muestra que la
diferencia entre los valores mencionados no mantiene un valor constante (es decir, un mismo
valor independientemente de la linea isogénica) en ningtn caso (Figura 7.1), lo cual indicaria la
ausencia de una interacciéon significativa entre la linea y el cruzamiento. Asimismo, estos
graficos muestran que existen tanto valores positivos (la media correspondiente a IsoB es mayor
que la asociada a la linea mutante) como negativos (la media correspondiente a IsoB es menor
que la asociada a la linea mutante) en todos los casos (Figura 7.1), lo cual indicarfa diferencias

en la disposicién relativa de las normas de reaccion.
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Figura 7.1: Diferencia entre el valor medio de un caracter medido en los descendientes del cruzamiento entre una linea isogenica v la linea control 7 en los
descendientes del cruzarmiento entre la fisma linea isogénica ¥ una linea mutante considerando el promedio de ambos sexos. DO distancia interocular, AC: ancho de
la cabeza,LT: largo del torax, TA: tamafio del ala. Genes mutados en las lineas BDGE: tne (M), Fos2 (@ ), toc (&), Rinll (&), jing (W) y CGE14478 (@) Lineas isogénicas:

Chilecito 29 (Chi2®), Gilemes 269 (Gie269), Jachal & (Jach5), Lawvalle 12 (Lavl2), Neuquen 58 (INgnb8) v San Blas 29 (Sb12%). La linea punteada gris sefiala el cero.
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Para saber cuales son las normas de reaccién que difieren significativamente entre si y

cual es su disposicion relativa, se realizaron comparaciones de a pares (contrastes de interaccion

en los que el error de tipo I se mantiene controlado). En general, estos contrastes mostraron que

todas las normas de reaccion difirieron de alguna otra practicamente en todos los casos en los

que hubo ausencia de complementacion. Asimismo, estos andlisis permitieron notar la

existencia de cuatro patrones distintos con respecto a la disposicién de las normas de reaccién

de las dos lineas comparadas. Estos patrones son:

a)

Cambio de rango: la media del caracter medido en los descendientes del
cruzamiento entre la linea isogénica 1 e IsoB difiere de la media correspondiente a
los descendientes del cruzamiento entre la linea isogénica 2 e IsoB; la media del
caracter medido en los descendientes del cruzamiento entre la linea isogénica 1y la
linea BDGP difiere de la media correspondiente a los descendientes del cruzamiento
entre la linea isogénica 2 y la linea BDGP; y las normas de reaccioén se cruzan entre si
(Figura 7.2a).

Cambio de escala tipo 1: la media del cardcter medido en los descendientes del
cruzamiento entre la linea isogénica 1 e IsoB no difiere de la media correspondiente
a los descendientes del cruzamiento entre la linea isogénica 2 e IsoB; la media del
caracter medido en los descendientes del cruzamiento entre la linea isogénica 1y la
linea BDGP difiere de la media correspondiente a los descendientes del cruzamiento
entre la linea isogénica 2 y la linea BDGP (Figura 7.2b).

Cambio de escala tipo 2: la media del caracter medido en los descendientes del
cruzamiento entre la linea isogénica 1 e IsoB difiere de la media correspondiente a
los descendientes del cruzamiento entre la linea isogénica 2 e IsoB; la media del
caracter medido en los descendientes del cruzamiento entre la linea isogénica 1 y la
linea BDGP no difiere de la media correspondiente a los descendientes del
cruzamiento entre la linea isogénica 2 y la linea BDGP (Figura 7.2c).

Cambio de escala tipo 3: la media del cardcter medido en los descendientes del
cruzamiento entre la linea isogénica 1 e IsoB difiere de la media correspondiente a
los descendientes del cruzamiento entre la linea isogénica 2 e IsoB; la media del
caracter medido en los descendientes del cruzamiento entre la linea isogénica 1y la
linea BDGP difiere de la media correspondiente a los descendientes del cruzamiento
entre la linea isogénica 2 y la linea BDGP; y las normas de reaccién no se cruzan

entre si (Figura 7.2d).
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Tabla 7.2: Ejemplos de los patrones observados en relacién a la disposiciéon de las normas de reaccién de
las dos lineas comparadas. a) Cambio de rango, b) Cambio de escala tipo 1, c) Cambio de escala tipo 2, y

d) Cambio de escala tipo 3 (ver el texto para mas detalles).

En general, se encontré una cantidad mucho mayor de casos en los que la interaccion
entre la linea y el cruzamiento se pudo explicar por un cambio de escala que por un cambio de
rango (124 y 2 respectivamente; Tabla 7.2). Asimismo, considerando los casos en los que la
interaccién se debié a un cambio de escala, el de tipo 2 (Figura 7.2c) explicé un nadmero mucho
mayor de casos (103) que el de tipo 1 (Figura 7.2b) el cual, a su vez, explicé el doble de casos
que el de tipo 3 (Figura 7.2¢c; 14 y 7 respectivamente; Tabla 7.2). En particular, la interacciéon
entre la linea y el cruzamiento (significativa para todos los caracteres menos DO) en toc y
CG14478 s6lo pudo ser explicada por un cambio de escala tipo 2 (Tabla 7.2). En cambio, los
casos en los que dicha interaccién resulté significativa relacionados con los otros cuatro genes
mostraron entre uno y tres de los cuatro patrones mencionados dependiendo del carécter
analizado (Tabla 7.2).

Finalmente, los contrastes revelaron que los descendientes de algunas lineas derivadas
de la naturaleza presentaron una mayor cantidad de diferencias significativas que los derivados
de las demés. Este es el caso de Neuquen 58, seguida por Giiemes 269, Lavalle 12 y San Blas 29

(resultados no mostrados).
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Tabla 7.2: Principales resultados de los contrastes a posteriori realizados en los casos en los que la
interaccion C x L del ANOVA principal fue significativa (ver Tabla 7.1). Se muestra la cantidad de
comparaciones significativas con respecto a cada patrén, el cual estd relacionado con la disposicion de las
normas de reaccién de las dos lineas comparadas (ver el texto para mas detalles).

Tipo de ino Fas3 toc
Interacciéon DO AC LT TA DO AC LT TA DO AC LT TA
Cambio de rango - 0 0 0 0 0 0 0 - 0 0 0
Cambio de escala tipol - 3 3 2 3 0 0 1 - 0 0 0
Cambio de escala tipo2 - 5 6 5 6 7 4 4 - 7 5 5
Cambio de escala tipo3 - 2 0 0 0 0 0 1 - 0 0 0
Tipo de Rtnll jing CG14478
Interacciéon DO AC LT TA DO AC LT TA DO AC LT TA
Cambio de rango 0 1 1 0 - 0 - 0 - 0 0 0
Cambio de escala tipo 1 0 0 1 0 - 1 - 0 - 0 0 0
Cambio de escala tipo 2 7 6 4 5 - 7 - 3 - 7 5 5
Cambio de escala tipo 3 0 0 0 0 - 1 - 3 - 0 0 0
DO: distancia interocular, AC: ancho de cabeza, LT: largo de térax, TA: tamafio de ala. “-”: interaccién C x L

no significativa.

Conformacién del ala

Los principales resultados de los ANOVAs correspondientes a las distintas lineas
mutantes, realizados con los valores de DP, se muestran en la Tabla 7.3. Estos andlisis revelaron
que las dos fuentes de variacién de interés (C x L y C x L x S) resultaron significativas para jing
(BG02314) y CG14478 (BG02690) mientras que solo la interaccion triple resulto significativa para
Ritnl1 (BG02081; Tabla 7.3). Por lo tanto, existe ausencia de complementacién de alguna linea
isogénica para la conformacion del ala (estimada a través de DP) en los genes jing, CG14478 y
Rtnl1. Sin embargo, el efecto fenotipico depende del sexo en los tres casos, por lo que se estudio

la interacciéon C x L en cada sexo por separado a través de los contrastes.
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Tabla 7.3: Principales resultados de las pruebas de complementacién para la conformacién del ala
(DP) utilizando seis lineas de sustitucion cromosémica y seis lineas BDGP en las que el gen mutado
se localiza en dicho cromosoma (inv, Fas3, toc, Rinll, jing y CG14478) ademas de la linea control
(IsoB). Se realizé un ANOVA con los valores de DP estimados en los descendientes de los
cruzamientos entre cada linea mutante y las lineas de sustitucién cromosémica, por un lado, y entre
dichas lineas e IsoB, por el otro. El modelo empleado incluye a los factores linea isogénica,
cruzamiento (Linea BDGP e IsoB) y sexo como fijos. Se muestra el valor de F y su significancia para
cada fuente de variacion.

Fuente de variacion inv Fas3 toc Rinll jing CG14478
Linea 4,98%** 2,46* 1,16 3,27%* 1,59 1,40
Cruzamiento 0,75 0,33 9,00** 1,02 1,80 0,01
Sexo 0,41 0,18 6,92%* 2,79 2,37 0,01
Linea x Cruzamiento 2,18 2,08 1,30 0,87 4,04** 2,66*
Linea x Sexo 2,18 0,81 0,57 0,79 0,50 1,54
Cruzamiento x Sexo 0,81 0,22 4,9* 2,95 2,78 0,01
Linea x Cruzamientos x Sexo 1,36 2,33 1,46 2,79* 3,34** 2,73%

*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

La interaccion significativa entre la linea, el cruzamiento y el sexo se debe a que las
normas de reaccion correspondientes a dos o mas lineas derivadas de la naturaleza presentan
distinta pendiente y, a su vez, difieren entre los sexos. Para saber cuales son las normas de
reaccion que difieren significativamente entre si y cual es su disposicion relativa, se realizaron
comparaciones de a pares en cada sexo por separado (igual que antes, contrastes de interaccion
en los que el error de tipo I se mantiene controlado). Por un lado, los andlisis correspondientes a
Rtnl1 (BG02081) y a CG14478 (BG02690), no revelaron diferencias significativas entre las normas
de reacciéon en ningin sexo. Esto probablemente se debe al gran ntimero de comparaciones
realizadas ya que, como se puede inferir a partir del valor del estadistico asociado a la
interaccion triple en cada caso (Tabla 7.3), el error es relativamente grande. Por otro lado, el
analisis correspondiente a jing (BG02314) revel6 que las normas de reaccién de las lineas
mostraron diferencias significativas tinicamente en los machos. Particularmente, la norma de
reaccion asociada a Giiemes 269 difiri6 significativamente de las vinculadas a Chilecito 29 y a
San Blas 29 y, en ambos casos, la disposiciéon de las normas de reaccién fue consistente con un
cambio de escala tipo 1 (Figura 7.3). Por lo tanto, se puede decir que s6lo existe ausencia de
complementacion de las lineas derivadas de 1 anaturaleza mencionadas para la conformacién

del ala de los machos en jing.
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Tabla 7.3: Normas de reaccion asociadas a los descendientes de los cruzamientos
que difirieron entre si para la conformacién del ala (DP). La disposicion
corresponde a un cambio de escala tipo 1 (ver el texto para mas detalles). ns: no
significativo, *p<0,05, **p<0,01.

Discusion
QTGs asociados a los caracteres vinculados al tamafio corporal

Las pruebas de complementacion genética realizadas para cada uno de los caracteres
vinculados al tamafio corporal por separado revelaron la existencia de QTGs en la mayoria de
los casos. Por un lado, los analisis correspondientes a jing fueron los que presentaron una
menor cantidad de resultados significativos. En este caso, la interaccion entre la linea y el
cruzamiento, que es la que indica la ausencia de complementacién genética; resulté significativa
s6lo para AC y TA. Por otro lado, los resultados correspondientes a inv, toc y CG14478
mostraron que la interaccién mencionada result6 significativa para todos los caracteres excepto
DO. Finalmente, los andlisis correspondientes a Fas3 y Rtnll revelaron que la interacciéon de
interés resulté significativa para todos los caracteres. Ademads, en todos los casos, el efecto
fenotipico de la ausencia de complementacién fue igual en ambos sexos.

En primera instancia, estos resultados indican que distintos caracteres vinculados al
tamafio corporal muestran distintos niveles de variacion natural. Particularmente, sélo dos de
los genes analizados (Fas3 y Rtnll) presentaron variabilidad natural para DO mientras que
todos los genes estudiados mostraron variabilidad natural para AC y TA. Dado que
previamente se determindé que todos los genes menos Rtnll son candidatos a integrar la

arquitectura genética de DO (Capitulo 2) y que todos los genes analizados presentaron

229



variabilidad natural para algunos de los caracteres estudiados; los resultados sugieren que la
expresion de DO esta mas canalizada (Capitulo 4) que la del resto.

Asimismo, estos andlisis revelaron que los genes analizados presentan importantes
niveles de variabilidad natural para los caracteres vinculados al tamafo corporal que
aparentemente son mayores que los registrados previamente para otros caracteres como el
numero de quetas abdominales y esternopleurales (Long et al., 1996; Lyman & Mackay, 1998), la
longevidad (De Luca et al., 2003) el comportamiento olfativo (Fanara et al., 2002) y resistencia a
la inanicién (Harbison et al., 2004). Por un lado, esto podria deberse a que la arquitectura
genética del tamafio corporal es mads compleja que la de los otros caracteres estudiados, la cual
podria estar conformada por una mayor cantidad de genes que pueden presentar distintas
variantes naturales. Por otro lado, la expresiéon del tamafio corporal podria estar menos
canalizada que la de los otros caracteres. Finalmente, las diferencias podrian deberse a que en
las pruebas de complementacién realizadas en los estudios previos se empleé una cantidad
menor de lineas derivadas de la naturaleza.

Como se mencioné anteriormente, la interaccién significativa entre la linea y el
cruzamiento que revela la ausencia de complementacién, se debe a que las normas de reacciéon
correspondientes a dos o mas lineas de sustituciéon cromosémica son diferentes. Los contrastes
realizados en aquellos casos en los que la interaccién mencionada resulté significativa
mostraron que todas las normas de reaccion difirieron de alguna otra practicamente en todos
los casos. Sin embargo, se encontraron cuatro patrones bésicos en relaciéon a la disposicién de
las normas de reaccién de las dos lineas comparadas en cada caso. Por un lado, en pocos casos
las normas de reaccién generaron un cambio de rango. Por otro lado, la mayoria de las normas
de reaccion present6 alguna variante del cambio de escala.

De acuerdo con el disefio experimental empleado, el cambio de escala puede generarse
debido a que la diferencia de las medias de un caracter medido en los descendientes de los
cruzamientos entre dos lineas de sustitucion cromosémica y una linea BDGP es mayor que
aquella correspondiente a las medias del cardcter medido en los descendientes de los
cruzamientos entre las mismas lineas derivadas de la naturaleza e IsoB o vice versa. En principio,
sOlo en el caso en el que existen diferencias significativas entre las medias de un carécter
medido en los descendientes de los cruzamientos entre dos lineas de sustitucion cromosémica y
una linea BDGP y no existen tales diferencias entre las medias del caracter medido en los
descendientes de los cruzamientos entre las mismas lineas derivadas de la naturaleza e IsoB
(cambio de escala tipo 1), se puede decir que: a) el alelo del gen presente en IsoB es totalmente
dominante con respecto a los alelos naturales y b) la inserciéon del elemento P en el gen anulé su

funcién (transformé a la linea en mutante nula) o lo transformé en un alelo recesivo con
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respecto a las variantes naturales. Los demads casos se pueden explicar considerando multiples
relaciones de dominancia entre el alelo de IsoB y los alelos naturales, por un lado, y entre el
alelo generado por la mutacion y los alelos naturales, por el otro. Dado que unos pocos casos
presentaron un cambio de escala tipo 1, los resultados sugieren que no existe una relaciéon de
dominancia tnica entre el alelo de IsoB (salvaje o mutante) y los distintos alelos naturales
asociados a cada gen.

Asimismo, siguiendo con el razonamiento anterior, s6lo cuando la disposicion de las
normas de reaccion comparadas es consistente con el patréon denominado cambio de escala tipo 1
existe una mayor probabilidad de que el gen para el que se encontraron distintas variantes
naturales intervenga directamente en la expresion del caracter estudiado (es decir, de que sea
un gen efector). En cambio, cuando la disposicién de las normas de reacciéon comparadas es
consistente con cualquier otro patrén (cambio de rango, cambio de escala tipo 2, cambio de escala tipo
3) aumenta la probabilidad de que el gen analizado sea un gen regulador (es decir, interacttie con
otro gen que es el que interviene en forma directa en la expresion del cardcter analizado).
Tomando en cuenta este criterio, sélo en los casos en los que se observé un cambio de escala tipo 1
(AC, LT, TA en inv; DOy TA en Fas3; LT en Rtnll y AC en jing) se habrian encontrado variantes
naturales de genes implicados directamente en la expresion de los caracteres analizados. Sin
embargo, para todos los casos en los que se registr6 ausencia de complementacion (los cuales
incluyen a los mencionados anteriormente) se encontraron variantes naturales que sugieren que
los genes estudiados interactian con otro/s que interviene/n directamente en la expresion de
los distintos caracteres estudiados. Por lo tanto, se puede decir que todos los genes analizados
presentan variabilidad genética (son QTGs), independientemente de que la contribucién a la
variabilidad natural de los caracteres analizados sea en forma directa o indirecta. Finalmente, el
hecho de que los resultados que reflejan un cambio de escala tipo 1 se puedan interpretar mas
facilmente ha llevado a algunos autores a considerar solo a los genes que muestran dicho patrén
como QTGs (Mackay, 2001; Pasyukova et al., 2000). Si bien este criterio podria implementarse
para restringir la cantidad de genes que se continuard investigando; se debe considerar que el
resto también son QTGs, a pesar de que su rol en la arquitectura genética de los caracteres

analizados sea mas dificil de establecer.

QTGs asociados a la conformacion del ala

Las pruebas de complementacion genética realizadas para la conformaciéon del ala
estimada a través de DP, revelaron la existencia de QTGs sé6lo en algunos casos. Los resultados
mostraron que las fuentes de variacion de interés (las dos interacciones con los factores linea y

cruzamiento) resultaron significativas para jing y CG14478 mientras que solo la interaccion
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triple resulté significativa para Rtnll. Sin embargo, los contrastes revelaron resultados
significativos tnicamente en el caso de jing, probablemente debido a una baja potencia
estadistica. El andlisis correspondiente a dicho gen mostré que las normas de reacciéon de las
lineas mostraron diferencias significativas tiinicamente en los machos y presentaron un patrén
consistente con un cambio de escala tipo 1. De esta manera, los resultados sugieren que el alelo de
jing presente en IsoB es totalmente dominante con respecto a los alelos naturales y que la
insercién del elemento P en dicho gen habria anulado su funcién o lo habria transformado en
un alelo recesivo con respecto a las variantes naturales. Asimismo, segin lo discutido
previamente, las variantes naturales encontradas sugieren que jing esta implicado directamente
en la expresion de la conformacion del ala.

La escasa variacion encontrada para la conformacién del ala en comparaciéon con la
asociada a los caracteres vinculados al tamafio corporal podria deberse a que la variable
empleada en los andlisis conlleva un mayor nivel de error. Esto llev6 a realizar los analisis
utilizando la aproximacién multivariada utilizada a lo largo de la tesis (andlisis de DR), la cual
no fue incorporada inicialmente en esta parte debido a que no permite analizar a los sexos en
forma conjunta y a que sus resultados son mas dificiles de interpretar. Los analisis de los datos
de las hembras revelaron que la interacciéon de interés fue significativa para toc y CG14478
mientras que dicha interaccién fue significativa para Fas3 y Rtnll en los machos (resultados no
mostrados). Si bien el andlisis multivariado revel6 la existencia de una mayor cantidad de casos
significativos que el univariado (lo cual es consistente con la mayor potencia estadistica
asociada al estimador multivariado), ambos mostraron que el efecto fenotipico de la ausencia de
complementacion presenta una fuerte dependencia del sexo. Las discrepancias entre los
resultados de ambos analisis ponen en evidencia, una vez mas, las diferencias existentes entre
ambos tipos de variables en relacién con la estimacién de la conformacion del ala.

Dado que previamente se determiné que todos los genes menos Rtnll son candidatos a
integrar la arquitectura genética de la conformacion del ala (Capitulo 3) y que todos los genes
analizados presentaron variabilidad natural para algunos de los estimadores del tamafio
corporal estudiados; los resultados sugieren que la expresién de la conformacién del ala (como
la de DO) estd mas canalizada que la de los demds caracteres. Asimismo, estos resultados
(obtenidos a partir del andlisis de las mismas moscas empleadas en los analisis del tamafio)
indican que la gran variacién genética natural encontrada para el tamafio corporal en
comparacién con la observada previamente para otros caracteres (De Luca et al., 2003; Harbison
et al., 2004; Long et al., 1996; Lyman & Mackay, 1998) probablemente no se debe a haber
utilizado madas lineas derivadas de la naturaleza en las pruebas de complementacion.

Finalmente, el mayor nivel de variabilidad genética observado para el tamafio corporal con
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respecto a los demas caracteres estudiados dificilmente podria deberse a que la arquitectura
genética de dicho caracter estd conformada por una mayor cantidad de genes que pueden
presentar distintas variantes naturales, debido a que la misma parece ser menos extensa que la

correspondiente a la conformacion del ala (Capitulo 3).

Genes para los que se encontraron variantes naturales asociadas a distintos caracteres
morfologicos

Los resultados de los diferentes andlisis mostraron la existencia de distintas variantes
naturales de inv que afectan a distintos caracteres vinculados al tamafio corporal pero no a la
conformacién del ala. Los resultados obtenidos previamente sugieren que inv es un gen
altamente pleiotrépico en relaciéon a los distintos caracteres analizados (Capitulos 2 y 3). La
mutacién de este gen redujo en gran medida casi todos los caracteres vinculados al tamafio
corporal en ambos sexos (Capitulo 2) pero afecté a la conformacion del ala de manera menos
extrema en ambos sexos (Capitulo 3). Estos resultados hacian pensar que en este capitulo se
iban a obtener resultados opuestos a los observados. Es decir, se esperaba encontrar una menor
cantidad de variabilidad genética asociada a los caracteres vinculados al tamafio corporal y
mayor variacién en relacion a la conformacion del ala. Tal y como se mencioné previamente
(Capitulo 2), Flybase (Flybase, quinta publicacién) presenta una cantidad considerable de
informacion con respecto a este gen pero aparentemente no existen referencias relacionadas con
los efectos del mismo en el tamafio de los 6rganos o del cuerpo. Por el contrario, existen muchas
referencias que relacionan a inv con la conformacién del ala. Basicamente, este gen parece estar
implicado en la determinacion de la identidad antero-posterior del ala (Guillén et al., 1995;
Simmonds et al., 1995). Quizés las diferencias observadas estén relacionadas con las distintas
funciones que pueda cumplir este gen a lo largo del desarrollo del organismo. En ese sentido, su
expresion temprana en el desarrollo podria tener un efecto general en el desarrollo del cuerpo,
consistente con la disminucién generalizada del tamafio corporal causada por su mutacion.
Asimismo, su expresion mas tardia podria ser més localizada y redundante en relacién a la
accion de otros genes, lo cual coincidiria con el efecto menor que tuvo la misma mutacién en la
conformacion del ala. De esta manera, distintas variantes del gen podrian mostrar efectos
diferentes en el tamafio del cuerpo y similares en la conformacion del ala.

Con respecto a Fas3, los diferentes andlisis revelaron la existencia de distintas variantes
naturales que afectan a todos los caracteres vinculados al tamafio corporal en ambos sexos (y a
la conformacién del ala considerando el andlisis multivariado aunque sélo en los machos). Los
resultados obtenidos previamente no mostraron que este gen presente un alto grado de

pleiotropia en relacion a los distintos caracteres analizados ya que su mutacién afecto
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significativamente a la forma (tamafio y conformacién) del ala de las hembras (Capitulos 2 y 3).
Entonces, a partir de los resultados previos, se podria pensar que este gen interviene de alguna
manera en el desarrollo del ala de las hembras exclusivamente y no cumple un rol importante
en el control del tamafo corporal; aunque esto no parece ser consistente con los resultados
observados en este capitulo. Sin embargo, se podria considerar que la mutacién de Fas3 podria
no haber anulado la funcién del gen en relacion a los caracteres analizados sino haberlo
transformado en un alelo que posee un efecto fenotipico diferente al de los alelos naturales con
los que mantiene una relacién de dominancia que no es univoca. Si bien Flybase (Flybase,
quinta publicacién) presenta una importante cantidad de informacién con respecto a este gen,
aparentemente no existen referencias en relacion con efectos en el tamafio de los 6rganos o del
cuerpo o en la conformacion del ala.

Los resultados relacionados con foc mostraron la existencia de distintas variantes
naturales que afectan a distintos caracteres vinculados al tamafio corporal en ambos sexos (y a
la conformacion del ala considerando el anélisis multivariado aunque sélo en las hembras). Los
resultados obtenidos previamente sugieren que toc es un gen con un alto nivel de pleiotropia en
relacion a los distintos caracteres analizados (Capitulos 2 y 3). Por un lado, la mutacién de este
gen afect6 a varios caracteres vinculados al tamafio corporal, causando generalmente un efecto
opuesto entre sexos (Capitulo 2). Por otro lado, dicha mutacién afect6 levemente a la
conformacion del ala en ambos sexos (Capitulo 3). Entonces, los resultados previos sugieren que
este gen interviene de alguna manera tanto en el control del tamafio del cuerpo como en el
desarrollo del ala de ambos sexos. Por lo tanto, los resultados observados, podrian implicar algo
similar a lo mencionado en el caso anterior. Es decir, se podria considerar que la mutacién de
toc podria haber transformado al gen en un alelo que posee un efecto fenotipico diferente al de
los alelos naturales. Sin embargo, dado que los resultados relacionados con este gen siempre
mostraron un patrén consistente con un Cambio de escala tipo 2, dicho alelo podria ser dominante
con respecto a los naturales. Nuevamente se puede decir que Flybase (Flybase, quinta
publicacién) presenta abundante informacién en relacién a este gen pero la misma no incluye
referencias en relacionadas con efectos del mismo en el tamafio de los 6rganos o del cuerpo o en
la conformacién del ala.

En relacion a Ritnll, los resultados mostraron la existencia de distintas variantes
naturales que afectan a todos caracteres vinculados al tamafio corporal en ambos sexos (y a la
conformacion del ala considerando el analisis multivariado aunque sélo en los machos). Los
resultados obtenidos previamente no mostraron que este sea un gen muy pleiotrépico en
relacion a los distintos caracteres analizados, ya que su mutacién sélo aumento el tamafo de LT

y TA en los machos (Capitulos 2 y 3). De esta manera, dichos resultados permitirian decir que
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este gen interviene de alguna manera en el control del tamafio de las partes del cuerpo
derivadas del disco imaginal del ala en los machos tnicamente. Si bien esto no parece ser
totalmente consistente con los resultados observados, otra vez se podria considerar que la
mutaciéon de Rinll podria haberlo transformado en un alelo que posee un efecto fenotipico
diferente al de los alelos naturales con los que mantiene una relacién de dominancia que no es
univoca. En este caso, la tnica referencia que parece haber en Flybase (Flybase, quinta
publicacién) en relacion con los caracteres analizados, es la de un fenotipo particular
relacionado con el compartimiento posterior del ala.

Los resultados vinculados a jing mostraron la existencia de distintas variantes naturales
de que afectan a AC y TA en ambos sexos (y a la conformacion del ala considerando el anélisis
univariado aunque sélo en los machos). Los resultados obtenidos previamente sugieren que jing
es un gen con un alto grado de pleiotropia en relacién a los distintos caracteres analizados
(Capitulos 2 y 3). Por un lado, la mutacién de este gen afect6 a todos los caracteres vinculados al
tamafio corporal menos TA, causando un efecto opuesto entre sexos (Capitulo 2). Por otro lado,
dicha mutaciéon modific6 mucho la conformaciéon del ala en las hembras (Capitulo 3). Por lo
tanto, segiin estos resultados, jing interviene de alguna manera tanto en el control del tamafio
del cuerpo como en el desarrollo del ala de las hembras; lo cual no parece estar de acuerdo con
los resultados observados en este capitulo. Sin embargo, nuevamente, se podria considerar que
la mutacion de jing podria haber transformado al gen en un alelo que posee un efecto fenotipico
diferente al de los alelos naturales con los que mantiene una relacién de dominancia que no es
univoca. Si bien Flybase (Flybase, quinta publicacién) presenta mucha informacion con respecto
a este gen, aparentemente no existen referencias en relaciéon con los efectos del mismo en el
tamafio de los 6rganos o del cuerpo. En cambio, tal y como fue mencionado en el Capitulo 3,
existen muchas referencias que relacionan a jing con modificaciones del ala. Basicamente, jing
codifica un factor de transcripcion requerido para el desarrollo del dlula y de las venas del ala
(Culi et al., 2006). En general, los resultados obtenidos parecen apoyar la idea de que distintos
alelos del gen afectarian el tamafio del ala de manera diferente, y modificarian su conformaciéon
de manera sexo-dependiente.

Finalmente, los distintos anélisis revelaron la existencia de diferentes variantes naturales
de CG14478 que afectan a distintos caracteres vinculados al tamafio corporal en ambos sexos (y
a la conformacioén del ala considerando el andlisis multivariado aunque sélo en las hembras).
Los resultados obtenidos previamente sugieren que CG14478 es un gen pleiotrépico en relacion
a los distintos caracteres analizados (Capitulos 2 y 3). La mutacién de este gen afectod
significativamente a la forma (tamafo y conformacién) del ala de las hembras, a la

conformacion del ala en los machos y a un carécter relacionado con la cabeza en cada sexo
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(Capitulos 2 y 3). De acuerdo con estos resultados, este gen interviene de alguna manera en el
desarrollo del ala y parece desempefiar un papel menor en el control del tamafio de las demas
estructuras corporales. Esto no parece ser consistente con los resultados observados en este
capitulo pero, igual que en los casos anteriores, las discrepancias se resolverian si se considera a
la mutacién del gen como un alelo mas, con efectos fenotipicos diferentes al de los alelos
naturales. Sin embargo, similarmente a lo observado para toc, los resultados relacionados con
este gen siempre mostraron un patron consistente con un Cambio de escala tipo 2, por lo que
dicho alelo podria ser dominante con respecto a los naturales. Segtin Flybase (Flybase, quinta
publicacién), no existe informacién con respecto a las funciones que desempena este gen ni al
lugar o el momento en el que este se expresa. Por lo tanto, estos resultados constituirian un

primer registro acerca de los fenotipos vinculados con este gen.

En conclusién, los resultados presentados en este capitulo sugieren que los genes que
constituyen la base genética de los distintos caracteres vinculados al tamafio corporal
analizados presentan altos niveles de variabilidad en poblaciones naturales los cuales estarian
presentes en ambos sexos. En cambio, los analisis revelaron un menor nivel de variacion
genética natural para la conformacién del ala la cual, a su vez, dependeria fuertemente del sexo.
En ese sentido, los resultados sugieren que la expresion de la conformacién del ala estd mas
canalizada que la de los demds caracteres. En general, las variantes naturales encontradas
sugieren que los genes estudiados interacttian con otros que intervienen directamente en la
expresion de los distintos caracteres estudiados. De todos modos, se puede decir que todos los
genes analizados presentan variabilidad genética (son QTGs), independientemente de que la
contribucion a la variabilidad natural de los caracteres analizados sea en forma directa o
indirecta. Otros estudios mas especificos permitirdn confirmar la participaciéon de estos genes en
el desarrollo de las distintas estructuras del adulto de Drosophila y conocer las bases moleculares
de la variacion entre los alelos involucrados en la expresién de los caracteres analizados en las

poblaciones estudiadas.
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Capitulo VIII

Conclusiones generales de la tesis: la arquitectura genética de caracteres

morfologicos en D. melanogaster.

Resumen

La comprensién de la arquitectura genética de cualquier caracter cuantitativo requiere
del conocimiento de todos los factores que contribuyen a su expresiéon por lo que este tipo de
estudios sé6lo pueden llevarse a cabo utilizando organismos modelo como Drosophila
melanogaster. De esta manera, esta tesis se llevé a cabo con el objetivo de contribuir a la
caracterizaciéon de la arquitectura genética de caracteres vinculados al tamafio y la forma
corporal en D. melanogaster. En general, los resultados sugieren que las relaciones alométricas
entre los caracteres son mantenidas dentro de cierto rango de variacién en la naturaleza por la
accion de la seleccién natural, de lo que se deduce que algunas de las mutaciones analizadas
generan modificaciones que exceden los limites de variacién natural por lo que podrian
representar alelos que serian eliminados en la naturaleza. Por un lado, los resultados derivados
de las lineas mutantes sustentan la idea de que la arquitectura genética de los distintos
caracteres analizados es diferente y depende en gran medida del sexo y de la temperatura de
cria. Por otro lado, los resultados obtenidos a partir de las lineas de sustituciéon cromosémica
permitieron saber que existe abundante variacién genética natural asociada al cromosoma 2
para todos esos caracteres, algunos de los cuales mostraron patrones clinales. La comparacion
de los resultados correspondientes a los dos tipos de lineas sugiere que el dimorfismo sexual es
mantenido por la accién de la seleccién natural, de lo que se infiere que algunas de las
mutaciones generadas podrian representar alelos que serian eliminados en la naturaleza.
Asimismo, los resultados globalmente indican que la temperatura media sélo puede brindar
una explicaciéon parcial de los patrones observados en la naturaleza por lo que deben
considerarse otros factores que presentan diferencias entre gradientes geograficos que pueden
dar cuenta de los mismos y de la evolucion de los caracteres morfolégicos en general.
Finalmente, los resultados sugieren que existen altos niveles de variabilidad en las poblaciones
naturales estudiadas con respecto a los genes implicados en la expresion de los distintos
caracteres morfolégicos, los cuales dependerian del gen analizado y del sexo tnicamente en el

caso de la conformacioén del ala.
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La arquitectura genética del tamafio y la forma del cuerpo en D. melanogaster

La comprension de la arquitectura genética de cualquier cardcter cuantitativo requiere
del conocimiento de todos los factores que intervienen en su expresion (Anholt & Mackay,
2004). Particularmente, se debe determinar cuéles son los genes involucrados, qué proporcion
de los mismos es responsable de la variabilidad fenotipica en poblaciones naturales, si estos
tienen efectos diferenciales sobre el fenotipo bajo diferentes condiciones ambientales, cudles son
las bases moleculares de la variacién entre alelos y cudles son las fuerzas evolutivas que
gobiernan su cambio (Mackay, 2004). Asimismo es necesario conocer el modo en el que la
accion de tales factores se combina para determinar la expresion de los caracteres estudiados
(Barton & Keightley, 2002). Una vez caracterizada la arquitectura genética del caracter se puede
estudiar su relaciéon con otros caracteres de forma tal de realizar un analisis del fenotipo en
sentido mas amplio. Este tipo de andlisis, que debe realizarse en un marco multidisciplinario,
s6lo pueden llevarse a cabo utilizando organismos modelo como Drosophila melanogaster que
permitan emplear multiples herramientas de distinto origen (Rubin & Lewis, 2000).

De esta manera, esta tesis se llevo a cabo con el objetivo de contribuir a la caracterizacion
de la arquitectura genética de caracteres vinculados al tamafio y la forma corporal en D.
melanogaster. Particularmente, el trabajo se estructur6 de forma tal de profundizar en el
conocimiento de algunos de los factores que intervienen en su expresion, los cuales se
enumeran a continuacion:

> ldentificar y caracterizar genes asociados a la expresién de caracteres vinculados al
tamafio corporal y a la conformacién del ala,

> Analizar el efecto de la temperatura en la expresion de algunos de los genes
identificados en el punto anterior,

» Cuantificar distintas fuentes de variacién que contribuyen a la variacién total de los
caracteres estudiados en individuos derivados de poblaciones naturales dispuestas a
lo largo de gradientes geogréficos de Argentina,

> ldentificar regiones gendmicas responsables de la variacion de los caracteres
estudiados en las poblaciones naturales mencionadas.

Asimismo, los resultados obtenidos en relacién con cada uno de los puntos mencionados
se presentaron y discutieron en cada uno de los capitulos anteriores siguiendo dicha
estructuracion. Por lo tanto, este capitulo final tiene como objetivo realizar una discusién donde
se incluyen los resultados més importantes obtenidos a lo largo del trabajo de forma tal de
extraer conclusiones mas generales de los mismos. Con ese fin, la discusién se organizé

alrededor de topicos que se analizaron en toda la tesis, los cuales estan relacionados con las
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fuentes de variacién fenotipica y los caracteres morfoldgicos analizados a lo largo de todo este

estudio.

El analisis de la morfologia: la forma, el tamafo y la conformacion

El tamafio que puede alcanzar un organismo se puede definir en funcién de multiples
pardmetros mensurables a partir de las distintas partes que conforman al individuo, ya que
todas las especies animales presentan una relacién especifica entre el tamafio de cada érgano y
el tamafio corporal total (Conlon & Raff, 1999; Shingleton et al. 2007). Estas relaciones, que al ser
estimadas en individuos de una especie que se encuentran en un determinado estadio
ontogenético se denominan alometrias estdticas, capturan la relaciéon entre el tamafio y la forma
en organismos complejos (Shingleton et al., 2007). Por lo tanto, a lo largo de esta tesis, se
analizaron distintos caracteres morfol6gicos provenientes de discos imaginales diferentes, a fin
de establecer el grado de independencia genética de los mismos a lo largo del desarrollo. De
esta manera, se estudi6 el ancho de la cabeza (AC) y la distancia interocular (DO), los cuales se
originan a partir del disco 6culo-antenal; y el largo del térax (LT), el tamafio del ala (TA) y la
conformacién del ala, los cuales provienen del disco del ala. Los caracteres vinculados a la
cabeza y el térax fueron estimados mediante la medicion directa de las estructuras en las
fotografias (morfometria cldsica) mientras que los caracteres relacionados con el ala fueron
estimados a partir del establecimiento de 11 puntos homdlogos en las intersecciones entre las
venas y posterior tratamiento estadistico de las coordenadas generadas (morfometria geométrica).
Este procedimiento permitié estimar el tamafio del ala a partir de una variable univariada
denominada tamario de centroide, mientras que la conformaciéon del ala fue estimada
independientemente, a partir de una variable univariada denominada distancia de procrustes y/o
mediante las deformaciones relativas, que constituyen una aproximacién multivariada. La
estimacion de distintos caracteres vinculados al tamafo corporal permitié realizar diferentes
analisis, los cuales permitieron inferir cambios en la forma del cuerpo de D. melanogaster.
Asimismo, la estimacién de dos caracteres distintos relacionados con la morfologia de del ala,
permitié analizar a los componentes de la forma de dicho 6rgano, el tamafio y la conformacién,

de manera independiente.

Caracteres vinculados al tamafio corporal

En general, los resultados relacionados con los caracteres estimadores del tamafio
corporal obtenidos a lo largo de esta tesis estan parcialmente de acuerdo con la mayoria de los
estudios previos llevados a cabo con distintos dipteros, los cuales mostraron correlaciones

positivas entre las mediciones de diferentes partes del cuerpo (por ejemplo, Barker & Krebs,
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1995; Cowley & Atchley, 1988, 1990; David et al., 2006a, b; De Moed et al., 1997; Fernandez
Iriarte et al., 2003; Loeschcke et al., 1999; Misra, 1966; Moreteau et al., 2003; Norry et al., 1997a, b,
¢, 2000; Partridge et al., 1999; Rohlf & Sokal, 1972; Scheiner et al., 1991; Sisodia & Singh, 2001;
Wilkinson et al., 1990). Los resultados de estos estudios sugieren que las tasas de proliferaciéon y
crecimiento celular de distintos discos imaginales son proporcionales durante el crecimiento
larval y son consistentes con la idea de que los distintos caracteres morfoldgicos no pueden ser
completamente independientes debido a la existencia de la pleiotropia y el ligamiento (Cowley
& Atchley, 1990; Nijhout & Emlen, 1998). Esto, a su vez, permitiria explicar la existencia de
ciertas restricciones que limitarfan la divergencia del plan corporal fundamental de las moscas.

Sin embargo, las correlaciones entre los caracteres dentro de cada sexo y entre los sexos
para cada carécter, fueron generalmente menores que en los estudios previos. Estas diferencias
pueden deberse tanto a la inclusién de distintos estimadores del tamafio corporal en los anélisis
como al empleo de determinadas condiciones experimentales y de lineas con caracteristicas
particulares. Asimismo, se encontraron algunas diferencias entre los resultados
correspondientes a las distintas partes de este trabajo. En particular, las correlaciones
mencionadas fueron menores en las lineas mutantes que en las lineas derivadas de la
naturaleza. En primera instancia, estos resultados sorprenden debido a que las lineas mutantes
son mds parecidas entre si que las lineas de sustitucion cromosémica porque las primeras
difieren Gnicamente en el sitio en el que ha ocurrido la mutacién mientras que las segundas
difieren en relaciéon al cromosoma 2 natural que ha sido sustituido en un mismo fondo
isogénico. Sin embargo, estos resultados podrian implicar que dichas relaciones alométricas son
mantenidas dentro de cierto rango de variacion en la naturaleza por la accién de la seleccion
natural, mientras que las algunas mutaciones analizadas generan modificaciones que exceden
los limites de variaciéon natural por lo que podrian representar alelos que serian eliminados en
la naturaleza.

A su vez, los resultados derivados de los analisis de las lineas mutantes brindan menos
apoyo que los de las lineas derivadas de la naturaleza a la hipdtesis de que los caracteres
derivados de un mismo disco imaginal estdn genéticamente mas ligados entre si y, en
consecuencia, presentan una correlaciéon mayor que con aquellos derivados de precursores
diferentes (ver Cowley & Atchley, 1990 y referencias). Similarmente, dichos resultados parecen
dar menos apoyo que los de las lineas de sustitucion cromosémica a la idea de que los mismos
caracteres analizados en machos y hembras estdn genéticamente correlacionados entre si (ver
Cowley & Atchley, 1988; Cowley et al., 1986 y referencias). De acuerdo con el modelo propuesto
por Stern y Emlen (1999), el crecimiento de diferentes estructuras podria estar parcialmente

regulado por mecanismos que involucran un sistema centralizado para la traduccion del
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tamarfio corporal en una sefial de crecimiento y/6 por la comunicacion entre tejidos imaginales
y el resto del cuerpo. De esta manera, los distintos érganos podrian diferir en la densidad de
receptores para tal serial de tamario corporal, lo que llevaria a diferencias de sensibilidad entre los
organos que se traducirian en alometrias 6rgano-especificas. Un mecanismo de esta indole
podria explicar la existencia de variaciéon genética intrapoblacional asi como el dimorfismo
sexual (Stern & Emlen, 1999). Por lo tanto, las distintas mutaciones analizadas podrian afectar
diferencialmente a los caracteres vinculados al tamafio corporal en forma sexo-especifica. Esto
podria ocurrir, por ejemplo, a través de un cambio sexo-especifico en la expresion de un gen
relacionado de alguna manera con la cascada de sefales disparada por la recepcién de tal serial
de tamario corporal en un determinado 6rgano.

En general, la comparacion de los resultados de los andlisis de varianza realizados con
los valores de cada caracter vinculado al tamafio corporal por separado considerando ambos
tipos de lineas, permite extraer conclusiones similares a las derivadas de los andlisis de
correlacion. Por lo tanto, todos los resultados, que fueron obtenidos a partir del andlisis de un
nimero importante de lineas de distintas caracteristicas; sustentan la idea de que la arquitectura
genética de distintos caracteres vinculados al tamafo corporal es diferente y depende en gran
medida del sexo. De esta manera, los resultados sugieren que los estudios vinculados con el
tamafio corporal deben considerar estimaciones de distintos caracteres asociados al mismo

realizadas en ambos sexos.

El tamaiio y la conformacion del ala

El ala de Drosophila ha sido empleada como un modelo de estudio en innumerables
trabajos, muchos de los cuales han buscado profundizar el conocimiento acerca del control del
crecimiento del érgano (por ejemplo, Azevedo et al., 2002; Cavicchi et al., 1985; Delcour & Lints,
1966; de Moed et al., 1997; Guerra et al., 1997; James et al., 1995; McCabe et al., 1997; Partridge et
al., 1994; Pezzoli et al., 1997; Robertson, 1959; Stevenson et al., 1995). En ese sentido, la diseccion
genético-molecular del desarrollo del ala en Drosophila permitié conocer cémo se establecen los
ejes dorso-ventral y antero-posterior de este apéndice y como los productos de los morfogenes
determinan la ubicacién de las futuras venas (para una revision reciente del tema ver Blair,
2007). Si bien a menudo se ha utilizado el posicionamiento de las venas para realizar
estimaciones de la forma del ala, la mayoria de los trabajos no ha logrado separar el andlisis del
tamafio del de la conformacién del ala. Asimismo, los estudios previos generalmente han
analizado la conformacién del ala desde una perspectiva unidimensional (Morfometria
tradicional). En cambio, la metodologia empleada a lo largo de esta tesis permiti6 realizar un

analisis multidimensional y, por lo tanto, mds rico de la conformacién de este drgano.
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Asimismo, la implementaciéon de dicha metodologia permitié estimar a ambos componentes de
la forma (tamafio y conformacion) por separado, de forma tal de poder analizarlos de manera
independiente. De esta manera, se pudo contribuir a la caracterizaciéon de la arquitectura
genética de los dos componentes de la forma de un de este drgano modelo por separado.

Los resultados de los andlisis correspondientes al tamafio y a la conformacién del ala en
ambos tipos de lineas reflejan la complejidad de la arquitectura genética de los componentes de
la forma del ala. Por un lado, los resultados relacionados con las lineas mutantes sugieren que la
base genética de la conformacién del ala seria mayor que la de su tamafio. Asimismo, estos
analisis revelaron que muchos de los genes asociados a dichos caracteres son diferentes y su
expresion depende en gran medida del sexo. Por otro lado, los resultados vinculados a las
lineas de sustitucién cromosémica mostraron que la varianza genética para la conformacion del
ala explica un porcentaje de la varianza fenotipica total mayor que en el caso del tamafio del ala
la cual, en ambos casos, muestra cierta dependencia del sexo. En primera instancia, estas
diferencias pueden implicar que existe una mayor variabilidad genética asociada al cromosoma
2 para la conformacién del ala que para el tamafio de este érgano en las poblaciones naturales
estudiadas. Sin embargo, dado que los anélisis derivados de ambos tipos de lineas mostraron
resultados similares, parece poco probable que estos se deban a que los factores genéticos
asociados a cada carécter estan distribuidos de distinta manera en el genoma, habiendo mas
genes vinculados a la conformacién del ala en el cromosoma 2. De hecho, la distribucién de los
genes que afectaron a la conformacién del ala (aquellos identificados a partir del analisis de las
lineas mutantes) a lo largo del genoma no se apart6 de la esperada por azar (x%=0,5; p=0,7788);
asi como tampoco lo hizo la de los genes vinculados al tamafio de este 6rgano (x%=0,8;
p=0,6637). De esta manera, los resultados sugieren que los genes asociados a cada uno de los
componentes de la forma del ala se distribuyen al azar en el genoma, siendo la base genética de
la conformacién del ala mayor que la asociada a su tamafio. En general, los resultados sugieren
que la arquitectura genética del tamafio de ala difiere de la de su conformacién; lo cual coincide
con observaciones previas realizadas tanto en poblaciones experimentales como naturales de D.
melanogaster (Birdsall et al., 2000; Dworkin & Gibson, 2006; Gilchrist & Partridge, 2001; Mezey et
al., 2005; Mezey & Houle, 2005; Weber, 1990; Weber et al., 1999; 2001; 2005; 2008; Zimmerman et
al., 2000).

La visualizaciéon de los cambios conformacionales asociados a los extremos de la
variacion vinculada a la conformacion del ala en los distintos casos estudiados permitié notar
que estos involucraron mayormente a todos los puntos homoélogos considerados en el anélisis.
Asimismo, a pesar de que en algunos casos se registré un desplazamiento mayor de algunos

puntos en relacién a los demaés (por ejemplo, el desplazamiento de la interseccion entre la vena
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transversal posterior o PCV y la vena longitudinal 5 o LV5); en los diferentes casos se
observaron distintos cambios generalmente pequefios, lo que reflejaria la sensibilidad de la
conformacion del ala ante las modificaciones genéticas. Estos resultados coinciden con lo
observado en trabajos previos realizados con la metodologia utilizada en este estudio (Birdsall
et al., 2000; Dworkin & Gibson, 2006; Gilchrist et al., 2000; Mezey et al., 2005; Mezey & Houle,
2005; Zimmerman et al., 2000).

En general, todo lo anterior esta de acuerdo con lo observado en estudios de variaciéon
natural y artificial de la conformacién del ala que mostraron la existencia de efectos
correlacionados a través de toda el ala asi como de diferencias entre distintas regiones del ala
(Cavicchi et al., 1981; Cowley & Atchley, 1990; Guerra et al., 1997; Imasheva et al., 1995; Pezzoli
et al., 1997; Thompson & Woodruff, 1982; Weber, 1990; 1992). En ese sentido, Klingenberg y
Zaklan (2000) mostraron que los movimientos relativos de los puntos homoélogos que
utilizaron para estudiar la conformacién del ala covarfan, aunque los desplazamientos
también presentan diferencias de extension y direccion, atn entre puntos vecinos. Todos estos
resultados muestran que la variacion morfométrica presenta, simultdneamente, un alto grado
de integracion a través del ala y cierta especificidad local; lo cual podria ser un resultado
natural de la compleja sucesion de eventos que ocurren durante el desarrollo de este 6rgano.
Particularmente, cada una de las mutaciones estudiadas podria afectar a la conformacién del
ala de forma mas global o més localizada dependiendo de la ubicaciéon del gen afectado en la
jerarquia genética que determina el desarrollo del 6rgano y de la capacidad del sistema de
transmitir o enmascarar los cambios a lo largo de los distintos pasos del proceso. Dado que la
variacién natural de la conformacion del ala asociada al cromosoma 2 fue aparentemente
similar a la observada en las lineas mutantes, se puede inferir que las variantes generadas por
mutagénesis podrian producir efectos fenotipicos similares a las variantes naturales.

Finalmente, en algunos trabajos se ha afirmado que la conformacion del ala en la
naturaleza ocuparia una pequefia zona del espacio morfolégico determinado por diferentes
estudios de seleccion (Cavicchi et al., 1985; 1991; Weber, 1990). Esto llevé a algunos autores a
hipotetizar que la selecciéon optimizadora podria ejercer alguna influencia en la conformacién
del ala en la naturaleza (Gilchrist et al., 2000; Gilchrist & Partridge, 2001, Mezey & Houle, 2005;
Pezzoli et al., 1997; Weber, 1990). En ese sentido, los cambios conformacionales observados en
las distintas lineas parecen estar contenidos dentro de ciertos limites pero la variacion
asociada a las lineas mutantes no parece ser mucho mayor que la relacionada con las lineas
derivadas de la naturaleza, atin cuando esta tltima se debe tinicamente a factores genéticos
presentes en el cromosoma 2. Por lo tanto, los resultados obtenidos en este trabajo parecen

estar parcialmente de acuerdo con la hipétesis mencionada anteriormente. De todos modos se
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debe considerar que la variacion asociada a las lineas mutantes podria ser menor a la
observada en los experimentos de seleccién debido a que, como se mencioné anteriormente,
las variantes generadas por mutagénesis podrian ser representativas de las variantes
naturales. Simultaneamente, hay que tomar en cuenta que los resultados de los estudios acerca
de la relacion entre el patron de venacién del ala y factores potencialmente vinculados al
fitness como el vuelo en los insectos pequenos (por ejemplo, Combes & Daniel, 2003; Lehmann
& Dickinson, 1998), atin no son suficientes para inferir el tipo de selecciéon que podria actuar

sobre la conformacién del ala en la naturaleza.

El estudio de la arquitectura genética: el aporte de distintos factores

El tamafio que puede alcanzar un organismo, asi como el de sus partes, son caracteres
complejos de variacion cuantitativa, que estan determinados tanto por factores genéticos como
ambientales que operan a través de mecanismos moleculares y fisiol6gicos complejos (por
ejemplo, Conlon & Raff, 1999; Edgar, 2006; Mirth & Riddiford, 2007; Shingleton, 2007).
Asimismo, la variacion de las alometrias estaticas puede deberse a diferencias genéticas entre
individuos, a diferencias en el ambiente en el que estos se han criado o a la interaccién entre
ambos factores; los cuales pueden influir en el crecimiento a través de mecanismos diferentes
generando distintas relaciones alométricas (Shingleton et al., 2007). Por lo tanto, a lo largo de
esta tesis, se estudid el aporte de distintos factores que intervienen en la expresiéon de los
caracteres cuantitativos analizados. Particularmente, se cuantific el aporte de distintas fuentes
de variacién genéticas (el factor linea y todas las interacciones que lo incluyen) y ambientales (la
temperatura y los gradientes geogréficos) a la variaciéon fenotipica total; se identificaron genes
que conforman la base genética de los caracteres analizados en distintas condiciones y se

estudi6 la variabilidad natural asociada a algunos de ellos.

El aporte de distintas fuentes de variacion genéticas
Caracteres vinculados al tamaiio corporal

Por un lado, los analisis genético-cuantitativos realizados con las lineas mutantes
revelaron la existencia de una importante variacion genética (entre un 21% y un 42% de la
variacion fenotipica total) para todos los caracteres estudiados en ambas temperaturas (17°C y
25°C) sugiriendo que un ntimero importante de genes contribuye a su expresiéon. Es maés, el
efecto de estos genes depende del sexo ya que la mutaciéon generalmente aumento el tamafio de
uno o mas caracteres en los machos mientras que lo disminuyé en las hembras. Por otro lado,
los analisis correspondientes a las lineas de sustitucién cromosémica revelaron la existencia de

una importante variaciéon genética intrapoblacional para todos los caracteres estudiados (entre
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un 9% y un 20% de la variacion fenotipica total al analizar todas las poblaciones juntas; hasta un
31% al analizar las poblaciones en forma separada). Esta variacién genética, que esta asociada al
cromosoma 2, fue menor que en el caso anterior y generalmente no varié con el sexo.

Dado que el fondo genético empleado en la construcciéon de las lineas de sustitucion
cromosoémica es el mismo que poseen las lineas mutantes, se pueden comparar los componentes
de varianza correspondientes a ambos tipos de lineas si se incluyen en el analisis de las lineas
mutantes s6lo a las portadoras del elemento P en el cromosoma 2. Este analisis, que incluy6 a 30
lineas, revel6 que el aporte de factor genético fue significativo tinicamente en el caso de DO y
TA (este estudio incluyé tnicamente a las lineas BDGP criadas a 25°C debido a que a esa
temperatura se analizaron las lineas derivadas de la naturaleza) y explic6 el 11,6% y el 35% de la
varianza fenotipica total respectivamente. Sin embargo, los resultados mostraron que la
interaccion entre la linea y el sexo fue significativa en todos los casos. Esta fuente de variacion
explico el 18,8% de la varianza asociada a DO, el 15,4% de la de AC, el 46,3% de la relacionada
con LT y el 10,2% en el caso de TA. Por un lado, esto dltimo indica que las inserciones
localizadas tinicamente en el cromosoma 2 también provocan efectos sexo-especificos, lo cual
sugiere la potencialidad de observar dichos efectos como consecuencia de la variacion natural
asociada a este cromosoma. Por otro lado, la comparacién de estos resultados con los asociados
a las lineas derivadas de la naturaleza revela que el porcentaje de la variacién fenotipica total
explicado por las fuentes de variacién genéticas para los distintos caracteres contintia siendo
superior en el caso de las lineas mutantes.

Sin embargo, como se menciond anteriormente, los valores provenientes de los analisis
de las lineas de sustitucion cromosémica generalmente corresponden sélo al factor linea. Por lo
tanto, existe una importante diferencia entre ambos tipos de lineas en relacion al porcentaje de
la varianza fenotipica total debido a los factores genéticos que aparentemente puede ser
explicada por la existencia de una fuerte interaccion entre el componente genético y el sexo en
las lineas mutantes. Esto implica que el dimorfismo sexual para los caracteres vinculados al
tamafio corporal permanece relativamente constante en las poblaciones naturales. Asimismo,
los resultados obtenidos en los distintos analisis de las lineas mutantes BDGP mostraron que las
mutaciones generalmente causaron una reduccién del dimorfismo sexual, lo que explica la
fuerte interaccién observada entre la linea y el sexo en todos los casos. Por lo tanto, los
resultados globalmente sugieren que el dimorfismo sexual podria ser mantenido por la accion
de la seleccion natural, de lo que se deduce que las mutaciones generadas podrian representar

alelos que estarian bajo una fuerte seleccién purificadora en la naturaleza.
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La conformacion del ala

En el caso de las lineas mutantes, el andlisis genético-cuantitativo mostré que ambas
fuentes de variacion genéticas realizan un aporte significativo a la variacién total de la
conformacion del ala (27% a 25°C y 22% a 17°C de la variacion fenotipica total). Estos resultados
sugieren que un numero importante de genes contribuye a su expresiéon de dicho carécter
complejo de manera sexo-especifica. El analisis correspondiente a las lineas derivadas de la
naturaleza también revel6 un aporte significativo de ambas fuentes de variacién genéticas a la
variacion total de la conformacion del ala (25% de la variacién fenotipica total al analizar todas
las poblaciones juntas; hasta un 37% al analizar las poblaciones en forma separada). Estos
resultados sugieren que un namero importante de factores genéticos asociados al cromosoma 2
contribuye a su expresiéon de dicho caracter complejo de manera sexo-especifica.

El analisis de varianza de la conformacion del ala que incluye tinicamente a las lineas
mutantes en las que el elemento P se localiza en el cromosoma 2 revel6 que tanto el factor linea
como la interaccién linea x sexo fueron significativos, explicando el 16% y el 7% de la varianza
total asociada a la conformacién del ala (nuevamente, este estudio solo incluy6 a las lineas
BDGP criadas a 25°C debido a que a esa temperatura se analizaron las lineas de sustituciéon
cromosémica). En promedio, la suma de estos valores es similar a los valores correspondientes a
las lineas derivadas de la naturaleza. Sin embargo, al analizar las poblaciones por separado se
observo que estos valores muestran importantes diferencias y generalmente corresponden al
factor linea tnicamente. De esta manera, el dimorfismo sexual para la conformacién del ala
también parece que se mantiene dentro de ciertos limites en las poblaciones naturales. Sin
embargo, los resultados vinculados a las lineas BDGP mostraron que el efecto de las mutaciones
depende del sexo. Por lo tanto, los resultados globalmente sugieren, similarmente a lo discutido
para los caracteres vinculados al tamano corporal, que el dimorfismo sexual podria ser
mantenido por la accién de la seleccién natural por lo que las mutaciones generadas podrian

representar alelos que serian eliminados en la naturaleza.

El rol de distintos factores ambientales
Los gradientes geogrificos y la temperatura media

Los andlisis de las lineas derivadas de la naturaleza revelaron que algunos de los
caracteres vinculados al tamafio corporal analizados aumentan con la latitud, lo cual esta de
acuerdo con los resultados de trabajos previos en los que se estudi6 el tamafio corporal de D.
melanogaster en distintas regiones del mundo (por ejemplo, Capy et al., 1993; Imasheva et al.,
1994; James et al., 1995; Long & Singh, 1995; van’t Land et al., 1999). Asimismo, los resultados

son consistentes con los trabajos que mostraron que los individuos de poblaciones que fueron
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mantenidas a temperaturas bajas son genéticamente mas grandes que los de las que fueron
conservadas a temperaturas mas elevadas (por ejemplo, Azevedo et al., 2002; Bochdanovits & de
Jong, 2003a; Cavicchi et al., 1985; de Moed et al., 1997; Huey et al., 1991; Partridge et al., 1994;
Trotta et al., 2006). De esta manera, el aumento del tamafio medio en las poblaciones ubicadas
en regiones de clima mas frio (es decir, a latitudes y altitudes mayores) suele ser considerado
como una evidencia de adaptacion térmica, aunque no se conozca exactamente el mecanismo
subyacente (por ejemplo, Atkinson & Sibly, 1997; Blackburn et al., 1999).

Con respecto a la conformacioén del ala, se observé una elongacion en la direccion
proximo-distal con el aumento de la latitud, lo cual es consistente con resultados obtenidos
previamente a partir del andlisis de diferentes estimadores de la morfologia del ala de D.
melanogaster en distintas partes del mundo (Azevedo et al., 1998; Bubliy ef al., 1996; Gilchrist et
al., 2000; Imasheva et al., 1995; van’t Land et al., 1999). Asimismo, los cambios conformacionales
detectados en relacién con el aumento de la latitud son generalmente similares a los observados
en individuos de Drosophila criados a temperaturas menores (por ejemplo, Azevedo et al., 1998;
Birdsall et al., 2000; Bitner-Mathé & Klaczko, 1999; Cavicchi et al., 1991; Debat et al., 2003;
Imasheva et al., 2000; Kjeersgaard et al., 2007; Matta & Bitner-Mathé, 2004; Moreteau et al., 1998).
La modificaciéon de la conformacion del ala con la latitud también podria ser considerada como
una evidencia de adaptacion térmica, aunque los estudios sobre los mecanismos subyacentes a
las clinas se han relacionado predominantemente con el tamafio corporal (por ejemplo,
Atkinson & Sibly, 1997; Blackburn et al., 1999).

De acuerdo con todo lo anterior, los andlisis de los distintos caracteres morfologicos
estudiados en un grupo de lineas mutantes criadas en dos temperaturas diferentes revelaron
que todos ellos mostraron un comportamiento pléastico. Particularmente, los distintos caracteres
vinculados al tamafio corporal presentaron valores mayores cuando la temperatura fue menor,
de acuerdo con lo observado en multiples trabajos previos (por ejemplo, Azevedo et al., 2002;
David et al., 2006¢c; de Moed et al., 1997; French et al., 1998; Gebhardt & Stearns, 1993; Noach et
al., 1996; Nunney & Cheung, 1997; Partridge et al., 1994; Scheiner et al., 1991). Asimismo, las
modificaciones de la conformacién del ala observadas en las lineas mutantes con respecto al
control respectivo en individuos criados a 17°C son similares a las que se registraron en trabajos
previos entre individuos de Drosophila criados a distintas temperaturas. Si bien estos estudios
difieren bastante entre si en relacién con la metodologia empleada, se observaron algunas
similitudes. Mientras que en algunos de ellos se detect6 un cambio mayor en el compartimiento
posterior del ala; practicamente en todos los casos se observé un alargamiento
desproporcionado de las alas a medida que la temperatura disminuye (por ejemplo, Azevedo et

al., 1998; Birdsall et al., 2000; Bitner-Mathé & Klaczko, 1999; Cavicchi et al., 1991; Debat et al.,
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2003; Imasheva et al., 2000; Kjeersgaard et al., 2007; Matta & Bitner-Mathé, 2004; Moreteau et al.,
1998). Por tltimo, este estudio permitié observar la existencia de una fuerte interaccioén entre el
genotipo y la temperatura que se debe a que, comparativamente con el elevado niimero de
genes que mostraron un efecto dependiente de la temperatura, s6lo unos pocos genes controlan
la expresion de los distintos caracteres en ambas temperaturas. De esta manera, los resultados
sugieren que se pueden observar modificaciones fenotipicas similares como respuesta a
cambios tanto ambientales (temperatura) como genéticos (mutaciones).

La consideracion simultdnea de todos estos resultados lleva a pensar en un concepto
relacionado con la variaciéon ambiental que no fue abordado hasta ahora, la asimilacién genética.
Este término hace referencia a un proceso por el cual la variaciéon fenotipica inducida
inicialmente por el ambiente pasa a ser producida de manera constitutiva (es decir, su expresion
ya no requiere de la sefial ambiental inductora). Si bien este concepto existe desde hace mucho
tiempo atras; Waddington y Schmalhausen lo formularon independientemente en un contexto
genético (Schmalhausen, 1949; Waddington, 1942; 1952; 1953; 1961). Waddington originalmente
demostré que ciertos fenotipos (por ejemplo, la ausencia de una vena transversal en el ala de D.
melanogaster o cross-veinless) puede obtenerse en baja frecuencia en una poblacion a partir de un
estimulo ambiental (por ejemplo, un golpe de calor o heat shock en ciertos estadios del
desarrollo; Waddington, 1953). A continuacién, Waddington seleccion6 moscas de forma tal de
incrementar la frecuencia del fenotipo nuevo generado en respuesta al estimulo ambiental. En
otras palabras, realiz6 experimentos de selecciéon para volver mas frecuente a tal forma de
plasticidad fenotipica en la poblacion (Figura 8.1). Luego de unas pocas generaciones de
seleccion, él observé que, no sélo la frecuencia mencionada habia alcanzado niveles muy
elevados, sino que el estimulo ambiental ya no parecia ser necesario para causar la aparicién del
fenotipo de interés. Waddington explicé esta aparente “herencia de un cardcter adquirido” en
términos Darwinianos, como el resultado de la seleccién actuando sobre el “limite de activacion
el caracter” durante el desarrollo y llamé a este tipo de resultado “asimilacién”, discutiéndolo
en términos de la canalizacién del fenotipo (Capitulo 4). Simultdneamente, Schmalhausen (1949)
describi6 al proceso en tres pasos: la exposiciéon de variacion inicialmente “escondida” (es decir,
no expresada) mediante la aparicién de un estimulo ambiental nuevo; seguida de la seleccién de
las respuestas adaptativas en relacion al estimulo y, finalmente, la estabilizacién de la norma de

reaccion a través de la accién de la seleccién estabilizadora (Figura 8.1).

248



=]
T

Fenotipo

Ambiente
Cambio ambiental
b)
(=]
£
]
£
-1
a2
Ambiente

Seleccion solo en el nuevo ambiente

C) ’

-
-
"
-
ke

Fenotipo

Ambiente

Figura 8.1: El concepto de asimilacién genética desde la
perspectiva de las normas de reaccién y la plasticidad fenotipica.
El genotipo analizado presenta una norma de reaccién plastica
en relacién al ambiente estudiado pero sé6lo expresa un fenotipo
debido a que inicialmente ocupa s6lo un ambiente (® en a). Si el
ambiente cambia, el genotipo persiste debido a que la plasticidad
preexistente le permite producir un fenotipo nuevo (@ en b).
Finalmente, si la seleccién natural contintia operando sélo en el
nuevo ambiente, el fenotipo nuevo puede fijarse genéticamente
(asimilacién) y la norma de reaccién original puede perder su
plasticidad (c); por ejemplo, por accién de la deriva o debido a
los costos asociados al mantenimiento de la plasticidad cuando
esta no es favorecida por la seleccién natural (porque desaparece
el ambiente anterior). Figura modificada de Pigliucci y
colaboradores (2006).
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De acuerdo con esta vision, la plasticidad fenotipica seria una propiedad comin de la
norma de reaccion de un genotipo (para un determinado caracter, en un rango de condiciones
ambientales acotado) que haria posible la aparicion de un fenotipo nuevo inducido
ambientalmente el cual podria se “fijado” (asimilado genéticamente) mediante un proceso de
seleccion de tal expresion en el nuevo ambiente que terminaria alterando la forma de la norma
de reaccion (Figura 8.1).

En cambio, West-Eberhard (2003) considera a la asimilacién genética como un caso
particular del fenémeno més general de evolucion fenotipica (ver también Schlichting &
Pigliucci, 1998); el cual seria el resultado de los siguientes cuatro pasos:

1) El origen del caracter puede ocurrir por una mutaciéon o un cambio ambiental que

causa la apariciéon de una variante del desarrollo que expresa un caracter nuevo;

2) La acomodacion fenotipica (es decir, un rearreglo de diferentes aspectos del
fenotipo) al nuevo carécter, la cual es factible debido a la plasticidad preexistente del
sistema de desarrollo.

3) La propagacion inicial de la nueva variante, la cual puede ser facilitada por su
recurrencia en la poblacién si el cambio inicial es ambiental (en otras palabras, no se
necesita esperar a que una mutacién rara ocurra otra vez para alcanzar una
frecuencia relativamente alta en la poblacion);

4) La acomodacion genética (es decir, la fijacion por sustitucion alélica) del fenotipo
nuevo como resultado de la accién de la seleccion.

De esta manera, la asimilacion genética a partir de la evolucién de la plasticidad
fenotipica (Pigliucci & Murren, 2003) seria un caso particular del proceso de evolucion
fenotipica planteado por West-Eberhard (2003); particularmente, cuando el origen del caracter
(paso 1) se debe a un cambio ambiental. Finalmente, muchos autores han mencionado que la
asimilaciéon genética podria tener consecuencias evolutivas més amplias a través de la
integracion de diferentes caracteristicas fenotipicas (Pigliucci et al., 2006). La asimilacion podria
revelar y hasta incrementar la plasticidad de los caracteres correlacionados con el que esta
siendo asimilado porque, al regular dicho caracter independientemente de la presencia del
estimulo ambiental, otro caracter podria expresarse de manera condicional con una mayor
probabilidad (el principio de “asimilacién extendida”; Pigliucci et al., 2006).

A partir de todo lo anterior se puede decir que los resultados derivados de los analisis
realizados a lo largo de esta tesis, asi como los obtenidos a partir de multiples trabajos previos,
son consistentes con la hipétesis de que la variacién clinal de algunos caracteres vinculados a la
morfologia de D. melanogaster es consecuencia del proceso de asimilacién genética. Por un lado,

los resultados derivados de esta tesis muestran (igual que los correspondientes a muchos otros
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trabajos previos) que algunos de los caracteres morfologicos estudiados varian con la latitud de
la manera esperada considerando a la temperatura como el factor ambiental que hace las veces
de agente selectivo a lo largo de dicho gradiente geografico. Por otro lado, los andlisis de las
lineas mutantes revelaron que la base genética de los distintos caracteres analizados muestra
importantes diferencias entre las temperaturas estudiadas. Por lo tanto, la variacién clinal
asociada a diferentes caracteres morfolégicos podria haber surgido, originalmente, como
respuesta al cambio de temperatura asociado al gradiente geogréfico constituyendo, de esta
manera, una respuesta plastica. Posteriormente, la constancia de la temperatura en cada punto
de dicho gradiente pudo haber estabilizado localmente la respuesta adaptativa en relacion al
estimulo ambiental en cuestion (es decir, los valores de cada cardcter asociados a cada punto de
del gradiente). Finalmente, la constancia del agente selectivo en los distintos puntos del
gradiente pudo haber estabilizado la norma de reaccién de los genotipos seleccionados en cada
uno de ellos (asimilaciéon genética). De esta manera, la temperatura constante en cada punto del
gradiente geografico podria haber fijado el fenotipo asociado al mayor fitness, que
originalmente fue el resultado de la plasticidad asociada a la norma de reacciéon de un genotipo
y, posteriormente, fue el tnico fenotipo producido por ese genotipo (es decir, la norma de
reaccion del genotipo dejo de ser plastica, pudiendo producir tinicamente el fenotipo que posee
el mayor fitness en el ambiente en cuestién). Por altimo, este proceso podria haber revelado o
hasta haber incrementado la plasticidad de otros caracteres correlacionados con el que esta
siendo asimilado. En ese sentido, la asimilacién del tamafio corporal o algtn carécter vinculado
al mismo podria haber causado la expresion diferencial de otros caracteres morfolégicos o,
incluso, de otros de los muchos caracteres que presentan alguna relacién con dicho carécter
complejo. Particularmente, este principio de “asimilacion extendida” (Pigliucci et al., 2006)
aplicado a caracteres de historia de vida que guardan una relacién estrecha con el tamafio

corporal podria explicar la observacién ocasional de clinas en relaciéon a tales caracteres.

Los gradientes geogrificos y otros factores ambientales

A pesar de todo lo discutido anteriormente, no todos los resultados obtenidos a lo largo
de esta tesis estan de acuerdo con la hipétesis de adaptacion térmica mencionada previamente.
Este es el caso de LT, el cual disminuy6 con la altitud en los machos. Sin embargo, tal y como se
discutié previamente (Capitulo 5), dicho resultado coincide con anélisis previos que revelaron
la existencia de una marcada disminucioén del tamafio en individuos sometidos a tratamientos
de amplitud térmica en comparacion con otros que fueron criados a una temperatura media
similar aunque sin variacion diaria (Folguera, 2007; Pétavy et al., 2001b; 2004). Dado que estos y

otros trabajos han demostrado que la amplitud térmica afecta significativamente a la variacion
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de distintos caracteres vinculados al fitness; se suele considerar que dicho factor se relaciona
positivamente con el estrés (Folguera, 2007; Folguera et al., 2008; Loeschcke et al.; 2000; Pétavy et
al., 2001a, b; 2004). Por lo tanto, el incremento de la amplitud térmica con la altitud podria
representar un importante factor de estrés que puede tener una incidencia negativa en el
crecimiento de lo organismos. De esta manera, los resultados provenientes de este y otros
trabajos sugieren que la temperatura media s6lo puede brindar una explicaciéon parcial de los
patrones observados en la naturaleza.

Asimismo, la reduccién de LT con la altitud causé un incremento del cociente TA/LT
(estimador de la inversa del wing loading) con dicho factor tnicamente en los machos. Este
resultado también coincide con los derivados de estudios previos de poblaciones naturales de
Drosophila y de individuos criados a distintas temperaturas (por ejemplo, Azevedo et al., 1998;
Barker & Krebs, 1995; Bitner-Mathé & Kaczko, 1999; David et al., 1994; de Moed et al., 1997;
Gilchrist & Huey, 2004; Loeschcke et al., 1999; Morin et al., 1999; Noach et al., 1996; Pétavy et al.,
1997; Scheiner et al., 1991; Thomas & Barker, 1993). Dado que la frecuencia del aleteo disminuye
con la temperatura (Barnes & Laurie-Ahlberg, 1986, Curtsinger & Laurie-Ahlberg, 1981;
Lehmann, 1999; Reed, 1942), los valores menores de wing loading en ambientes frios les
otorgarian a las moscas una mayor capacidad de ascenso (Ellington, 1984c). Por lo tanto, los
resultados derivados de este y otros trabajos podrian representar otra evidencia a favor de la
hipétesis de adaptacién térmica. Sin embargo, este resultado no se observé en relacién a ambos
gradientes geograficos, lo cual podria estar vinculado con otros factores ambientales que
muestran diferencias entre poblaciones de altura y de llanura y que no cambian con la latitud.
Uno de esos factores podria ser la densidad del aire, que disminuye a medida que se incrementa
la altitud, pudiendo dificultar el vuelo a grandes alturas (Dudley, 2000). De hecho, se demostré
que, a bajas temperaturas, la disminucién de la presion del aire afecta negativamente el
desempetio en el vuelo (Dillon & Frazier, 2006). Dado que en esas condiciones las moscas
deberian hacer una gran fuerza muscular para alterar la cinemaética del aleteo (Dudley, 2000) lo
cual podria ser muy dificil dada la disminuciéon de las tasas metabélicas con la temperatura
(Berrigan & Partridge, 1997; Huey & Kingsolver, 1989); el aumento del drea del ala podria ser de
escasa utilidad mientras que la reducciéon del wing loading disminuiria los requerimientos
energéticos y aumentaria la capacidad de ascenso (Dudley, 2000).

Sin embargo, la reduccion de la masa corporal podria implicar una disminucién de la
capacidad reproductiva dado que el tamafio corporal esta fuertemente asociado a la fecundidad
en muchos insectos, incluido Drosophila (Berrigan, 1991; Marden, 1989, 1995; Nunney & Cheung,
1997; Robertson, 1957; Santos et al., 1992). Por lo tanto, las diferencias entre los sexos en relacién

al wing loading podrian deberse a que seria menos adaptativo para las hembras disminuir su
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masa corporal (lo que llevaria a una mayor capacidad dispersiva) por el efecto negativo que
esto tendrfa en la fecundidad. En ese sentido, vale la pena recordar algunos resultados
derivados de los andlisis de las lineas mutantes empleadas a lo largo de la tesis. Como se
mencioné en reiteradas oportunidades, la mayoria de las mutaciones que afectaron algin
caracter vinculado al tamafio corporal causaron una disminucién en las hembras y un
incremento en los machos. Es mas, las variaciones fenotipicas mas importantes corresponden a
disminuciones de los tamafios en las hembras, mientras que el incremento del tamafio fue el
cambio mas significativo detectado en los caracteres analizados en los machos. Sin embargo, al
comparar la cantidad de lineas significativas en cada sexo se observé que el ndmero
correspondiente a las hembras (45) fue bastante menor que el de los machos (63; Capitulo 2).
Estos resultados indican que la reducciéon del dimorfismo sexual como producto de la
mutagénesis se alcanzé en una mayor cantidad de oportunidades a través del aumento del
tamarfio de los machos. De esta manera, los resultados globalmente sugieren que el aumento del
tamafio en los machos se logra mas facilmente que la disminucién del tamafio en las hembras;
lo cual podria estar relacionado con la existencia de compromisos entre este caracter complejo y
otros caracteres vinculados al fitness, los cuales podrian imponer mayores restricciones a la

evolucion del tamafio corporal en las hembras.

La variabilidad asociada a algunos genes candidatos

Con respecto a los caracteres vinculados al tamafio corporal, las pruebas de
complementacién genética realizadas entre seis lineas de sustitucién cromosémica y mutantes
de jing, inv, toc, CG14478, Fas3 y Rinll revelaron que todos los genes analizados presentan
variabilidad natural con respecto a la mayor parte de los casos y, en esos casos, el efecto
fenotipico de la ausencia de complementaciéon fue igual en ambos sexos. Los resultados
sugieren que no existe una relaciéon de dominancia tinica entre los distintos alelos estudiados en
relacion a cada gen. Asimismo, para todos los casos se encontraron variantes naturales que
sugieren que los genes estudiados interacttian con otro/s que interviene/n directamente en la
expresion de los distintos caracteres analizados.

En relacion a la conformaciéon del ala, las mismas pruebas de complementacion
revelaron la existencia de QTGs sé6lo en algunos casos. Particularmente, el analisis del estimador
univariado mostré la existencia de variabilidad genética iinicamente para jing en los machos,
siendo el alelo del control dominante con respecto a los alelos naturales y su mutacién un alelo
nulo y, por lo tanto, recesivo con respecto a las variantes naturales. Esto sugiere que jing esta
implicado directamente en la expresion de la conformacién del ala y es consistente con la

informacion existente sobre este gen, la cual indica que codifica un factor de transcripcion
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requerido para el desarrollo del alula y de las venas del ala (Culi et al., 2006; ver el Capitulo 3).
De hecho, la mutaciéon de este gen fue la tnica que formé parte de la lista de aquellas que
generaron un cambio mds extremo en la conformacién del ala a 25°C que pudo asociarse con
algtin antecedente vinculado al desarrollo del ala (Capitulo 3). El otro gen que formé parte de
esa lista fue Fas3, aunque no parece haber informacién que relacione a este gen con la
conformacioén del ala. De hecho, segtin el analisis multivariado, existe variabilidad genética para
este gen aunque, nuevamente, sélo en los machos. Si se considera que ambas mutaciones sélo
afectaron significativamente a la conformacién del ala de las hembras a 25°C (Capitulo 3), se
hace dificil sostener que los alelos generados por mutagénesis sean nulos y, por lo tanto,
recesivos con respecto a los naturales. De esta manera, se podria considerar que la mutacion de
ambos genes podria haberlos transformado en alelos que afectarian la conformacion del ala de
manera diferente a los alelos naturales, con los que mantendrian una relacién de dominancia
que no es univoca. Asimismo, similarmente a lo mencionado anteriormente, estos resultados
apoyan la idea de que los genes estudiados interacttan con otro/s que interviene/n
directamente en la expresion de los distintos caracteres analizados; lo cual es consistente con el
rol de Jing como factor de transcripcion y el de Fas3 en la transduccién de sefiales.

Por un lado, la consideracion simultdnea de todos los resultados derivados de las
pruebas de complementacion y de los analisis de las respectivas mutaciones en relaciéon a los
diferentes caracteres morfoldgicos estudiados sugiere que los genes analizados generalmente
intervienen indirectamente en la expresiéon de los caracteres estudiados, es decir, a través de
interacciones con otros genes que afectan al mismo caricter (epistasis, una de las dos
posibilidades; Anholt & Mackay, 2004, Mackay, 2001; 2004; Pasyukova et al., 2000). Estos
resultados son consistentes con el hecho de que la mayoria de los genes candidatos en relacion
al tamafio corporal estdn involucrados en el desarrollo y/6 en procesos metabdlicos y presentan
actividad de unién a proteinas y a dcidos nucleicos. Asimismo, estan de acuerdo con el hallazgo
reciente de que la expresion de los caracteres complejos esta gobernada por redes epistaticas de
multiples genes pleiotrépicos (Anholt & Mackay, 2004, Mackay, 2004). De esta manera, el
criterio segun el cual solo los resultados que reflejan un determinado patrén (cambio de escala
tipo 1; Capitulo 7) constituyen la principal evidencia para considerar a los genes como QTGs
(Mackay, 2001; Pasyukova et al., 2000), deberia seguirse con suma precaucion. Cabe la
posibilidad de que este criterio pueda emplearse con caracteres cuya arquitectura genética
préacticamente puede reducirse a su base genética, debido a que gran parte de los genes que
intervienen en su expresion son genes efectores o genes estructurales. Sin embargo, también cabe la
posibilidad de que la mayoria de los caracteres, como los estudiados a lo largo de esta tesis,

posean una arquitectura genética mucho mds compleja. De esta manera, semejante
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simplificacion podria llevar a la pérdida de mucha informacién importante para caracterizar la
arquitectura genética de los caracteres estudiados.

Por otro lado, todos los genes menos Rtnll son candidatos a integrar la arquitectura
genética de ambos tipos de caracteres (Capitulos 2 y 3) pero la mayoria no mostré variaciéon
natural para la conformacion del ala mientras que si lo hizo para los estimadores del tamafio
corporal. Por lo tanto, los resultados sugieren que la expresién de la conformacion del ala esta
maés canalizada que la de los caracteres vinculados al tamafio corporal y es consistente con
otros resultados discutidos previamente. En resumen, anteriormente se mencioné que los
resultados derivados de esta tesis, igual que otras observaciones previas, coinciden en que un
nimero importante de genes contribuye a la expresiéon de la conformacién del ala y en que
éste serfa mayor que para el tamafio del mismo 6rgano (Birdsall et al., 2000; Dworkin &
Gibson, 2006; Mezey et al., 2005; Mezey & Houle, 2005; Weber, 1990; Weber et al., 1999; 2001;
2005; 2008; Zimmerman et al., 2000). Asimismo, dichos resultados mostraron que la variaciéon
conformacional del ala en los distintos casos estudiados parece estar contenida dentro de
ciertos limites. Particularmente, se observaron modificaciones fenotipicas acotadas y bastante
similares, tanto en las lineas mutantes (considerando las dos temperaturas de cria) como en las
lineas derivadas de la naturaleza (considerando los cambios conformacionales asociados tanto
a los extremos “absolutos” de la variacién como a los extremos del gradiente latitudinal). Estas
observaciones coinciden con otras realizadas en estudios previos que involucraron tanto
poblaciones naturales como experimentales de D. melanogaster (por ejemplo, Azevedo et al.,
1998; Birdsall et al., 2000; Bitner-Mathé & Klaczko, 1999; Bubliy et al., 1996; Cavicchi et al., 1991;
Debat et al., 2003; Gilchrist et al., 2000; Imasheva et al., 1995; 2000; Kjeersgaard et al., 2007; Matta
& Bitner-Mathé, 2004; Moreteau et al., 1998; van’t Land et al., 1999) y son parcialmente
consistentes con la idea de que la selecciéon optimizadora podria ejercer alguna influencia en la
conformacion del ala en la naturaleza (Gilchrist et al., 2000; Gilchrist & Partridge, 2001; Mezey
& Houle, 2005; Pezzoli et al., 1997; Weber, 1990). En este contexto, los resultados de las pruebas
de complementacion refuerzan la idea de que la conformacion del ala presenta cierta variaciéon
natural alrededor de un determinado 6ptimo fenotipico. Como se discutié previamente, el
desarrollo de este 6érgano ocurre a través de una compleja sucesion de eventos potencialmente
determinados por la expresiéon de un gran ntmero de genes que podrian afectar a la
conformacion del ala de forma mas o menos global dependiendo del momento y el lugar en el
que estos se expresan. La mayor parte de estos genes podria carecer de variabilidad natural o
dicha variacién podria no ser traducida en modificaciones fenotipicas debido a la capacidad
del sistema de enmascarar los cambios a lo largo de los distintos pasos del proceso. En ese

sentido, las modificaciones ocurrieron predominantemente en la direcciéon préximo-distal y,
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como involucraron frecuentemente a PCV, afectaron simultdineamente a la regién posterior del
ala. Dado que esa region del ala serfa la que se desarrolla méas tardiamente (Capitulo 3), los
resultados sugieren que sélo la variacion ligada a genes que se expresan més tardiamente en el
desarrollo podria verse reflejada en cambios fenotipicos. De todos modos, a pesar de que
habria que estudiar la variacién asociada a mas genes, los resultados de las pruebas de
complementacién apoyan la idea de que la conformacion del ala es un caracter altamente
canalizado como consecuencia de la accion de la seleccién estabilizadora en la naturaleza.
Finalmente, los altos niveles de variabilidad genética observados para todos los caracteres
vinculados al tamafio corporal podrian estar relacionados con la existencia de compromisos
entre este cardcter complejo y otros caracteres vinculados al fitness. Este tipo de relaciones, que
parecen ser multiples con respecto al tamafio corporal (Capitulo 1), podrian imponer mayores
restricciones a la evolucién direccional del tamafio corporal y, por lo tanto, a la pérdida de la

variacion genética asociada a su expresion o a su canalizacion.

Otros genes candidatos y experimentos futuros

Por un lado, se identificaron 92 genes candidatos en relacion a los caracteres vinculados
al tamafio corporal estudiados a 25°C. Aparentemente, s6lo ocho de estos genes afectan tres o
cuatro caracteres en ambos sexos (dnt, inv, LanA, lama, CG13086, sd, CG14782 y Lsd-2) mientras
que otros ocho mostraron ser pleiotropicos predominantemente en un sexo o en el otro (lola,
tmod, bif y CG8062 en los machos; msn, CG17836, CG32529 y amn en las hembras). Las
mutaciones en cuatro de estos genes candidatos (inv, Lsd-2, amn y CG32529) resulté en la
disminucion de casi todos los caracteres de tamafio corporal en ambos sexos mientras que dos
inserciones independientes del elemento P en sd generaron un aumento del tamafio en todos los
caracteres. En general, estos genes no habian sido relacionados con la regulacién del tamafio de
los 6rganos o del cuerpo previamente. Por otro lado, la mayoria de los 98 genes candidatos
identificados con respecto a la conformacién del ala analizada a 25°C no habia sido relacionada
previamente con dicho cardcter. Asimismo, de los 16 genes responsables de los cambios
conformacionales mas extremos (ade5, CG12418, CG12717, CG32038, CG32685, CG6175, CG6540,
Crc, dally, Fas3, inx7, jing, Karl, LanA, 1(3)82Fd y sd), s6lo tres (jing, LanA y sd) habian sido
relacionados con modificaciones del ala en estudios previos y dos (CG6175 y sd) aparentemente
afectan a la conformacion similarmente en ambos sexos. Finalmente, los resultados del estudio
realizado a 17°C resaltan la necesidad de estudiar la expresiéon de los genes que conforman la
base genética de un cardcter en distintos ambientes cuando se pretende profundizar en el
conocimiento de la arquitectura genética de dicho caracter. Como se mencioné previamente, los

resultados sugieren que la base genética de los distintos caracteres varia de manera importante
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con la temperatura por lo que s6lo algunos genes parecen tener alguna relacién con el tamafio
y/o la forma de los 6rganos en ambas temperaturas estudiadas. Entre estos genes se puede
destacar a CG11226, Btk29A, Imp, Lsd-2, mam, msn y spict.

La mayor parte de la informacién relevante vinculada a los genes candidatos
mencionados, disponible en la base de datos de Flybase (Flybase, quinta publicacién), fue
mencionada a lo largo de los capitulos anteriores (fundamentalmente, Capitulos 2, 3, 4 y 7). Sin
embargo, existe cierta informacion que podria resultar interesante discutir a esta altura del
trabajo debido a que es bastante reciente y es relativamente mas abarcativa con respecto a los
resultados obtenidos en distintas partes de la tesis.

Por un lado, LanA parece ser un gen muy importante en relacion a los distintos
caracteres morfoldgicos estudiados ya que las cuatro mutaciones independientes de este gen
(lineas BG01662, BG02113, BG02380 y BG02469; Capitulos 2 y 3) afectaron de diferente manera
tanto a los distintos caracteres vinculados al tamafio corporal como a la conformacion del ala.
En particular, una de esas mutaciones (BG02469) se destacoé por haber causado un incremento
de todos los caracteres vinculados al tamafio corporal excepto DO en ambos sexos y afect6 a la
conformacién del ala de los machos. Otra mutacién (BG02380) causé un aumento de LT y TA
asi como una modificacion extrema de la conformaciéon del ala tnicamente en los machos.
Finalmente, la tercera mutacion (BG02113) afect6 sélo a la conformacion del ala aunque lo hizo
en ambos sexos, mientras que la cuarta (BG01662) aumenté DO en las hembras y una
disminuy6 TA en los machos. Como se dijo anteriormente, estos resultados indican que el sitio
exacto del transposén determina el efecto fenotipico de la mutacién, como fue observado para
distintos genes en relacién a los caracteres morfologicos estudiados en esta tesis (Capitulos 2 y
3) asi como para otros caracteres (Rollmann et al., 2006). De acuerdo con la informaciéon
disponible en Flybase (Flybase, quinta publicacion), existen abundantes referencias que
relacionan a LanA predominantemente con el desarrollo del ala de Drosophila. Sin embargo,
recientemente algunos autores realizaron pruebas de complementacién para identificar loci
vinculados a los QTLs que previamente habian identificado como responsables de la variacion
natural vinculada al almacenamiento de triacilglicerol (De Luca et al., 2005; 2008). Entre los
genes candidatos identificados se encuentra LanA, el cual tiene una homologia de secuencia
significativa con la Laminina 5 de los mamiferos codificada por LAMAS5. En los humanos, la
region cromosémica en la que se localiza este gen ha sido relacionada con el indice de masa
corporal y el porcentaje de grasa corporal (Durkin et al.,1997; Rankinen et al., 2006.). Esto llevé a
dichos autores a investigar si los polimorfismos en LAMAS contribuyen a la variacién natural
del peso corporal y la adiposidad en humanos y encontraron una relacion significativa entre

algunas variantes moleculares y determinados indicadores del peso corporal (De Luca et al.,
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2008). De acuerdo con estos autores, los resultados sugieren que LanA cumple un rol que se ha
conservado en la evoluciéon de los organismos en relacién a la variacion del peso y la
composicion corporal. Seria interesante profundizar en el conocimiento acerca de la manera en
la que este gen se relaciona con el control del tamafio corporal y como ha ocurrido su evoluciéon
a través del estudio de distintas especies representantes de todo el reino animal.

Por otro lado, sd también parece ser un gen muy importante en relacién a los distintos
caracteres morfolégicos estudiados, ya que las dos mutaciones independientes de este gen
(lineas BG01633 y BG02605; Capitulos 2 y 3) afectaron de diferente manera tanto a los distintos
caracteres vinculados al tamafo corporal como a la conformacion del ala. En particular, una de
esas mutaciones (BG01633) se destac6 por haber causado un incremento de todos los caracteres
vinculados al tamafio corporal excepto DO y haber causado una modificacién extrema de la
conformacion del ala en ambos sexos. Sin embargo, la otra mutacion sélo causé el aumento de
DO en ambos sexos y de TA en los machos. Nuevamente, estos resultados indican que el sitio
exacto del transposén determina el efecto fenotipico de la mutaciéon (Capitulos 2 y 3; Rollmann
et al., 2006). Asimismo, también en este caso, la abundante informacion referida a sd que se
encuentra disponible en Flybase (Flybase, quinta publicacion) se relaciona predominantemente
con el desarrollo del ala de Drosophila. Sin embargo, recientemente se ha vinculado a este gen
con el camino de sehalizacion denominado Hippo (Hpo), el cual tiene su analogo en los
mamiferos y pareceria que cumple un rol importante en la regulacion del tamafio de los
6rganos a través de la proliferacion celular (Dong et al., 2007; Pan, 2007; Saucedo & Edgar, 2007).
Aparentemente, Hpo se autofosforilaria y posteriormente fosforilaria a Warts, que haria lo
mismo con otras proteinas efectoras entre las que se encuentra Yorkie (Yki). Yki es un co-
activador transcripcional que no se une a ADN (Huang et al., 2005). Recientemente se ha
establecido que Sd es uno de los factores de transcripcion a los que se une Yki, con el cual forma
un factor de transcripciéon heterodimérico que regula “blancos” rio abajo de la sefalizacién de
Warts (Goulev et al., 2008; Wu et al., 2008; Zhang et al., 2008). Originalmente, Sd no fue un
candidato obvio para ser el compafiero de Yki porque su presencia parece ser requerida
especificamente para el desarrollo neuronal y del ala (Campbell et al., 1992; Liu et al., 2000)
donde, como ya fue mencionado (Capitulo 3), se une a Vg (Halder et al., 1998; Simmonds et al.,
1998). En cambio, Yki parece ser necesario para el crecimiento normal y la supervivencia de
todas las células imaginales (Huang et al., 2005). Distintos estudios han demostrado que sd es
requerido para generar el fenotipo de sobre-crecimiento asociado a la sobre-expresion de ykiy a
la mutacién de los supresores de tumores del camino de sefalizacion de Warts (Goulev et al.,
2008; Wu et al., 2008; Zhang et al., 2008). Aunque los resultados de los estudios mas recientes no

dejan lugar a dudas en cuanto a la relacién de estas proteinas, no pueden explicar las
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diferencias fenotipicas existentes entre los mutantes de ambos genes. Reddy e Irvine (2008)
pensaron que esto podria explicarse mediante la existencia de otro factor de transcripcion al
que se una Yki fuera del ala. Alternativamente, estos autores plantearon la posibilidad de que
Sd funcione como un activador transcripcional en presencia de Yki y como un represor de la
transcripcién en su ausencia (Reddy & Irvine, 2008). Tal represién de los “blancos” normales del
camino de sefalizacién de Warts explicaria la inhibicién del crecimiento y la promocién de la
apoptosis causada por la sobre-expresion de sd (Liu et al., 2000). En este caso, la ausencia de Sd
diferiria de la de Yki porque los genes “blanco” seria des-reprimidos sin Sd pero serian
reprimidos sin Yki (Reddy & Irvine, 2008). Si bien yki y vg influyen en el crecimiento del ala y
afectan a algunos genes “blanco” comunes alli; distintos experimentos sefialan que cumplen
diferentes funciones, de lo que se deduce que deberian diferir en relacién con algtin “blanco” de
sefializacion. En ese sentido, Yki podria influenciar la especificidad de unién a ADN de Sd, tal y
como se ha demostrado que ocurre con Vg (Halder & Carroll, 2001).

Los resultados mencionados anteriormente, relacionados con el efecto fenotipico de
distintas mutaciones de sd, aparentemente constituyen un aporte significativo al conocimiento
del rol de este gen en el control de la proliferacién celular y el tamafio del cuerpo en general.
Por un lado, estos resultados sugieren que sd desempefia algtin papel en el crecimiento de
distintas estructuras ademds del ala. Por otro lado, el efecto fenotipico de las distintas
mutaciones parece apoyar a la segunda de las hipétesis planteadas por Reddy e Irvine (2008),
mencionadas anteriormente. En ese sentido, distintas mutaciones podrian haber afectado a
distintos sitios de sd de forma tal de que el producto resultante pudiera unirse se manera
diferente a los co-activadores (Yki y Vg) y /o a la secuencia “blanco” de ADN. En particular, los
cambios podrian haber incrementado la especificidad de unién a dichas secuencias, debido a
que las mutaciones generalmente causaron un sobre-crecimiento. Seria necesario realizar otros
estudios mas especificos para dilucidar las causas moleculares de los cambios fenotipicos en
cada caso.

Los antecedentes mencionados en relaciéon a LanA y sd, que constituyen sélo una
muestra de todos los que han surgido en el transcurso del dltimo afio; permiten vislumbrar los
experimentos que podrian llevarse a cabo de ahora en mas, a partir de las listas de genes
candidatos que se han generado. En primera instancia, seria apropiado generar lineas que
difieran entre si en relacién al cromosoma 3 o el X que se haya puesto en homocigosis y derive
de la naturaleza; de forma tal de extender los experimentos desarrollados a lo largo de esta tesis
a genes localizados en esos cromosomas. Asimismo, para algunos de los genes mds importantes
(por ejemplo, los mencionados anteriormente o Lsd-2 y msn) se podrian generar lineas en las

que se observe una reversion del fenotipo mutante tras haber retirado el elemento P causante de
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la mutacién (lineas revertantes), de forma tal de confirmar la participacién del gen analizado en
la expresion del cardcter respectivo. Posteriormente, se podrian realizar experimentos de
expresion de dichos genes (por ejemplo, Real Time-PCR 6 Microarrays) que permitan conocer
la/s etapa/s del desarrollo y/o el/los lugar/es del cuerpo en los que estos se expresan, de
forma tal de dilucidar la relevancia de los mismos en la regulacion del tamafio de distintas
estructuras corporales. Finalmente, se podrian llevar a cabo estudios que permitan conocer las
bases moleculares de la variacién entre los alelos involucrados en la expresion de los caracteres
analizados en la naturaleza y, de esta manera, identificar sitios nucleotidicos polimérficos 6

SNPs (por su sigla en inglés: Single Nucleotide Polymorphisms).

Conclusiones generales

Los resultados de esta tesis globalmente sugieren:

> que la arquitectura genética de los distintos caracteres morfolégicos analizados es
diferente y depende en gran medida del sexo y de la temperatura de cria;

> que existe abundante variacion genética natural asociada al cromosoma 2 para todos
esos caracteres, algunos de los cuales mostraron patrones clinales;

> que la temperatura media s6lo puede brindar una explicacién parcial de los patrones
observados en la naturaleza, por lo que deben considerarse otros factores que
presentan diferencias entre gradientes geograficos que pueden dar cuenta de los
mismos y de la evolucién de los caracteres morfolégicos en general;

> que las relaciones alométricas entre los caracteres asi como el dimorfismo sexual
asociado a ellos son mantenidos dentro de cierto rango de variacion en la naturaleza
por la acciéon de la selecciéon natural, de lo que se deduce que algunas de las
mutaciones generadas podrian representar alelos que serian eliminados en la
naturaleza;

> que existen altos niveles de variabilidad en las poblaciones naturales estudiadas con
respecto a los genes implicados en la expresion de los distintos caracteres analizados
aunque su expresion estaria en gran medida canalizada en relaciéon a la

conformacién del ala.

En este recorrido hemos tratado de contribuir a la caracterizacion de la arquitectura
genética de caracteres vinculados al tamafio y la forma corporal en D. melanogaster. De esta
manera, hemos aportado resultados novedosos vinculados con algunos de los factores cuyo
andlisis es esencial en los estudios de estas caracteristicas. Asimismo, hemos discutido dichos

resultados intentando tener en cuenta todos los antecedentes vigentes acerca del desarrollo

260



morfolégico, tanto en el plano ontogenético como en el evolutivo. Esperamos que este trabajo
haya resultado ser de interés para el lector y que constituya un aporte significativo al

conocimiento general acerca de la arquitectura genética de la morfologia.
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Anexo metodologico 1

Lineas de D. melanogaster y disefio experimental general utilizados a lo largo de

la tesis.

Lineas de D. melanogaster utilizadas en la primera parte del trabajo

Las lineas utilizadas en esta parte de la tesis se obtuvieron en el marco del proyecto
denominado Berkeley Drosophila Genome Project (BDGP; Bellen et al., 2004; Spradling et al., 1995,
1999). A partir del stock B de la cepa Canton-S se gener6 una linea homocigota para todos los
loci (linea isogénica), mediante un protocolo de cruzamientos en el cual se utilizaron cepas con
cromosomas balanceadores que tienen marcadores fenotipicos dominantes (ver mas adelante).
La linea isogénica que se obtuvo se denominé Canton-S B. Mediante otro protocolo de
cruzamientos, se inserté en un lugar al azar del genoma de Canton-S B un elemento
transponible que, generalmente, interrumpe la secuencia de un gen (Lukacsovich et al., 2001).
Como resultado de la implementaciéon de dicho protocolo, se generaron numerosas lineas
isogénicas. Todas estas lineas poseen el mismo fondo genético y solo difieren en la ubicacién del
elemento transponible, que también se encuentra en homocigosis.

El vector utilizado como agente mutagénico es el elemento P[GT1] (Figura AlL1), que es
un elemento transponible modificado que se inserta preferencialmente en la regién regulatoria
5 de las unidades funcionales de transcripcion (Spradling et al., 1995). De esta manera, el
promotor del gen reportero que lleva el inserto se activa por una secuencia enhancer cercana.
Este método, llamado enhancer-trap, ha sido ampliamente utilizado para identificar nuevos
genes en Drosophila de acuerdo con sus patrones de expresion (Bellen et al., 1989; Bier et al., 1989;
O’Kane & Gehring, 1987; Wilson et al., 1989). Este sistema también ha sido empleado para
generar marcadores especificos de células o tejidos o para manipular un tipo particular de
células a través de la expresion dirigida de transgenes de manera circumectépica (Bello et al.,
1998; Brand & Perrimon, 1993). A pesar de de la alta incidencia de la expresiéon del gen
reportero, muchas de las lineas generadas a partir de éste método no exhiben fenotipos
mutantes detectables. Esto significa que el sitio genémico en el que el inserto se ha integrado se
encuentra bajo la influencia de una secuencia enhancer particular con un efecto pequefio en la
transcripcién del gen adyacente. Entonces, las lineas enhancer-trap tipicamente no proveen de
informacién funcional sobre los genes cercanos, aunque son bastante ttiles para monitorear la

actividad enhancer cercana al sitio de insercién del vector. En muchos casos, este patrén de
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expresion recuerda el del transcripto de un gen intrinseco. Sin embargo, el gen puede hallarse a
decenas de kilobases del punto de insercién. En tales circunstancias, el clonado y analisis del
gen en cuestion podria consumir mucho tiempo. Una situaciéon atin méds complicada puede
aflorar en algunas lineas enhancer-trap en las que la expresion del gen reportero es influenciada
por multiples secuencias enhancer correspondientes a unidades de transcripcion diferentes
(Bolwig et al., 1995).

Dada la existencia de estos problemas inherentes al sistema enhancer-trap, Lukacsovich y
colaboradores (2001) desarrollaron un nuevo método, denominado sistema dual-tagging-gene-
trap, que utiliza otro vector (Figura Al.1). Este constructo contiene como gen reportero primario
a GAL4, un factor de transcripciéon de hongos que funciona en Drosophila. En el constructo, este
gen carece de promotor (pero tiene secuencia de poliadenilacién), por lo que sélo se expresa
cuando su RNA mensajero (RNAn) se une covalentemente a un RNA, enddégeno ya sea
mediante splicing o por transcripcion directa. De esta manera, el patrén de expresion del gen
reportero es exactamente el del gen “atrapado” ya que la transcripcién ocurre a partir del
promotor de ese gen. Todas las lineas que contienen el inserto son mutantes porque los
transcriptos de los genes “atrapados” pierden su funcién como resultado de la fusién con la
secuencia insertada. Ademas, este sistema invariablemente conduce a la fusién de los productos
del gen reportero y una secuencia exénica del gen insertado. Esta fusién de los productos en las
lineas mutantes permite realizar el clonado de manera mas facil y rapida.

Pocos estudios han procurado desarrollar sistemas gene-trap en Drosophila (Dunn et al.,
1993). Esto posiblemente se debe a que se espera que estos sistemas provean menos lineas que
muestren la expresion del gen reportero que los sistemas enhancer-trap. En el sistema enhancer-
trap, el gen reportero se expresa independientemente de la orientacion relativa al gen en el que
ocurre la insercién, mientras que en el sistema gene-trap el vector debe estar integrado en la
misma orientacion que el gen “atrapado”. Para sortear este inconveniente, el vector utilizado
por Lukacsovich y colaboradores (2001) emplea otro marcador independiente de GAL4, el gen
mini-white (mini-w), de forma tal de marcar al gen “atrapado” dos veces (Figura Al1). mini-w
tiene su propio promotor pero carece de la secuencia de poliadenilacién. Entonces, s6lo cuando
el elemento P se inserta dentro de una unidad de transcripcién, el RNA, fusionado se traduce
dando como producto ambas proteinas funcionales, GAL4 y White (Figura AL1). La primera
puede activar la transcripcién de cualquier gen localizado rio abajo de la sefial de UAS mientras
que la segunda confiere un color de ojos oscuro, implicando la insercién exitosa del constructo

en un gen (Figura AL1).

263



-
5
e

Sitio aceptor
de splicing

Terminador
Hpss0

wrinieokite = @

Promotor

5T

v
'3
.
#

Sitio donante

Exénl Exén 2

. 6

eo® .
@

LIAS

Poli-A

de splicing
| Exén 3 Sitio Poli-A
Exén? | Exén3 [ PoliA

Figura AL1: Representacion esquematica del sistema dual-tagging-gene-trap. A) Esquema
del elemento transponible P[GT1]. 3'P y 5P son los extremos del elemento P. B) El
elemento P cuando se integra en el genoma. A partir de la transcripcién se producen dos
transcriptos fusionados, uno que codifica la secuencia de GAL4 fusionada a la porcién 5
del gen interrumpido y otro que codifica la secuencia de mini-w fusionada a la porcién 3’
del gen. C) El RNA,, fusionado se traduce en dos proteinas funcionales, Gal4 (circulos
gris oscuro) y White (cuadrados gris oscuro). Por un lado, Gal4, que puede estar unido o
no al producto codificado por un exén ubicado del lado 5 (circulos gris claro); puede
activar la transcripcién de cualquier gen que se encuentre bajo el control de UAS. Por
otro lado, White confiere pigmentacién a los ojos implicando una inserciéon exitosa del
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elemento P. Figura modificada de Lukacsovich y colaboradores (2001).
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El vector contiene un tercer marcador, el gen hs-neo, que permite recuperar las moscas
que contienen el vector ain cuando la inserciéon haya ocurrido fuera de una unidad
trancripcional (Figura AI.1). Asimismo, el elemento mévil contiene el pldsmido pUCS, el cual
posee un sitio de origen de replicacion bacteriano y un gen de resistencia a antibiéticos (Figura
AlL1). Ambas herramientas moleculares se utilizan para clonar la secuencia flanqueante a la
insercion.

Las lineas mutantes fueron obtenidas mediante el empleo de la técnica jump-start
(Cooley et al., 1988), utilizando como elemento mutagénico al vector P[GT1] para atrapar genes
y a otro transposon como activador de la transposicion (denominado jump-starter) dado que es
el que posee la secuencia codificadora de la transposasa (Lukacsovich et al., 2001). Como se
mencioné anteriormente, el proceso de obtenciéon de las lineas mutantes consiste en la
utilizacién de un esquema de cruzamientos que permite insertar el elemento transponible en un
background isogénico (Figura AlL2). A continuacion se explica brevemente qué lineas se
utilizaron y como se realiz6 la secuencia de cruzamientos, que se muestra de manera
simplificada en la Figura AL2.

El primer cruzamiento (Go) se realiza entre una hembra isogénica heterocigota para la
insercion del elemento movil en el cromosoma 2 (el cual no puede transponerse ya que no posee
la enzima transposasa) y un macho que en el cromosoma 3 cuenta con el marcador fenotipico
dominante, letal recesivo, Stubble (Sb); cuyo cardcter diagndstico es la presencia de quetas
cortas. Este gen se encuentra ligado al gen A2-3, que codifica para la enzima transposasa
responsable del salto del elemento P. El homoélogo de este cromosoma es un cromosoma
balanceador (por ejemplo, Tmo6), el cual evita la recombinacién por lo que los genes A2-3 y Sb
segregan ligados. Todas las moscas utilizadas tienen ojos blancos y alas curvas debido a la
presencia de los marcadores white (w) y Curly (Cy) respectivamente.

De la descendencia del cruzamiento anterior se eligen los machos que presentan los
marcadores fenotipicos que indican la ocurrencia de un evento de transposicién (los que tienen
ojos coloreados en mosaico). En estos machos, la enzima transposasa reconoce las regiones
terminales del elemento movil permitiendo la transposicién no replicativa (que se va a
manifestar en la proxima generacién). De esta manera, el elemento transponible se inserta al
azar en algin lugar del genoma interrumpiendo la secuencia de una determinada region de
alguno de los 4 cromosomas. Por lo tanto, con cada uno de estos machos se puede fundar una
linea mutante independiente, debido a que existe una tinica transposicién por individuo siendo

la ubicacién de la misma aleatoria.
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Figura Al2: Esquema simplificado de los cruzamientos empleados para obtener las lineas
utilizadas en la primer parte de la tesis (lineas BDGP). El asterisco (*) simboliza la posible
insercién del elemento movil (ver el texto para mas detalles). Figura modificada de
Lukacsovich y colaboradores (2001).

Los machos elegidos se cruzan en el cruzamiento G1 individualmente con hembras que
portan el fondo genético que se desea obtener para estas lineas. Este cruzamiento tiene como
objetivo eliminar el cromosoma que tiene el gen de la transposasa para evitar nuevos eventos
mutagénicos. De esta forma, se utilizan hembras que poseen el cromosoma 3 balanceador
(I'M3Ser) de forma tal de impedir la recombinacién de los homoélogos. Ademads, estas hembras
poseen el marcador Sb en este cromosoma, lo que permite elegir entre los individuos de la
progenie a los parentales de la siguiente generacion (G2).

A partir de este punto, el objetivo es poner en homocigosis el elemento transponible y
eliminar los cromosomas que poseen los marcadores fenotipicos dominantes recuperando el
fondo isogénico. De esta manera, todas las moscas con ojos pigmentados y sin alas curvas son
descartadas para eliminar la posibilidad de recuperar el cromosoma con la insercién original.
Cada mosca con ojos pigmentados se cruza con moscas del otro sexo que tengan un cromosoma
3 balanceado (Sb/ TM3Ser). La descendencia de este cruzamiento tiene el cromosoma mutado de
un parental.

De esta manera, en el primer paso del screening, se seleccionan las moscas con color de
ojos intenso como las candidatas mas probables a haber sufrido un evento exitoso de “captura
de gen”. Luego, se chequea la expresion de GAL4 in vivo en los descendientes del cruzamiento

de estas lineas con una linea portadora del gen de la luciferasa, que se encuentra bajo el control
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del promotor UAS y cuyo producto puede ser revelado por un detector de luminiscencia
(Brandes et al., 1996).

Esta metodologia permite obtener mutantes en cualquiera de los cromosomas de D.
melanogaster. Las lineas obtenidas son isogénicas (comparten el mismo fondo genético) y sélo
difieren en que cada una presenta una tnica inserciéon de un elemento P que ocurrié al azar en
cualquier region codificante del genoma. Ademds se cuenta con una linea libre de inserciones
que posee el mismo fondo genético (Canton-S B), la cual puede ser utilizada como control. Este
sistema permite, tras criar a las moscas bajo las mismas condiciones, atribuir las diferencias
fenotipicas observadas entre las lineas BDGP y el control a factores genéticos y, en este caso en
particular, a la mutacion debida a la insercién del elemento P que, generalmente, afecta a un
anico gen.

Como se dijo anteriormente, el elemento P[GTI] presenta varias herramientas
moleculares que facilitan el clonado de la secuencia flanqueante a la inserciéon (Lukacsovich et
al., 2001); la cual puede pertenecer tanto una regién eucromatica como a una heterocromatica
(Bellen et al., 2004). Estas secuencias se obtuvieron mediante la secuenciacién de los productos
de una reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) inversa (Bellen et al., 2004). El protocolo
detallado se encuentra disponible en la pagina de Internet del BDGP
(http:/ /flypush.imgen.bcm.tmc.edu/pscreen). Brevemente, el primer paso consiste en la
digestion del ADN genémico de una determinada linea con una enzima de restriccion que
posee un Unico sitio de corte en el elemento P[GT1]; por lo que el siguiente corte se produce en
la secuencia flanqueante a la insercion. En el siguiente paso se emplea una ligasa, y de esta
forma, se unen los extremos cohesivos. El fragmento de ADN circular contiene la regién 3’ del
P[GT1] y parte de la secuencia flanqueante a la inserciéon. Esta secuencia es clonada a través de
una PCR inversa y los productos obtenidos a partir de esta reaccién son posteriormente
secuenciados (Liao et al., 2000). La informacién de la secuencia flanqueante a la insercion
correspondiente a cada una de las lineas también se encuentra disponible en el sitio de Internet

del BDGP (http:/ /flypush.imgen.bcm.tmc.edu/ pscreen).

Lineas de D. melanogaster utilizadas en la segunda parte del trabajo

Las lineas utilizadas en esta parte de la tesis fueron generadas en el marco de un
proyecto de mayor envergadura que se estd llevando a cabo en el laboratorio en el que se
desarroll6 esta tesis. En este proyecto se planea obtener lineas isogénicas para sustituciones
cromosOmicas para el cromosoma 2 y cromosoma 3 que provienen de poblaciones naturales.
Las lineas generadas, que son isogénicas, poseen el mismo fondo genético y sélo difieren con

respecto al cromosoma que ha sido sustituido por un cromosoma (2 o 3) natural. De esta
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manera, se puede investigar la variabilidad genética natural subyacente al cromosoma
sustituido. En el marco de esta tesis se utilizaron las lineas isogénicas sustituidas para el
cromosoma 2, las cuales son portadoras del mismo fondo genético que el utilizado para generar
las lineas BDGP (Canton-S B).

Para obtener estas lineas se empleo un esquema de cruzamientos en el que se utilizaron
cepas portadoras de cromosomas balanceadores e isolineas de D. melanogaster provenientes de
varias poblaciones naturales dispuestas a lo largo de gradientes geograficos del Oeste
argentino. Una isolinea es una linea de moscas cuyos integrantes descienden de una tdnica
hembra fecundada, que ha sido mantenida en forma aislada de otros individuos de su misma
especie, tras haber sido colectada en el campo (David, 2005). A continuacion se explica
brevemente qué lineas se utilizaron y cémo se realizé la secuencia de cruzamientos, que se
muestra de manera simplificada en la Figura AL3.

El primer cruzamiento (Go) se realiza entre una hembra homocigota para el gen
marcador que confiere ojos blancos (w) y heterocigota para los otros dos cromosomas que
contienen los genes marcadores Cy (cromosoma 2) y Sb (cromosoma 3). Los homoélogos de estos
cromosomas son el 2 y el 3 de la linea Canton-S B (de ahora en adelante IsoB). Vale la pena
recordar que IsoB es la linea control de las lineas BDGP (linea que posee igual fondo genético
pero carece de la insercion del elemento P).

De la descendencia del cruzamiento anterior se eligen los machos que presentan los
marcadores fenotipicos mencionados (w, Cy y Sb). En estos machos se puso en heterocigosis un
cromosoma 2 y un cromosoma 3 de la isolinea utilizada. Por lo tanto, con cada uno de ellos se
puede fundar una linea isogénica independiente. Debido a esto, en G1, los machos elegidos se
cruzan de manera individual con hembras homocigotas para el gen w y el cromosoma 3 IsoB y
heterocigotas para genes marcadores presentes en el cromosoma 2: un homoélogo lleva Cy
mientras el otro contiene el marcador fenotipico Sternopleural (Sp), que confiere la presencia de
un penacho de quetas (largas si la mosca tiene genotipo salvaje o cortas si su genotipo es Sb) en
el costado del térax, detras del primer par de patas. Este alelo, al igual que Cy y Sb, es un
marcador fenotipico dominante pero letal recesivo.

Para el siguiente cruzamiento (G2) se eligen machos con el mismo fenotipo que en el
caso anterior (w, Cy y Sb) 6 con el fenotipo dado por Sp en lugar de Cy; debido a que estos son
los dnicos que presentan el cromosoma natural 2 (en estos, el cromosoma natural 3 fue
reemplazado por el IsoB). Estos machos son cruzados individualmente con hembras de la cepa
utilizada en el caso anterior de forma tal de generar machos y hembras con el fenotipo dado

solamente por los marcadores wy Cy 6 Sp.
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A partir de este punto, el objetivo es poner en homocigosis el cromosoma 2 derivado de

la isolinea correspondiente. De esta manera, de los descendientes del cruzamiento entre

hermanos (G3), se descartan todas las moscas con el fenotipo dado por Cy 6 Sp y se cruzan entre

si las moscas que tienen ojos blancos y son salvajes para el resto de los caracteres.

G0

Gl

G2

G3

G4

e w/w; Cy/lsoB; 5b/IsoB X linea del campo (+;+;+) e

e

oo w/w; CyfSp;lsoB/IsoB X w/Y; Cy/+; 5b/+ o

T

L w/w; Cy/ Sp; IsoB/IsoB X w/Y; Cy o Sp/+; 5b/IsoB &

N

e w/w; Cyo Sp/+,IsoB/IsoB X  w/Y,; Cyo Sp/+;IsoB/IsoB 44

e

Lo w/w, +/4,IsoB/IsoB X w/Y, +/4+ IsoB/IsoB 34

Cepa Isogénica para el cromosoma 2 M

Figura AL3: Esquema simplificado de los cruzamientos empleados para obtener las
lineas utilizadas en la segunda parte de la tesis (ver el texto para méas detalles).

Esta metodologia permite obtener lineas idénticas entre si salvo por la particularidad de

que cada una presenta un cromosoma natural diferente en homocigosis; ya que su fondo

genético (el resto de los cromosomas) es idéntico al de las lineas BDGP (IsoB). Este sistema

permite, tras criar a las moscas bajo las mismas condiciones, atribuir las diferencias fenotipicas

observadas entre las lineas a factores genéticos, en este caso, presentes en el cromosoma 2.

Mantenimiento de las lineas de trabajo

En el transcurso de los distintos experimentos desarrollados a lo largo de la tesis, el

mantenimiento de las cepas se realizé colocando a los individuos adultos en recipientes (tubos o

frascos de vidrio o de plastico) con medio de laboratorio estandar. Los adultos fueron

transferidos, aproximadamente cada 15 dias, a recipientes estériles con medio de cria fresco

para evitar problemas de mortalidad larvaria denso-dependiente. En aquellos momentos en los
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que fue necesario obtener una gran cantidad de individuos de determinada cepa para realizar
un experimento, el procedimiento mencionado anteriormente se realiz6 con una mayor
frecuencia.

Cada vez que se realizé un esquema de cruzamientos como los detallados en los
apartados anteriores o, en general, un cruzamiento determinado de forma tal de obtener moscas
con un genotipo de interés; las hembras de las cepas utilizadas debian ser virgenes (Roberts,
1998). Esto se debe a que, luego de haberse llevado a cabo el cortejo y el apareamiento, las
hembras son capaces de guardar el esperma en su recepticulo ventral y en su espermateca. Este
esperma almacenado es suficiente para que las hembras puedan poner huevos fértiles durante
muchos dias: en condiciones ideales pueden hacerlo a lo largo de una semana a una tasa de 100
huevos por dia y, en condiciones menos favorables, en un periodo mayor a una tasa diaria
menor (Roberts, 1998). Como los machos y las hembras eclosionaran en el mismo recipiente,
puede haber cruzamientos entre hermanos de forma tal que los cruzamientos no ocurririan de
la manera esperada. Por lo tanto, en estos casos, se llevo adelante el protocolo que se detalla a
continuaciéon de forma tal de obtener la cantidad necesaria de hembras virgenes de las cepas
correspondientes (Roberts, 1998). En condiciones normales, los individuos de D. melanogaster no
se aparean hasta las 8 horas posteriores a su emergencia del adulto. Por este motivo, se puede
descartar los individuos adultos emergidos en los recipientes de cria (dejando las pupas y las
larvas) a la mafiana y, una vez transcurridas alrededor de 5 horas, se pueden extraer los adultos
emergidos en ese periodo de tiempo de forma tal de guardar las hembras. Entonces, se puede
repetir este procedimiento al menos dos veces por dia. Los recipientes de los que se extraen las
hembras virgenes pueden guardarse a una temperatura menor (por ejemplo a 17°C) durante la
noche, de forma tal de reducir la tasa de desarrollo y eclosiéon de los individuos. De la misma
manera, se pueden almacenar a una temperatura mayor (a 25°C) durante el dia para adelantar
su emergencia en ese periodo. Dos o tres dias después, se puede inspeccionar los tubos en los
que se guardaron las hembras para verificar que estas sean efectivamente virgenes. Si los tubos
no muestran sefiales de la presencia de larvas, se confirma que las hembras son virgenes. De
esta forma, las hembras pueden ser utilizadas en los cruzamientos de interés lo cual debe
ocurrir, preferentemente, en el transcurso de los dias siguientes para que no se vuelvan muy
viejas. Para evitar esto y en concordancia con lo mencionado anteriormente, en aquellos casos
en los que se necesita una gran cantidad de moscas de cada cepa (debido a lo cual habria que
llevar adelante este procedimiento durante muchos dias) es conveniente guardar a las hembras

a una temperatura menor.
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Disefio experimental general utilizado a lo largo del trabajo
El disefio experimental general utilizado en los distintos experimentos desarrollados a lo

largo de esta tesis se esquematiza en la Figura Al.4 y se describe a continuacion.

@ Placas de petri con medio
- de puesta (1 por linea)
= =
Adultos = @
(Linea x) Hlies
=]
ey

Caja de puesta
(1 por linea)

8 horas: se retira la @

placa de la caja

24 horas:

eclosidn de huewos

Siembra de 30 larvas de 1°

estadio en cada tube (réplica)
conmedio de eria estandar

4 réplicas per linea

Figura Al4: Protocolo experimental general utilizado durante los distintos
experimentos.

Por cada linea empleada, se utiliz6 una cdmara de recoleccién de huevos que consistio
en un recipiente de acrilico transparente de 5 x 20 x 12 cm. En cada una de ellas se colocé un
nimero abundante de moscas sexualmente maduras de cada sexo (150 parejas
aproximadamente) de una determinada linea. Asimismo, se coloc6 una placa de Petri
conteniendo un medio de oviposicién preparado con 1 gramo de agar en polvo disuelto en 60
mililitros de agua destilada y cocinado hasta el primer hervor. Posteriormente, una vez que la
solucion se solidifico, se efectuaron estrias en su superficie utilizando una aguja de diseccién y
se colocaron granos de levadura comercial seca (Saccharomyces cerevisiae). Por un lado, este
procedimiento sirve como estimulo para la oviposiciéon y, por otro lado, la levadura sirve de
alimento para las moscas adultas y las larvas.

Transcurridas unas 8 horas, se retiraron las placas de Petri y se observaron bajo una lupa

buscando la presencia de huevos. En los casos en los que no se encontraron huevos en la placa
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correspondiente a una determinada linea, se volvi6 a llevar a cabo el procedimiento detallado
anteriormente para esa linea en forma inmediata, utilizando los mismos adultos y placas de
Petri con medio fresco.

Una vez retiradas las placas de Petri de las cajas de puesta, se dejaron pasar unas 30
horas hasta la eclosién de la mayor parte de los huevos. Al cabo de ese tiempo se recolectaron
larvas de primer estadio de cada linea. Estas larvas fueron transferidas a tubos conteniendo
unos 5 mililitros de medio de cultivo de preparado con puré de papa comercial, agua destilada
y una sustancia antimicética. Se sembraron 30 individuos en cada tubo de forma tal de mantener
la densidad larvaria constante. Esta densidad es la que asegura que se produzcan un menor
efecto de mortandad larvaria denso-dependiente. La transferencia de larvas se realizé con una
espatula y el muestreo de larvas se hizo siempre al azar.

Las larvas fueron criadas en condiciones controladas de temperatura (25 + 1 °C salvo en
el experimento de plasticidad en el que la temperatura media a la que fue criado un grupo de
lineas fue de 17 °C) y luz (12 horas de luz : 12 horas de oscuridad) hasta la emergencia de los
adultos. Una vez emergido el primer adulto se recolectaron las moscas emergidas diariamente.
Los individuos emergidos fueron separados por sexo y almacenados en el freezer para su
posterior medicion.

En los casos en los que la cantidad de tubos empleados en el experimento sobrepasé la
capacidad de manipulacién, se repiti6 el mismo procedimiento varias veces (es decir, se

hicieron varios “bloques”) midiendo entre 20 y 40 lineas cada vez.
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Anexo metodologico 11

Medicién y anélisis estadisticos de las variables utilizadas a lo largo de la tesis.

Estimacion de los caracteres morfol6gicos

Del total de adultos emergidos en cada tubo se seleccioné un grupo de cada sexo al azar.
Estos individuos fueron disecados montando las alas, la cabeza y el térax de cada uno en un
portaobjetos. La disposicion relativa de las estructuras disecadas en el portaobjetos fue la misma
al momento de tomar cada fotografia (Figura AIIL.1). Este material biolégico fue fotografiado
utilizando una lupa Leica MZ6 con una camara digital Canon Powershot S50 acoplada a esta
por medio de un adaptador Leica DC150 Camera y conectada a una computadora con el
software Canon Utilities Remote Capture (Canon Inc., ©2000-2003). Todas las imagenes fueron
tomadas con la misma resolucién fotografica y en las mismas condiciones de iluminacién. Las
imagenes obtenidas se utilizaron para realizar las mediciones morfométricas correspondientes
mediante la utilizacion del programa tpsDig (Rohlf, 2001).

Se eligieron caracteres vinculados a distintas partes del individuo que provienen de
discos imaginales diferentes (grupos de células que originan estas estructuras en la pupa;
Gilbert, 1997), a fin de establecer el grado de independencia genética entre estos caracteres a lo

largo del desarrollo. Bajo este criterio, se estimaron los siguientes caracteres morfolégicos:

Ancho de la cabeza Originados a partir del

Distancia interocular disco 6culo-antenal

Largo del térax o .
Originados a partir del

Tamaiio del ala
disco del ala

YV V V V VY

Conformacién del ala

Los caracteres vinculados a la cabeza y el térax fueron estimados mediante la medicion
directa de las estructuras en las fotografias (morfometria clisica; Figura AIL1). En cambio, los
caracteres relacionados con el ala fueron estimados a partir del establecimiento de 11 puntos
homoélogos (landmarks) en las intersecciones entre las venas y posterior tratamiento estadistico
de las coordenadas generadas (morfometria geométrica, ver mas abajo; Figura AIL6). De esta
manera, el tamafio del ala fue estimado a partir de una variable univariada denominada tamario

de centroide, mientras que la conformacién del ala fue estimada, por un lado, a partir de una
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variable univariada denominada distancia de procrustes y, por otro lado, mediante las

deformaciones relativas, que constituyen una aproximacién multivariada (ver més abajo).

Figura AIL1: Disposicion general de las estructuras disecadas de un
individuo en el portaobjetos. Se muestran los caracteres, vinculados a la
cabeza y el térax, estimados mediante la medicién directa de las estructuras
en las fotografias (morfometria clasica): distancia interocular (DO), ancho de la
cabeza (AC) y largo del térax (LT).

Generalidades sobre el estudio de l1a morfologia

El surgimiento y desarrollo de la morfometria
El estudio de la morfologia ha tenido una importancia fundamental en el desarrollo de la

biologia desde sus comienzos. Esto se debe, principalmente, a que las diferencias mas evidentes
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entre los seres vivos son morfolégicas. Por lo tanto, al estudiar este tipo de caracteres, se pueden
comenzar a entender las causas de la diversidad biol6égica (Futuyma, 1998). Asimismo, los
estudios morfolégicos pueden ayudar a revelar los mecanismos que contribuyen a la evoluciéon
de los organismos asi como los caminos evolutivos mas probables y sus limites (Futuyma,
1998).

A principios del siglo pasado, la biologia comenz6é a volverse una ciencia mas
cuantitativa y el andlisis de la morfologia acompaii6 este proceso (Bookstein, 1998). Los estudios
morfolégicos incluian datos cuantitativos relacionados con una o mas mediciones que se
comparaban entre grupos. Simultaneamente, ocurrié un importante desarrollo de la estadistica
con el surgimiento de métodos tales como el andlisis de correlacion (Pearson, 1895), el analisis
de varianza (Fisher, 1935) y el andlisis de componentes principales (Hotelling, 1933). De esta
manera, las metodologias utilizadas para cuantificar las diferencias morfolégicas fueron
refindndose a medida que se fueron desarrollando distintos métodos estadisticos que
acompafiaron al crecimiento y la sofisticacién de las ciencias biologicas hasta consolidarse, hacia
mediados del siglo XX, en lo que se conoce como Morfometria (Adams et al., 2004). De esta
manera, se denomindé morfometria al estudio de la variacion de la conformaciéon y su
covariacion con otras variables (Bookstein, 1991; Dryden & Mardia, 1998).

En las décadas de 1960 y 1970, se comenz¢6 a utilizar todo el arsenal de herramientas de
la estadistica multivariada para describir los patrones de variacion de la conformacion. Esta
aproximacion al estudio de la morfologia, generalmente denominado Morfometria Tradicional o
Cldsica (Marcus, 1990), consistia en la aplicacion de andlisis multivariados a grupos de variables
cuantitativas. Usualmente se utilizaban medidas lineales como largos, anchos y alturas, pero a
veces también se usaban variables mas complejas como cocientes y angulos (Adams et al., 2004).
Los andlisis estadisticos incluian, por ejemplo, al Analisis de Componentes Principales 6 PCA
(por su sigla en inglés: Principal Components Analysis), el Anélisis de variantes canénicas 6 CVA
(por su sigla en inglés: Canonical Variates Andlisis) y el andlisis de funcién discriminante. En
muchos trabajos se realizaban estudios de alometrias (por ejemplo, Jolicoeur, 1963) y se
intentaba desarrollar métodos que permitieran estudiar la conformacion libre del componente
debido al tamafio total de la estructura analizada (por ejemplo, Sundberg, 1989). Esto es
importante porque diferentes métodos de correccién por tamafio generalmente conducian a
resultados distintos. Asimismo, se volvia sumamente dificil probar la homologia de las medidas
lineales utilizadas. Finalmente, se podia obtener un mismo grupo de medidas lineales a partir
de conformaciones diferentes. Por lo tanto, se infiere que la potencia estadistica para revelar
diferencias en la conformacién era muy baja y dificilmente se podian generar representaciones

graficas del cambio en la conformacién (Adams et al., 2004).
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Estas dificultades llevaron a los investigadores a explorar métodos alternativos que
condujeron, hacia fines de la década de 1980 y principios de la de 1990, a un cambio en la forma
de cuantificar la morfologia y en la manera de analizar los datos obtenidos (Adams et al., 2004).
Estos cambios implicaron la utilizacion de métodos que capturaban la geometria de la
estructura estudiada y preservaban esta informacién a lo largo de todos los andlisis (Adams et
al., 2004). Simultaneamente, Kendall y otros matemaéticos desarrollaron una teoria estadistica
para el anélisis de la conformacién, que hizo posible la utilizacién conjunta de los métodos de
estadistica multivariada y de métodos de visualizacion de los cambios de forma. Bookstein
(1996) se refiri6 a este desarrollo del estudio de la morfometria como la “Sintesis morfométrica”
y, posteriormente, Rohlf y Marcus (1993) denominaron a esta nueva aproximacién como
Morfometria Geométrica sugiriendo que estos cambios constituian una “revoluciéon en la
morfometria”. En estos tltimos 15 afios, la morfometria geométrica se ha desarrollado mucho y
ha alcanzado una etapa mas madura. Esto se debe, en gran medida, a la mayor comprensioén de

la base tedrica que sustenta a la metodologia, la cual serd brevemente explicada a continuacién.

Generalidades sobre la terminologia utilizada en morfometria

Antes de comenzar a explicar algunas generalidades acerca de la morfometria
geomeétrica, se realizaran algunos comentarios sobre la terminologia habitualmente utilizada y
su correlato en inglés, idioma en el que se encuentra la mayoria de la bibliografia relacionada
con el tema. Normalmente, cuando se dice que dos cuerpos tienen distinta forma en espafol, no
se dice nada acerca de sus diferencias de tamafo. Sin embargo, en inglés muchas veces se
utilizan palabras diferentes para mencionar las diferencias entre dos cuerpos segtn se deban
tnicamente a la forma (shape) o al tamafio (size) o a ambas variables simultdneamente (form).
Esta distincién ha sido fundamental para el desarrollo de la morfometria geométrica y en
algunas ocasiones ha llevado al anélisis de la terminologia utilizada en inglés y a la discusiéon
acerca de su correcta traduccion al espafiol (Figura AIL2).

A lo largo de esta tesis, se utilizd el término conformacion para hacer referencia a los
cambios morfolégicos que los anglo-parlantes usualmente relacionan con la expresién shape.
Particularmente, se asociara el término conformacién a la relacién entre las partes de una
estructura que no se ve modificada por los cambios provocados por las rotaciones, las
traslaciones, las reflexiones y/o los reescalamientos (ver més abajo). De esta manera, se utilizara
el témino forma para hacer referencia a los cambios morfolégicos que los anglo-parlantes
muchas veces relacionan con la expresion form, que pueden explicarse por modificaciones tanto

en la conformacién como en el tamafio de la estructura (Figura AIL.2).
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Figura AIL2: Figura modificada de Richtsmeier y colaboradores (2002),
que ilustra el significado de términos habitualmente utilizados en
morfometria. El cambio morfolégico puede deberse tinicamente a la forma
(shape), al tamafio (size) o a ambas variables simultdneamente (form).

Generalidades sobre la morfometria geométrica: los métodos de referencias anatomicas
Existen distintos métodos asociados a la morfometria geométrica. El grupo de uso mas
generalizado, que es el que ha sido utilizado a lo largo del desarrollo de esta tesis, es el de los
métodos de referencias anatémicas (landmarks). Todos estos métodos comienzan con la
recolecciéon de las coordenadas en 2 o 3 dimensiones de puntos homologos (landmarks) en la
estructura de interés (Adams et al., 2004). Estos puntos pueden ser ubicados, por ejemplo, en la
interseccion de las venas en el ala de Drosophila (Figura AIL6). Estas variables no deberian ser
utilizadas en los andlisis estadisticos de esta manera ya que contienen informacién sobre la
orientacion, la posicion y la escala de la estructura estudiada. Toda esta variacién, que no es
conformacional, debe ser removida matemédticamente para transformarlas en variables
conformacionales (shape variables) que puedan ser utilizadas en andlisis estadisticos con el
objetivo de estudiar exclusivamente la conformacién (Adams et al., 2004). Las operaciones
matematicas utilizadas (rotacién, traslacion, reflexiéon y reescalamiento) permiten eliminar dicha

variacion sin modificar la conformacién (Figura AIL3).
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Figura AIL3: Figura modificada de Richtsmeier y colaboradores (2002), que
ilustra la variacién no conformacional que puede ser eliminada por operaciones
matemdticas (rotacion, traslacion, reflexién y reescalamiento) para realizar
analisis estadisticos con el objetivo de estudiar exclusivamente la conformacion.

Los métodos denominados “de superposicion” se encargan de hacer esto superponiendo
las referencias homologas siguiendo algan criterio especifico de optimizaciéon. Uno de los
métodos mas utilizado es el Andlisis Generalizado de Procrustes 6 GPA (por su sigla en inglés:
Generalized Procrustes Analysis) que superpone las configuraciones de puntos homologos
utilizando el criterio de cuadrados minimos para estimar los pardmetros de rotaciéon y
traslacion. De acuerdo con este criterio, primero se traslada el centroide de cada configuracién,
que es el centro geométrico de cada espécimen, hasta el origen de coordenadas. Entonces, cada
configuracién se escala a una unidad comun de tamafio. Esto se efectda dividiendo a cada
configuracién por el tamafio de su centroide, el cual se define como la raiz cuadrada de la
sumatoria de las distancias de cada referencia a su centroide al cuadrado (Bookstein, 1986).
Luego, las configuraciones son rotadas buscando minimizar los cuadrados de las diferencias
entre los puntos homoélogos correspondientes (Rohlf & Slice, 1990). Esto permite calcular una
conformacién media que no se puede estimar antes de realizar todo este proceso. Entonces, las
diferencias de conformacién entre los distintos especimenes pueden describirse como
diferencias entre las coordenadas de los puntos homoélogos de distintos individuos o grupos de

individuos.
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Alternativamente, se puede utilizar la técnica de Thin-Plate Spline para describir un
espécimen como la deformacién de otro (Bookstein, 1991). Las diferencias de conformacion
expresadas de esta manera representan la aplicacién matematica de la antigua idea de D" Arcy
Thompson (1917) de utilizar grillas de deformacién para transformar una figura de manera tal
de mostrar la configuracién de otra (Figura All4). Por lo tanto, las diferencias de conformaciéon
entre distintos especimenes pasan a ser diferencias entre las grillas de deformacién que
presentan pardmetros especificos que conjuntamente permiten describir de manera diferencial a
cada una. Estos pardmetros se denominan deformaciones parciales (partial warps) y pueden ser
utilizados como variables conformacionales en pruebas estadisticas para examinar la existencia
de diferencias entre distintas muestras. Una aproximacién relacionada con la anterior, que
recibié mucha atencion a comienzos de la década de 1990, fue el anélisis de las deformaciones
relativas (DR; relative warps); que son variables que se obtienen tras realizar un PCA con las
deformaciones parciales (Bookstein, 1991; Rohlf, 1993). Una de las ventajas de utilizar estas
variables es la posibilidad de pesarlas de acuerdo con la escala espacial en la cual ocurren las
transformaciones. Esto se hace a través de un pardmetro denominado alfa (a) descripto por
Rohlf (1993). Por defecto, en los estudios se aplica un valor de a = 0, lo que le otorga el mismo
peso a todas las deformaciones. Los valores mayores a 0 le dan un mayor peso a las
deformaciones que involucran practicamente a toda la estructura mientras que los valores
negativos hacen que las deformaciones mas localizadas pesen més. En todos los andlisis de DR

realizados a lo largo de esta tesis se utiliz6 un valor de a = 0.

Fig. 517. Argyropelecus Olfersi. Fig. 518. Sternoptyr diaphana.

Figura AIL.4: Figuras extraidas del libro On Growth and Form, de D'arcy Thompson
(1917), que ilustran el uso de las grillas de deformacién. En el ejemplo, se puede ver
como, partiendo de la grilla que puede representar a la conformacion de Argyropelecus
olfersi, se puede obtener la de Sternoptyx diaphana deformando la grilla de manera
adecuada.
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La aproximacion descripta para analizar datos de conformacion a partir del
establecimiento de referencias anatémicas o puntos homoélogos puede resumirse de la manera
ilustrada en la Figura AIL5. De acuerdo con esta sintesis, tras haber establecido los puntos
homologos en todos los especimenes de la muestra, los pasos fundamentales del anélisis son: 1)
GPA, 2) proyeccion de las coordenadas alineadas en un espacio tangente linear (ver mas abajo)
para realizar andlisis multivariados y 3) visualizacién grafica de los resultados de los analisis

multivariados en términos de la configuracién de las referencias anatémicas (Figura AIL5).

C

Figura AIL5: Figura modificada de Adams y colaboradores (2004), que ilustra los pasos basicos que se
siguen en un estudio de morfometria geométrica en el que se analizan datos de conformacién derivados
del establecimiento de referencias anatémicas. A: Digitalizaciéon de las referencias anatémicas en las
imagenes; B: Remocién de la variacién no conformacional derivada de las diferencias de posicion,
orientacién y rotaciéon de las configuraciones de referencias; C: Anadlisis estadistico y representacion
grafica de los resultados (en este ejemplo se realizé un andlisis de variables canénicas y se representaron
los resultados mediante grillas de deformacién para cada especie).

Vale la pena hacer la aclaraciéon que hoy en dia generalmente se trabaja con imagenes
digitales de los especimenes, las cuales suelen ser tomada de forma tal de minimizar las
diferencias entre los individuos. En el caso de que una foto haya sido tomada a partir de una

individuo que estaba dispuesto en sentido opuesto a los demas (es decir, que la imagen sea
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especular en relacion al resto) se debe modificar la imagen de forma tal de que quede orientada
como las demas antes de llevar a cabo el proceso mencionado anteriormente. Generalmente,
esto se puede realizar con cualquier programa que permita manipular imagenes y, en
particular, se puede hacer con el programa utilizado para digitalizar los puntos homoélogos
(tpsDig).

Entonces, el GPA es un procedimiento importante porque remueve la variacién en
conformacion debida a la ubicacion, la rotacién y la escala que se produce al digitalizar los
puntos homoélogos sobre las imagenes. Al hacer esto, todas las configuraciones de referencias se
superponen en un sistema de coordenadas comun aunque arbitrario. Asimismo, los
especimenes alineados utilizando el GPA pueden ser proyectados en un espacio que es tangente

al espacio conformacional de Kendall (ver més abajo; Kendall, 1984; Rohlf, 1999).

Los espacios conformacionales y sus relaciones

Estadisticamente, un espacio es una coleccién de objetos o de sus mediciones que son
tratados como si fueran puntos en una superficie o un volumen o cualquier generalizacion de
mayores dimensiones (Slice ef al., 1998). Existen distintos tipos de espacios entre los que estan
los euclidianos, los muestrales y los conformacionales. Un espacio conformacional es aquel en el
que la conformacién de una figura se representa con un punto (Slice et al., 1998). Las cantidad
de dimensiones de este espacio dependerd de si la configuracién de referencias antémicas es bi
o tridimensional y del nimero de puntos homoélogos empleados (p; Slice et al., 1998). En el
primer caso sera de 2p-4 dimensiones y en el segundo sera de 3p-7 dimensiones.

El espacio conformacional de Kendall es la construcciéon fundamental que permiti6 el
desarrollo de la morfometria geométrica (Slice et al., 1998). Este espacio brinda un marco
geométrico para los andlisis de las distancias de Procrustes (DP) existentes entre cualquier
conjunto arbitrario de referencias anatémicas (Bookstein, 1991). Cada punto ubicado en este
espacio representa una configuraciéon de referencias anatémicas (es decir, una conformacién)
que no involucra informacién de tamafio, orientacion ni posicion (Slice et al., 1998). En el
espacio conformacional, la dispersion de los puntos corresponde a la dispersion de
configuraciones de referencias anatémicas (Slice et al., 1998). Este espacio es curvo y los puntos
se ubican en una esfera multidimensional (hiperesfera). Si la variacién conformacional de la
muestra es chica, es decir, si los puntos (configuraciones de referencias anatémicas) no estan
muy dispersos; entonces las distancias Euclidianas del espacio tangente pueden ser utilizadas
como una buena aproximacién a DP del espacio de Kendall. Dado que este espacio tangente es
lineal, permite la aplicacion de métodos estadisticos convencionales para estudiar la variacion

en la conformacion (Bookstein, 1996; Rohlf, 1993). Esto es lo que hacen la mayoria de los
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métodos de la morfometria geométrica, por lo que las variables conformacionales mencionadas
anteriormente pueden ser interpretadas como ejes en el espacio Euclidiano. Los valores en estos
ejes pueden ser tratados como datos correspondientes a variables multivariadas que
representan a la conformaciéon y que pueden ser analizadas mediante analisis multivariados
convencionales (por ejemplo, Adams & Rohlf, 2000; Bookstein et al., 1999; Klingenberg &
Leamy, 2001; Riiber & Adams, 2001). Sin embargo, para validar esta aproximacién, se debe
analizar la correlaciéon entre DP (espacio conformacional) y las distancias Euclidianas (espacio
tangencial). Con este objetivo, se utiliz6 el programa tpsSmall (Rohlf, 2003a) cada vez que se
realizaron analisis conformacionales a lo largo de la tesis. En todos los casos la correlacion fue
perfecta (r=1; p<0,0001) por lo que se puede considerar que la utilizacién de esta aproximacion
fue valida. Este resultado es esperable en el caso de este trabajo, ya que las muestras
comparadas en los distintos anélisis pertenecen a la misma especie (es decir, las conformaciones

medias son similares).

GPA aplicado al anélisis de la conformacién del ala

Drosophila presenta cinco venas longitudinales principales o LVs (por su sigla en inglés:
Longitudinal Veins; L1 a L5), que corren en forma proximo-distal; dos venas longitudinales mas
pequenas (LO y L6), dos venas transversales o CVs (por su sigla en inglés: Cross Veins) que unen
L3 con L4 y L4 con L5 respectivamente (ACV y PCV por sus siglas en inglés: Anterior Cross Vein
y Posterior Cross Vein, respectivamente) y la humeral o HCV (por su sigla en inglés: Humeral
Cross Vein), que une el margen anterior con LO.

En este trabajo, la captura geométrica de la conformacién del ala se realiz6 digitalizando,
en la fotografia de la cara ventral del ala izquierda de cada individuo, 11 puntos homdlogos
(Figura AIL6) utilizando el programa tpsDig (Rohlf, 2001). Todas las referencias anatémicas se
ubicaron en la intersecciéon de dos venas o de una vena con el margen del ala; de forma tal de
abarcar todas las zonas del érgano minimizando la cantidad de puntos utilizados (Figura AIL6).
Los puntos homoélogos digitalizados son los siguientes (Figura AIL6):

1. Unién de LVO, LV1y HCV

2. UniéndeLV2yLV3
Unién de LV3y ACV
Unién entre ACV y LV4
Unién entre LV4 y PCV
Unién entre PCVy LV 5
Unién entre LV2y LV1
Unién entre LV3 y LV1

® N S e W
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9. Unidn entre LV4 y LV1 o el margen del ala
10. Unioén entre LV5 y el margen del ala
11. Unién entre LV5y LV6

Figura AIL6: Captura de la geometria del ala a partir del establecimiento de puntos homoélogos
(landmarks) en la interseccién de las venas y posterior tratamiento estadistico de las coordenadas
generadas (morfometria geométrica). Las siglas corresponden a los nombres generalmente utilizados
para denominar a las distintas venas (ver el texto para mas detalles).

A través de las técnicas detalladas anteriormente, la forma del ala de cada individuo se
puede desdoblar en dos variables, su tamafio y su conformacion. El tamafio de ala del individuo
se estima mediante el tamafio de centroide y la conformacion es estimada por DR. Para generar
estas variables, se utiliz6 el programa tpsRelw (Rohlf, 2003b). En algunos casos se analiz6 la
conformaciéon del ala mediante la estimacion de DP (ver mas abajo). Estas distancias fueron
calculadas con respecto a la referencia de la muestra (la conformacién media de la muestra o
consenso) utilizando el programa tpsSmall (Rohlf, 2003a).

En este punto, antes de hacer referencia a los analisis estadisticos empleados, vale la
pena mencionar algunas conclusiones que se desprenden de todo lo explicado anteriormente.
Dado que las variables estimadoras de la conformacién del ala son calculadas con respecto a la
conformacién consenso de la muestra analizada, no seria apropiado unificar los valores de las

distintas DR correspondientes a muestras diferentes en un mismo andlisis estadistico.
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Asimismo, en aquellos casos en los que se espera que haya diferencias entre muestras, no seria
adecuado unificar las muestras antes de establecer las referencias anatémicas. Como fue
mencionado anteriormente, en general se espera que las conformaciones medias
correspondientes a distintas muestras sean similares porque pertenecen a la misma especie. Sin
embargo, también se espera que haya diferencias para la conformacion del ala entre los bloques
correspondientes a los distintos experimentos debido a la identidad y la cantidad de lineas
analizadas en cada uno de ellos. Asimismo, distintos andlisis (tanto propios como
pertenecientes a otros autores) han demostrado que existen diferencias para la conformacion
del ala entre machos y hembras. De esta manera, si se juntaran los especimenes de distintos
bloques o sexos en una misma muestra, las diferencias explicadas por estos factores podrian
oscurecer las relacionadas con otros factores que realizan aportes comparativamente menores a
la conformacion del ala pero que son aquellos que interesa analizar (por ejemplo, Gilchrist et al.,
2000). Por lo tanto, el analisis de DR se realiz6 en cada sexo y bloque por separado y sélo se
compararon los patrones generales correspondientes a las distintas muestras (por ejemplo,
machos y hembras) de manera cualitativa.

Una vez realizados los analisis multivariados utilizando DR, es necesario visualizar las
modificaciones en la conformacién del ala asociados a cada linea. Sin embargo, dada la gran
cantidad de lineas correspondiente a cada analisis, se debe adoptar un criterio para mostrar los
cambios conformacionales asociados a algunas de ellas. Asimismo, dada la naturaleza
multivariada de la conformacién del ala, también se debe adoptar un criterio para mostrar los
cambios conformacionales asociados a algunas dimensiones. Debido a que DR es una variable
que se obtiene tras realizar un PCA con las deformaciones parciales, cuentan con dos
particularidades: son independiente entre si y cada una de ellas explica un porcentaje de la
variacion fenotipica total que se hace menor a medida que se avanza de la primera a la dltima.
De esta manera, se decidi6 tomar en consideracién los resultados obtenidos para DR1 y DR2
(que son aquellas que explican el mayor porcentaje de la varianza fenotipica total) para
visualizar las modificaciones en la conformacion del ala asociados a determinadas lineas. En
todos los casos, se seleccionaron las lineas que presentaron los cambios més extremos para esas
DR en relacién con la linea control del sexo y bloque correspondiente. Por un lado, en el caso de
las lineas BDGP, se mostré el cambio conformacional de cada una de esas lineas con respecto al
control respectivo mediante diagramas de vectores. Estas figuras, obtenidas utilizando el
programa tpsSplin (Rohlf, 2004), muestran el desplazamiento de cada punto homdlogo en una
linea de interés (en este caso, cada linea BDGP asociada al extremo en cuestién) con respecto a
otra linea (en este caso, la linea control del sexo y bloque correspondiente) mediante flechas que

indican la direccion, el sentido y la magnitud del cambio. Por otro lado, en el caso de las lineas
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de sustitucién cromosémica, se mostré el cambio conformacional de cada una de esas lineas con
respecto a la conformacion consenso de la muestra correspondiente. Esto se debe a que, para
estas lineas, no interesa visualizar las modificaciones con respecto al control sino el cambio
conformacional asociado a los extremos de DR1 y DR2 en cada sexo. En este caso, se generaron
diagramas de vectores utilizando el programa tpsRegr (Rohlf, 2000). Asimismo, este programa
fue empleado para visualizar los cambios en la conformacién del ala con respecto a la latitud en
cada sexo y bloque por separado. En todos estos diagramas de vectores, el cambio
conformacional ha sido magnificado (multiplicAndolo generalmente por tres) de forma tal de
hacerlo mas evidente.

Finalmente, algunas aclaraciones con respecto a las variables univariadas vinculadas al
ala. Por un lado, el tamafo de centroide es un valor propio de cada ala, por lo que es
independiente de la muestra a la que pertenece. Por otro lado, DP es calculada para cada
espécimen de la muestra con respecto al consenso de la misma. Sin embargo, al ser un
estimador unidimensional de la conformaciéon del ala, se calcula un valor tnico para cada
espécimen de la muestra, incluidos los de la linea control. Por lo tanto, dado que en todos los
bloques se analizé simultdneamente a la misma linea control, los valores de ambas variables
pueden ser relativizados con respecto a los de la linea control del sexo y bloque
correspondiente. Esto permite juntar los valores de los especimenes correspondientes a los
distintos bloques y sexos relacionados con un experimento dado, de forma tal de realizar un

analisis mas general de los valores de estas variables (ver més abajo).

Generalidades sobre los analisis estadisticos
Supuestos

En los casos en que se realizaron andlisis de varianza, se comprobaron los supuestos de
normalidad y homocedacia y en aquellos en los que se realizaron regresiones y correlaciones se
comprobd el supuesto de normalidad de la distribucién de los valores de las variables
correspondientes a las muestras analizadas. En todos los casos se utilizé un a (Error de tipo I)
de 0,1. Para probar la homogeneidad de varianzas se utiliz6 la prueba de Levene y la
distribucién normal de los valores de la muestra se prob6é con la prueba de Lilliefors. En
aquellos casos en los que no se cumplieron los supuestos, la variable correspondiente fue
transformada de forma tal de ver si de esa manera se cumplian. Generalmente pudo verse que
la transformacién de la variable no tuvo una gran incidencia en el cumplimiento de los
supuestos. Entonces, en esos casos, se realizé un andlisis no paramétrico (utilizando la variable
no transformada) equivalente al analisis paramétrico realizado con anterioridad. En general, los

resultados de los andlisis no paramétricos fueron similares a los de los andlisis paramétricos.
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Por lo tanto, se decidi6 mostrar tnicamente los resultados de los resultados paramétricos

realizados con las variables no transformadas en todos los casos.

Tipos de variables y analisis estadisticos

A partir de todo lo expuesto anteriormente se puede decir que, en general, todo el
trabajo se ha llevado a cabo mediante el andlisis de cuatro variables estimadoras del tamafio
corporal (el ancho de la cabeza, la distancia interocular, el largo del térax y el tamafio del ala) y
una variable estimadora de la conformacion del ala (DR). Las variables estimadoras del tamano
corporal se analizaron mediante analisis univariados. En cambio, la naturaleza del estimador de
la conformacién del ala hizo necesaria la utilizacion de anélisis multivariados en este caso. En
algunos casos se estudioé la variacion en la conformacion del ala mediante el anélisis de las
distancias de Procrustes. Esto se debe a que algunos analisis s6lo se pueden hacer utilizando
variables univariadas o a que sus resultados pueden ser interpretados mas facilmente si se usa
este tipo de variable. Por lo tanto, en estos casos, se realizaron andlisis univariados similares a

los utilizados para analizar las otras variables univariadas.

Analisis estadisticos mas utilizados

Bésicamente se realizaron tres tipos de andlisis: andlisis de varianza, correlaciones y
regresiones. Tanto en el caso de los andlisis de varianza como en el de las regresiones, se
utilizaron pruebas univariadas y multivariadas.

Anadlisis de varianza

Estos analisis fueron utilizados para estudiar a cada uno de los caracteres morfologicos
mencionados por separado en ambas partes de la tesis. Por un lado, se realizaron andlisis de
varianza univariados (ANOVAs) utilizando el factor Linea como aleatorio, lo que permitié
estudiar la existencia de varianza genética. Este tipo de andlisis permitié, ademads, conocer la
proporcién de la varianza fenotipica total explicada por dicho componente en relacién con los
demas componentes aleatorios, como puede ser la interaccién entre la linea y el sexo, ademas
del error. Por otro lado, se realizaron anélisis de varianza con el factor Linea como fijo en los
casos en los que se queria saber si las diferencias entre determinadas medias eran significativas.
El resto de los factores que se incluyeron en los distintos anélisis segin el caso (Sexo,
Temperatura, Poblacién, etc.) fueron considerados como fijos debido a que en todos los casos se
queria saber si las diferencias entre las medias correspondientes a los niveles de cada uno de
esos factores (machos y hembras en el caso de Sexo, 17 °C y 25 °C en el caso de Temperatura,
etc.) eran significativas. En el caso de los analisis de varianza multivariados (MANOVAs), s6lo

se pudo realizar el segundo tipo de analisis (todos los factores incluidos en el andlisis tomados
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como fijos) debido a que no se pueden estimar los componentes de varianza para variables
multivariadas sino que hay que hacerlo para cada una de las variables que integran la variable
compleja por separado. Como se quiere conservar la informacion de la geometria de la
conformacioén del ala a lo largo de todo el analisis, no serfa adecuado analizar a cada una de las
variables que componen a este caracter complejo en forma separada. Por lo tanto, en aquellos
casos en los que se quiso estudiar la conformacion del ala mediante anélisis que s6lo pueden ser
utilizados con variables univariadas, se emple6 DP. En general, los distintos factores
incorporados en un mismo analisis fueron incluidos cruzados entre si. S6lo en el caso en el que
se analizaron determinadas lineas de diferentes poblaciones, el factor Linea fue anidado en el
factor Poblacion.
Correlaciones

En todos los casos, se realizaron andlisis de correlacion entre cada par de variables
estimadoras del tamafio en cada sexo por separado y entre machos y hembras para cada
caracter. Todas las correlaciones se realizaron utilizando el valor medio de cada linea para cada
caracter en cada sexo. Este tipo de estudio permitié realizar un analisis de las relaciones
alométricas entre caracteres en un mismo sexo y entre sexos para un mismo carécter. Es decir,
por un lado, permiti6 analizar la proporcionalidad entre las tasas de proliferacion y crecimiento
celular de distintos discos imaginales durante el crecimiento larval. Asimismo, al haber
utilizado lineas isogénicas que sé6lo difieren en un gen o un cromosoma, estos andlisis
permitieron analizar las diferencias en la arquitectura genética de los caracteres. Por otro lado,
permitié analizar la proporcionalidad del crecimiento entre sexos asi como el dimorfismo sexual
en relacién con la arquitectura genética de los caracteres vinculados al tamafio corporal.
Regresiones

Este tipo de andlisis se realiz6 tinicamente en el caso de las lineas de sustitucion
cromosOmica. Esto se debe a que, como se explicé previamente, estas lineas fueron obtenidas a
partir de isolineas provenientes de poblaciones naturales dispuestas a lo largo de gradientes
geograficos del oeste de Argentina. Por un lado, se realizaron analisis de regresiéon multiple
entre el valor medio de cada linea y la latitud (considerando sus valores en el sistema decimal) y
la altitud para cada variable univariada en cada sexo; de forma tal de determinar si existe una
asociacion entre las variables morfolégicas y ambas variables ambientales. Por otro lado, se
realiz6 un andlisis de regresiéon multiple entre los valores de DR correspondientes a cada bloque
y sexo y las variables independientes mencionadas. En este caso, se compararon las pendientes
significativamente diferentes de cero entre si considerando la posibilidad de unificar, por un

lado, los datos correspondientes a un mismo sexo y, por el otro, los de un mismo bloque.
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Todos los andlisis estadisticos anteriores, excepto los de regresiéon multiple utilizando
DR, fueron realizados usando distintas versiones del paquete STATISTICA (StatSoft Inc., 1999,
2001, 2004). Los analisis de regresion mencionados se realizaron utilizando el programa tpsRegr

(Rohlf, 2000).
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