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Genomica poblacional del comportamiento de oviposicion en Drosophila melanogaster

Resumen

Comprender la relacion entre la variacion fenotipica y la genotipica ha sido y sigue siendo uno
de los mayores desafios de la biologia moderna, ya que implica alcanzar una interpretacion holistica
de la descripcion de caracteres complejos y sus relaciones evolutivas utilizando de manera conjunta
herramientas de la gendmica funcional, la genética cuantitativa, la bioinformatica y la genética
ecologica.

En insectos fitéfagos el comportamiento de oviposicion constituye un componente importante de
la eleccion de habitat. Dada la multiplicidad de factores genéticos y ambientales que parecen afectar
su expresion fenotipica, el mismo puede definirse como un caracter complejo resultante de la
participacién de varios caracteres interdependientes. En esta tesis nos proponemos contribuir al
conocimiento de la arquitectura genética del comportamiento de oviposicion por medio del estudio
genomico poblacional de dos caracteres complejos relacionados, la preferencia por el sitio de
oviposicion (PO) y la aceptacion de recursos de oviposicion (AQO) en la especie modelo Drosophila
melanogaster. Para cumplir con nuestros objetivos, cuantificamos la PO y la AO utilizando recursos
que las moscas explotan como sustratos de cria en su habitat natural: uva, tomate y naranja. Los
resultados mostraron amplia variacion fenotipica tanto de la AO como de la PO en todos los
recursos y combinaciones de recursos ofrecidos. Para ambos caracteres, encontramos que la
variacion tiene una base genética y que su expresion depende del recurso (o combinacion de
recursos) ofrecido. En otras palabras se trata de caracteres cuya expresion depende del ambiente
(plasticidad fenotipica). Posteriormente, realizamos andlisis de asociacion entre la variacion
fenotipica y la variacion genética con el objetivo de establecer la arquitectura genética de la AO y la
PO. Encontramos que la arquitectura genética de ambos caracteres es poligénica y que los genes
que participan de su expresion se encuentran interactuando en redes génicas relacionadas con el
desarrollo del sistema nervioso y del sistema visual. Finalmente, identificamos genes que actan a
través de los distintos niveles que conforman el mapa genotipo — fenotipo, presentando evidencia de
su accionar en cada nivel por medio de los anélisis de asociacion entre la variacion fenotipica y la
variacion a nivel transcriptomico.

Podemos concluir, que a lo largo de la presente tesis hemos contribuido al estudio del
comportamiento de oviposicion, aportando evidencia de como se compone la arquitectura genética
del mismo a través de los distintos niveles del mapa fenotipo-genotipo e infiriendo la importancia
del comportamiento de oviposicion en la historia evolutiva de D. melanogaster.

Palabras Claves: Drosophila melanogaster, Preferencia de oviposicion, Aceptacion de recursos de
oviposicion, recursos naturales, variacion genética, variacion fenotipica, genomica, analisis de
asociacion genotipo - fenotipo, analisis de asociacion fenotipo — transcriptoma, redes génicas.



Population genomics of the oviposition behavior in Drosophila melanogaster

Abstract

Understanding the relationship between the phenotype and the genotype is one of the biggest
challenges in modern biology. It implies reaching a holistic interpretation of the description of
complex traits and their evolutionary relationships using functional genomics, quantitative genetics,
bioinformatics and ecological genetics tools.

In phytophagous insects, oviposition behavior is an important component of habitat selection
and given the multiplicity of genetic and environmental factors affecting its expression, it is defined
as a complex character resulting from the sum of interdependent traits. In this thesis, we contribute
to the knowledge of the genetic architecture of oviposition behavior by studying the population
genomics of oviposition site preference (PO) and the acceptance for oviposition resources (AO) in
the model species Drosophila melanogaster. First, we quantified the PO and AO by offering
females grape, tomato and orange as breeding resources. Our results showed that phenotypic
variation, in both traits, depends on the environment (phenotypic plasticity) and has a genetic basis.

Next, we proceed to delineate the genetic arquitecture of PO and AO by performing genome
wide association studies (GWAS). We found that the genetic architecture of both traits is enriched in
many genes that participate in genetic networks related to development of the nervous and visual
systems.

Finally, we identify genes that are involved at different levels of the genotype — phenotype map
by means of association analysis between phenotypic and transcriptomic variation.

Our results are a contribution to the knowledge of oviposition behavior and its importance in the
evolutionary history of D. melanogaster by successfully combining the study of variation across the
genetic, transcriptomic and phenotypic levels.

Key words: Drosophila melanogaster, Oviposition preference, Oviposition acceptance, natural
resources, Genetic variation, phenotypic variation, genomics, genome wide association, phenotypic
- transcript associations, genetics networks.
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CAPITULO I

1. La variacion a nivel de caracteres cuantitativos

La biodiversidad actual es el resultado de procesos historicos, biogeograficos y adaptativos que
han actuado desde el origen de la vida hace aproximadamente 3600 millones de afios. Por
biodiversidad se entiende la variabilidad de organismos vivos de cualquier fuente, comprendiendo
desde la diversidad dentro de cada especie, entre las especies hasta la de los ecosistemas
(Preambulo de la convencion sobre Diversidad Bioldgica, Brasil 1992). En este sentido, uno de los
mayores desafios que enfrenta la biologia moderna es comprender como y cuanto cambio puede
ocurrir en el seno de las poblaciones naturales (Mackay, 2001 a y b; Mackay et al, 2012) y
establecer, cuanto de este cambio se traduce en divergencia que puede conducir al origen de nuevas
especies, o en otras palabras nueva biodiversidad (Coyne y Orr, 2004). A nivel especifico, la
biodiversidad se ve reflejada en la variacion fenotipica observable a nivel de casi cualquier caracter
fenotipico: morfologico, comportamental, fisiologico y del desarrollo y en la variaciéon genética
presente en las poblaciones naturales.

La distincion entre genotipo y fenotipo es fundamental para comprender como la informacion se
transmite entre los organismos a través de las sucesivas generaciones y ademas, para entender como
es su crecimiento y desarrollo. Wilhelm (1911) fue el primero en introducir los conceptos de
genotipo y fenotipo a raiz del redescubrimiento de las leyes de Mendel. En la actualidad,
entendemos por genotipo a la totalidad de la informacion genética codificada en el ADN de un
organismo mientras que el fenotipo es la manifestacion de un dado caracter por parte de un
individuo.

Llamamos caracteres cuantitativos a aquellos caracteres que presentan una distribucion continua
de la variacion fenotipica. Tal variacion continua suele ser el resultado de la accion de muchos
genes, a los cuales se llama genes de caracteres cuantitativos o QTG ’s (por sus siglas en inglés,
Quantitative Trait Gene) y del efecto de la variacion ambiental.

La genética cuantitativa es el area de la biologia encargada de estudiar la dindmica de las
frecuencias de los caracteres cuantitativos que se basa en el andlisis estadistico de la variacion
fenotipica (Falconer y Mackay, 1996). La variacion fenotipica de un caracter se debe al aporte de
factores genéticos, ambientales y la relacion entre estos. De este modo, la varianza fenotipica se
puede particionar en componentes segun la siguiente ecuacion:

Vi =V + Vams T Vigamb) T 2 COV (Gxamb),

donde Vr es la varianza fenotipica, Vg es la varianza genética, Vn, €s la varianza ambiental,
Vxamb €8 1a varianza de la interaccion genotipo-ambiente y Cov (gxamb) €S la correlacion Genotipo -
Ambiente.

Historicamente a los ultimos dos componentes, Vgxamy ¥ COV (Gxamb), S€ los ha considerado
despreciables. Sin embargo, diversos autores coinciden en resaltar su importancia (Falconer y
Mackay, 1996; Conner y Hartl, 2004; Ridley, 2004). La importancia relativa de cada componente se
puede visualizar como una proporcion de la varianza fenotipica total, siendo la magnitud relativa de
los distintos componentes los que permiten caracterizar a la poblacién para un cierto caracter.



CAPITULO I

La varianza genética puede, a su vez, descomponerse en componentes segin la ecuacion:
Ve=Va+VptVy

donde V, es la varianza aditiva, Vp, es la varianza de dominancia y V; es la varianza epistatica. La
varianza aditiva implica la existencia de distintos alelos de multiples genes que contribuyen de
manera independiente y lineal a la variacion. La varianza de dominancia se define como el producto
de la interaccion entre alelos de un mismo locus, en tanto que la varianza epistatica es el resultado
de las interacciones entre alelos de diferentes genes. La varianza ambiental se refiere a la variacion
de origen no genético. La importancia relativa de la misma depende del caracter y del organismo en
estudio. Las causas externas mas comunes que contribuyen a la variacién ambiental son los factores
climaticos y los relacionados con la alimentacion, los cuales se tratan de controlar en los disefios
experimentales que normalmente se implementan en los estudios genético-cuantitativos (Falconer y
Mackay, 1996). Los andlisis de correlacion genotipo-ambiente, permiten establecer el grado de
dependencia que la varianza genotipica tiene respecto a la varianza ambiental (Falconer y Mackay,
1996; Conner y Hartl, 2004). Finalmente, la proporcion de la varianza fenotipica total que se
atribuye al componente genético se conoce con el nombre de heredabilida (h*) (Falconer y Mackay,
1996; Conner y Hartl, 2004).

En este contexto, un concepto importante es el de norma de reaccion del genotipo, que se define
como el patron de expresion fenotipica de un genotipo en diferentes ambientes (Schlichting y
Pigliucci, 1998). La norma de reaccion es plastica si el fenotipo varia en los diferentes ambientes a
los que se ve sometido el genotipo (Schlichting y Pigliucci, 1998; Via, 1987). La posibilidad de
estudiar diferentes genotipos para un mismo caracter permite analizar si las normas de reaccion
dependen del genotipo. La variacion genética para la plasticidad fenotipica, que se percibe como
ausencia de paralelismo en las normas de reaccion, se la denomina interaccidon genotipo - ambiente
(IGA) y puede contribuir en forma significativa a la variacion fenotipica total del caracter (Falconer
y Mackay, 1996).

Una IGA puede ser consecuencia tanto de j) diferencias en la magnitud de la varianza de
respuesta que exhiben distintos genotipos en ambientes alternativos (que comuinmente se definen
como cambios de escala o magnitud) como de ii) cambios en el ordenamiento relativo de los
genotipos entre ambientes (comunmente denominados como cambios de “ranking”) (Robertson,
1959). Los posibles patrones de respuesta de diferentes genotipos en distintos ambientes (Al y A2)
se ilustran en la Figura 1.

El primer caso ilustra una situacion en la que los genotipos difieren significativamente para un
cierto caracter pero sus valores fenotipicos no varian a través de los dos ambientes (Fig. 1[A]). En
este caso el valor fenotipico de cada fenotipo no depende del ambiente, lo cual se verifica en las
pendientes nulas a través de los ambientes que sugieren respuestas no plasticas. Ademas, las normas
de reaccion analizadas expresan el mismo patron de variacion (normas de reaccion paralelas) lo cual
permite inferir una IGA no significativa. En la Fig. 1[B], puede verse que los genotipos difieren
entre si y que los valores fenotipicos de los diferentes genotipos varian entre ambientes aspecto que
sugiere una respuesta plastica. En este caso, la IGA tampoco es significativa ya que las normas de
reaccion son paralelas. En la Fig. 1[C], si bien existe variaciéon entre los genotipos, los valores
fenotipicos medios medidos en A1 y A2 no se diferencian. Sin embargo, los rangos de variacion
fenotipica en ambos ambientes difieren ya que la varianza entre genotipos es mayor en A2 que en
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Al. Las normas de reaccion no son paralelas (IGA significativa) pero los genotipos conservan el
orden de rango entre ambientes. En este caso la IGA significativa puede atribuirse a diferencias en
la magnitud de la varianza entre ambientes. La Fig. 1[D] ilustra el caso en que los genotipos
difieren significativamente y, aunque los valores fenotipicos de los genotipos varian a través de los
ambientes, las diferencias entre Al y A2 no son significativas (efecto de compensacion). Sin
embargo, hay IGA como lo indican las normas de reaccion no paralelas. Aqui, a diferencia del caso
anterior, la IGA puede atribuirse a cambios en el ranking u orden (ordenados por su valor
fenotipico) de los genotipos entre ambientes. Por ultimo, la situacion en la que hay diferencias
fenotipicas entre genotipos, entre ambientes y ademas, las normas de reaccion no son paralelas se
ilustra en la Fig. 1[E]. En este caso la IGA se explica tanto por el cambio de rango como por el
cambio de escala.
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Figura 1. Patrones de variacion fenotipica. Se indican los valores fenotipicos medios de
diferentes genotipos en distintos ambientes y los resultados de un hipotético ANOVA que
considera la variacion entre Genotipos (G1-G5), entre Ambientes (Al y A2) y la interaccion
Genotipo x Ambiente (IGA). Las distintas lineas representan la norma de reaccién de cada
genotipo (G1-G5). S efecto significativo, NS efecto no significativo.

El cambio de orden en el “ranking” de genotipos entre ambientes podria conducir, bajo ciertas
condiciones, al mantenimiento de la variabilidad genética para el caracter a diferencia del cambio
de escala o magnitud que podria provocar el reemplazo de un genotipo por otro. Por lo cual, el
analisis de las contribucion relativa de cada componente de la interaccion genotipo-ambiente puede
contribuir a una mejor comprension del papel de la IGA en el mantenimiento de la diversidad

bioldégica (Futuyma, 1991).




CAPITULO I

2. Arquitectura genética de caracteres cuantitativos

Llamamos arquitectura genética (AG) de un caracter cuantitativo a la forma en que los factores
genéticos interactian entre si y con el ambiente de forma tal de construir y controlar la tanto la
expresion fenotipica del caracter como su variacion (Hansen, 2006). La AG puede estudiarse en los
distintos niveles de organizacion jerarquica, por ejemplo nos podemos preguntar en cuanto difiere la
AG de un caracter entre las distintas poblaciones de una misma especie o si son los mismos genes
los que estan involucrados en la expresion del mismo caracter fenotipico en distintas especies. De
acuerdo a Anholt y Mackay (2004) el estudio de la AG de un caracter implica:

o Identificar los factores genéticos (regiones genomicas, genes Yy/o variantes
nucleotidicas) responsables de la variacién del caracter.

o Establecer si los factores genéticos interactian (interaccion de dominancia y/o epistasis)
conformando ensambles funcionales.

o Establecer si los factores genéticos que afectan el caracter tienen efectos pleiotropicos,
es decir, si afectan a otros caracteres aparte del cardcter en estudio.

e Conocer el modo en que los factores genéticos se combinan con los factores
ambientales para determinar la expresion del caracter, es decir conocer si los genes
tienen efectos diferenciales sobre el fenotipo dependiendo de las condiciones
ambientales (efecto contexto-dependiente).

La importancia del estudio de la AG de los caracteres complejos radica en que permite describir
y establecer como varian los caracteres y es, justamente, esta variacion la que determina su
potencial evolutivo (Hansen, 2006; Pigliucci, 2010).

3. El mapa genotipo — fenotipo

Uno de los topicos que ha marcado el desarrollo de la biologia en general y de la genética en
particular es la relacion entre el genotipo y el fenotipo. Desde los trabajos fundacionales de la
genética a principios del siglo XX, se inicié un largo camino con el propdsito de dilucidar esta
relacion. En la primer mitad del Siglo XX, durante el desarrollo de la teoria Sintética de la
Evolucion se tratdé de explicar la relacion entre el genotipo y el fenotipo de una forma simple
considerando que los genes eran los determinantes del fenotipo de una forma directa, dejando de
lado el desarrollo. Sin embargo, con el paso de los afios, se acumuld evidencia que no respaldaba la
relacion uno a uno entre gen y fenotipo y se empezd a observar que para entender el cambio
evolutivo era necesario incorporar los procesos que modifican al individuo en desarrollo.

En 1991, Alberch propone el concepto mapa Genotipo — Fenotipo (MGF) considerandolo como
una funcién matematica que permitiria describir como influye el genotipo en el fenotipo de un
organismo. El mapa se encuentra caracterizado por distintos espacios o niveles y por las relaciones
que se establecen entre cada uno de ellos. En un principio el MGF solo concebia dos espacios: el
genético y el fenotipico, pero con el avance en el conocimiento, se fueron agregando otros espacios
como el transcriptomico, el protedomico y el metabolomico, aumentando considerablemente su
complejidad (Figura 2).
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Cuatro conclusiones derivan de la formulacion del concepto del MGF:

El MGF es mas complejo que lo que implica la concepcion basada en la relacion uno a
uno entre el genotipo y el fenotipo. Es mas, un mismo fenotipo puede obtenerse a partir
de distintos genotipos debido a procesos epigenéticos que ocurren durante el desarrollo
de los organismos.

El area del espacio en el cual un determinado fenotipo existe, nos da una idea de su
estabilidad o robustez. Esta se refiere a la capacidad que detenta un fenotipo de tolerar
alteraciones en el desarrollo o perturbaciones tanto ambientales como genéticas sin que
ocurran cambios.

Los espacios se encuentran llenos de areas llamadas “limites transformacionales”. Estas
son areas en donde cambios pequeilos en los parametros del desarrollo causan la
transicion entre estados fenotipicos.

La estabilidad fenotipica de una poblacion dependera del area del espacio que ocupa y
de su cercania a alglin area de “limites transformacionales”.

Genoma

Caracteres de historia de vida (supervivencia y reproduccion)

Figura 2. Representacion esquematica del MGF. La relacion entre el espacio Gendmico y el
espacio Fenotipico no es directa sino que incluye los efectos de los espacios del Transcriptoma,
el Proteoma y el Metaboloma, y todos ellos son a su vez influenciados por el Ambiente.
Modificada de Hoffman et al. (2014).
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Utilizando como marco teoérico los conceptos basicos de AG y MGF podemos plantear los
posibles mecanismos que subyacen a la evolucién fenotipica. Una aproximacion a la dilucidacion
de los mecanismos se realiza a través de los modelos de optimalidad, que se basan en la suposicion
de que la seleccion natural optimiza los caracteres dentro de ciertos limites. Este tipo de modelos
han generado una gran controversia con respecto a la unidad de la evolucion y los limites de la
accion optimizadora de la seleccion natural. EI modelo infinitesimal de la genética cuantitativa
(Fisher 1930) postula que la expresion de los caracteres cuantitativos es el resultado de la accion de
muchos genes con efectos aditivos pequefios e independientes, de modo tal que el fenotipo es el
resultado de la suma de los efectos individuales (varianza aditiva) de los genes y de la variacion
impuesta por el ambiente, considerando despreciable el aporte de la varianza no aditiva
(fundamentalmente la varianza epistatica). Segin este modelo, las poblaciones bajo idénticas
condiciones ambientales se dirigen hacia un tunico pico adaptativo debido a la accion de la seleccion
natural como principal fuerza evolutiva.

Sewall Wright (1931), a su vez, planteé el modelo conocido como “Teoria de los Equilibrios
cambiantes”, en el que, ademas del efecto aditivo de los genes, las interacciones epistaticas,
cumplen un rol fundamental en la evolucién fenotipica. Bajo la vision Wrightiana, el cambio
evolutivo es la resultante de la interaccion entre la seleccion natural y procesos estocasticos, como
la deriva génica. Una poblacion tiene, bajo este modelo genético-evolutivo, potencialmente mas de
un 6ptimo adaptativo y puede cambiar de un pico adaptativo a otro sin llegar a estabilizarse en
ninguno de ellos (Wright, 1978). A pesar de las diferencias, los dos modelos comparten la
importancia del efecto de la variacion ambiental sobre los loci que afectan los caracteres
cuantitativos y su evolucion.

4. Mapeo Genético de alta resolucion: Analisis de asociacion Genotipo — Fenotipo de genoma
completo

Hasta el momento hemos explicado las bases tedricas de la variacion fenotipica y genética, como
se relacionan entre si y la importancia que tienen en el marco de la Teoria Evolutiva, pero aun no
hemos indagado en las metodologias que en la actualidad estan disponibles para investigar estas
cuestiones. Indudablemente uno de los procedimientos que revoluciono la Genética Cuantitativa es
el mapeo de QTL (por sus siglas en inglés Quantitative Trait Loci). Este tiene como objetivo
identificar regiones cromosémicas con efecto significativo sobre la variacion fenotipica (Mackay,
2001b).

El mapeo de QTL se combina el uso de marcadores genéticos con métodos estadisticos muy
potentes. Se basa en el desequilibrio de ligamento (DL) entre los marcadores y los factores
genéticos asociados a la variacion fenotipica del caracter. En otras palabras, si un Q7L asociado con
un cierto caracter esta ligado a un marcador genético, entonces individuos con diferentes genotipos
a nivel de esté marcador tendran diferentes valores fenotipicos para el caracter en estudio.

Para poder llevar a cabo el mapeo por Q7L se necesitan: i) un minimo de dos organismos que
difieran genéticamente entre si con respecto a un caracter cuantitativo; ii) marcadores genéticos que
nos permitan distinguir el origen parental de diferentes regiones del genoma, iii) la produccion de
una F1 entre parentales fenotipicamente diferentes, seguido de cruzamientos controlados F1 x F1
para producir una F2 o de retrocruzamientos de la F1 con uno o ambos parentales con el fin de
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generar una poblacidn segregante (Darvasi, 1998) y iv) métodos estadisticos potentes que permitan
detectar las pequefias diferencias que puedan existir entre genotipos de los marcadores ligados a los
OTL.

Entre los problemas asociados a este tipo de mapeo podemos destacar que los Q7L quedan
definidos como regiones genomicas dentro de las cuales puede haber cientos o miles de genes, de
los cuales solo uno o unos pocos podrian estar asociados con la variacion del caracter. Por esta
razén, el mapeo de Q7L debe ser complementado con mapeos de alta resolucion con el fin de
reducir los Q7L a su minima longitud para asi poder identificar con mayor precision los genes que
participan de la expresion del caracter (Fanara et al., 2002). Asimismo, no debemos olvidar que
el nimero de marcadores genéticos en DL con los Q7L es un factor limitante. También, hay que
tener en cuenta que los Q7L pueden tener efectos muy pequefios sobre la variacion fenotipica del
caracter y que puede ser susceptibles a la variacion ambiental, por lo cual, se requiere de tamafios
muestrales grandes y condiciones experimentales especificas para poder llevar a cabo estos estudios
(Mackay, 2001).

En la ultima década, los avances tecnologicos en la secuenciacion de ADN han permitido el
desarrollo de metodologias de mapeo genético mas potentes, entre las cuales se destacan los
estudios de asociacion del genoma completo o GWAS por sus siglas en ingles Genome Wide
Association Studies. El primer estudio exitoso de GWAS fue publicado hace aproximadamente 10
afios (Klein et al.,, 2005) y se realizé en pacientes con degeneracion macular relacionada con la
edad. En este estudio se lograron identificar genes hasta el momento desconocidos que participan en
la expresion de la enfermedad. A partir de ese momento el nimero de publicaciones utilizando
GWAS aumentd en forma exponencial (http:.//www.genome.gov/ gwastudies/). Si bien en un
principio se realizaban con el fin de identificar genes relacionados con enfermedades en humanos,
en los ultimos afios se produjo un incremento en el namero de estudios de GWAS en especies
modelo como Arabinopsis thaliana (Atwell et al., 2010), raton, Mus musculus (Flint y Eskin, 2012),
Solanum lycopersicum (Ranc et al., 2012) y Drosophila melanogaster (Mackay et al., 2012).

Al igual que en el mapeo de QTL tradicional, los GWAS buscan establecer asociaciones
estadisticas entre la variacion genética y la variacion fenotipica. Brevemente, para poder llevar a
cabo un GWAS necesitamos una poblacion variable para un caracter cuantitativo. A diferencia de
los mapeos tradicionales, no necesitamos que los individuos estén relacionados entre si ni debemos
realizar cruzamientos entre ellos. Segundo, se procede a secuenciar los genomas completos de una
coleccion de individuos y se identifican las variantes genéticas. Por lo general, la unidad de
variacion genética utilizada en los GWAS son los Polimorfismos de Nucleétido Simple o SNP (por
sus siglas en ingles Single Nucleotide Polymorphism) y en menor medida, las inserciones y/o
deleciones de bases nucleotidicas (/INDEL) (Figura 3). Por ultimo, se realizan las pruebas de
asociacion, entre los polimorfismos definidos y la variacion fenotipica, mediante el uso de
herramientas bioinformaticas (Mackay et al., 2012; Huang et al., 2014).



CAPITULO I

[B]
Indel

Secuencia original

ATCTTCAGCCATAAAAGATGAAGTT

Delecion de 3 bases (ATA)

ATCTTCAGCCAAAGATGAAGTT

Insercion de 4 bases (TGTG)

ATCTTCAGCCATATCTGARAGATGAAGTT

Figura 3. Representaciones graficas de las unidades de variacion genética mas frecuentemente
empleadas en los GWAS. [A] Polimorfismo de nucleotido simple o SNP. Las dos cadenas de
ADN difieren entre si en un solo par de bases (C — T). Realizado por David Hall (2007). [B]
ejemplos de INDEL (insercion y/o delecion) de bases en una secuencia de ADN.

Entre las ventajas del GWAS podemos destacar que la disponibilidad de genomas completos
permiti6 aumentar la resolucion de los estudios, ya que ahora es posible establecer si existe
asociacion entre la variacion fenotipica y cientos de miles y hasta millones de polimorfismos
distribuidos a lo largo del genoma. Ademas, estos estudios permiten asociar la variacion fenotipica
al nivel de los genes individuales y/o regiones gendémicas regulatorias (Pearson y Manolio, 2008;
Mackay et al., 2009, 2012; Huang et al., 2014).

Entre las desventajas del GWAS podemos subrayar los posibles falsos positivos que, como
consecuencia de la enorme cantidad de polimorfismos que se analizan simultdneamente puede ser
elevada. Esto significa que los resultados de los analisis pueden podrian estar enriquecidos en
polimorfismos que estadisticamente exhiben una asociacion significativa pero que en realidad no
estan implicados en la expresion del caracter (Mackay et al., 2009, 2012; Huang et al., 2014). Otra
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desventaja es la falta de informacién sobre las funciones de los genes candidatos, lo cual influye
negativamente en la posibilidad de realizar analisis “a posteriori” que permitan un mayor detalle en
el estudio de los factores genéticos involucrados en la expresion del caracter en estudio. Finalmente,
no pueden excluirse de los inconvenientes asociados a esta metodologia los errores de
secuenciacion y la necesidad de grandes tamafios muestrales (Pearson y Manolio, 2008).

5. El comportamiento de oviposicion: La aceptacién de recursos de oviposicion y la
preferencia por los sitios de oviposicion.

El comportamiento es la suma de las acciones que desarrolla un organismo en respuesta a su
ambiente externo e interno (Sokolowski, 2001). En los insectos fitofagos, el comportamiento de
oviposicion es un caracter complejo, resultante de la suma de varios caracteres interdependientes.
La preferencia por el sitio de oviposicion (PO) y la aceptacion de recursos de oviposicion (AO) son
dos de los caracteres cuantitativos con mayor influencia en el comportamiento de oviposicion y
considerados centrales en la teoria de seleccion de habitat (Fox, 1993). La PO se puede definir
como la tendencia de las hembras a oviponer en un determinado sustrato cuando se les da la opcion
de elegir entre varios disponibles en igual proporcion (Singer, 1986; Soto et al., 2011; 2012, 2014;
Betti et al., 2014). A su vez, la AO, puede definirse como la cantidad de huevos que deposita una
hembra en un determinado recurso en ausencia total de recursos alternativos (Fanara y Hasson,
2001; Schoonhoven et al., 2005).

Aunque su estudio sigue siendo relevante en las investigaciones de los factores ecologicos en la
especiacion (Jaenike y Holt, 1991; Soto et al., 2014), el comportamiento de oviposicion ha tenido,
en los ultimos afios, un resurgimiento como modelo para el estudio del comportamiento asociado
con la toma de decisiones (Yang et al., 2008; Joseph et al., 2009).

Se han planteado tres hipotesis que dan cuenta de la importancia adaptativa del comportamiento
de oviposicion. La mas conocida es la hipotesis de “Preferencia — performance” (Levins y
MacArthur, 1969; Jaenike, 1978), que postula que la hembra elige oviponer en recursos en los que
se maximiza el fitness de su descendencia. Por tanto, la prediccion de esta hipdtesis es una relacion
directa entre la preferencia y el desempefio de la descendencia en dicho recurso. En otras palabras,
esperamos encontrar que las hembras tengan preferencia por aquellos recursos en los que las larvas
alcanzan un desarrollo exitoso.

La segunda es la hipotesis del “Forrajeo 6ptimo” (Stephens y Krebs, 1986; Gripenberg ef al.,
2010). En este caso, la hembra elige oviponer en aquellos recursos que maximizan su propio
fitness, lo cual se ve reflejado en términos de mayor fecundidad y longevidad. Por lo general las
hembras suelen alimentarse en el mismo lugar donde oviponen y una mejor alimentacion aumenta
la disponibilidad de los nutrientes necesarios para la produccion de huevos y a la vez, predispone a
una mayor longevidad (Fanara y Hasson, 2001; Gripenberg et al., 2010).

Por ultimo, la hipdtesis del “espacio libre de enemigos™ (Price et al., 1980; Silberbush y
Blaustein, 2011; Kacsoh et al., 2013) postula que la hembra elige el sitio de oviposicion
dependiendo de la presencia o ausencia de predadores y parasitos que puedan afectar el exitoso
desarrollo de la descendencia. En otras palabras, las hembras podrian preferir oviponer en recursos
de menor calidad para el desarrollo larval pero que se encuentren libres de predadores y/o parasitos,
antes que en recursos de mayor calidad para el desarrollo larval pero con potenciales enemigos.

11
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La evidencia disponible apunta a que la primer hipotesis sera valida en insectos cuya
descendencia se encuentra restringida, durante el desarrollo, al recurso elegido por la madre,
mientras que las otras dos hipotesis se postula que seran prevalentes en insectos cuya descendencia
tiene la capacidad de movilizarse de un recurso a otro o en especies incapaces de evaluar a través de
sus sentidos la calidad del recurso (Videla et al., 2012; Soto et al.,, 2012). Igualmente, debemos
destacar que las dos primeras hipodtesis no deberian verse, necesariamente, como independientes ya
que podemos esperar que las hembras tiendan a maximizar su fitness optimizando su propia
performance y la de su descendencia.

El comportamiento de oviposicion esta determinado tanto por factores genéticos como por
factores ambientales. Entre los factores ambientales que lo afectan podemos nombrar la luz y la
temperatura ambiental (Fogleman, 1979; Wogaman y Seiger, 1983), la composicién quimica del
sustrato de cria (Amlou et al., 1998; Fanara y Hasson, 2001), su textura (Chess y Ringo, 1985) y
especificamente en los insectos saprofitofagos, la composicion de la flora microbiana que participa
en el proceso de descomposicion del sustrato de cria (Hoffman y Harshman, 1985; Oakeshott et al.,
1989; Palanca et al., 2013).

Las hembras adultas de Drosophila melanogaster, y de la mayoria de las especies de
drosofilidos, depositan sus huevos en frutos en descomposicion en los que se alimentan (las larvas y
los adultos) de bacterias y levaduras que participan del proceso de fermentacion produciendo como
resultado de su metabolismo alcoholes, acidos, esteres, cetonas y aldehidos (algunos de ellos son
compuestos volatiles) (Begon, 1982; Graf y Sokolowski, 1989). De esta manera, tanto los adultos
como los estadios larvales estan expuestos a una gran variedad de estimulos olfativos y gustativos.
Por tanto, los procesos que intervienen en la recepcion de estos estimulos quimicos son vitales en la
relacion del organismo con su medio ambiente.

El sistema quimiorreceptor incluye receptores de olfato y gusto, los cuales interactuan en forma
especifica con proteinas de unidon a particulas de olor (Whiteman y Pierce, 2008). En D.
melanogaster, por ejemplo, los érganos asociados al gusto y al olfato se encuentran distribuidos en
todo el cuerpo de la mosca, pero los puntos de mayor concentracion son las alas, las extremidades,
las antenas, la proboscide y, en las hembras, el aparato ovipositor (Figura 4). El sistema
quimiorreceptor estd formado por un tipo especial de pelos denominados sensillas. Cada sensilla
protege al extremo apical de las neuronas especializadas que se denominan “Olfatory Receptor
Neuron” (ORN) o “Gustatory Receptor Neuron” (GRN). ElI nimero de sensillas es un caracter
sexualmente dimorfico. En las hembras, la capacidad sensorial gustativa mas desarrollada se
encuentra en la placa vaginal en el extremo inferior del abdomen (Vosshall y Stocker, 2007). Segtin
estos autores el desarrollo gustativo en la placa vaginal tendria relacion directa con la eleccion del
sitio de oviposicion.

12
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§ Oifato
| Gusto:

Figurad. Distribucion de las regiones sensitivas de olfato y gusto en D. melanogaster.
Fotografia modificada de Vosshall y Stocker (2007).

Es también importante mencionar que cuando la hembra de Drosophila elige un recurso de
oviposicion, determina el ambiente donde se desarrollard su descendencia ya que las larvas no
poseen la capacidad de movilizarse hacia otros recursos, por tanto su supervivencia dependera, en
gran medida, de aquella decision.

La especiacion se define como la acumulacion de suficientes diferencias entre poblaciones o
entre los individuos de una poblacion, hasta tal punto que se interrumpe el flujo génico. En los
ultimos afios hemos sido testigos de una vision renovada de la idea Darwiniana de la especiacion
adaptativa. En el marco de lo que se ha dado en llamar especiacion adaptativa pueden reconocerse
dos grandes categorias: i) la especiacion ecoldgica (que contiene los modelos clésicos de
especiacion alopatrica, peripatrica, parapatrica y simpatrica) y i) la especiacion por mutacion. Por
la primera, entendemos la evolucion de barreras reproductivas entre poblaciones o entre individuos
de una poblacion que son consecuencia de la adaptacion a distintos ambientes o nichos ecologicos.
Por la segunda se entiende la evolucion de barreras reproductivas como consecuencia de la
ocurrencia y fijacion de distintos alelos entre poblaciones que se encuentran bajo presiones
selectivas similares (Schulter, 2009). Las bases genéticas de las barreras reproductivas consisten, en
gran parte, de genes involucrados en la expresion de caracteres sencillos pero que en conjunto
acarrean diferencias significativas entre fenotipos (Schulter, 2009).

La idea de que la especiacion en los insectos fitéfagos puede ocurrir a través de cambios de
hospedador, fue formulada hace mas de un siglo por Benjamin Walsh (1864). En la década de los
60 del siglo XX, Maynard Smith postulé un modelo para explicar los posibles mecanismos de este
tipo de especiacion. El primer paso del modelo, es el establecimiento de polimorfismos en
ambientes heterogéneos en donde los alelos alternativos de un locus se seleccionan diferencialmente
en los distintos nichos ecoldgicos disponibles. Entonces, si el polimorfismo se mantiene gracias a
una intensa seleccion de habitat (seleccion diversificadora) es probable que ocurra especiacion
(Jaenike y Selander, 1979). Por tanto, cambios significativos en el comportamiento de oviposicion
podrian conllevar a un incremento en la frecuencia de genotipos capaces de sobrevivir en el nuevo
hospedador o viceversa, pudiendo conducir al origen de nuevas razas ecoldgicas y, en caso de
detectarse una asociacion significativa entre la emergencia de determinados hospedadores con la
eleccion de pareja (proveniente del mismo hospedador), a la especiacion (Takamura y Fuyama,
1980; Jaenike y Grimaldi, 1983; Sezer y Butlin, 1998; Craig et al., 2001).
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6. Modelo de estudio: Drosophila melanogaster

En los primeros afios del siglo XX T.H. Morgan comenz6 a utilizar a Drosophila melanogaster
como modelo biologico en sus ensayos genéticos. A partir de ese momento la especie se convirtid
en el modelo bioldgico por excelencia para estudios genéticos y evolutivos. D. melanogaster
(Phylum Arthropoda, Clase Insecta, Orden Diptera, suborden Brachycera, Familia Drosophilidae,
género Drosophila, subgénero Sophophora) fue descripta por Johan Meigen en 1830 (Meigen,
1830).

Actualmente se debate de forma activa su clasificacion biologica ya que estudios recientes han
establecido que el género es parafilético y por tanto no puede ser mantenido como tal (Van Der
Linde, 2007). Como consecuencia el componente genérico de su nombre cientifico deberia cambiar
al del nuevo género que se propone. En este caso Van der Linde propuso elevar Sophophora
(actualmente subgénero) a la categoria de género, de modo que el nombre de la especie deberia ser
Sophophora melanogaster, quedando el nombre Drosophila como género que incluiria a las
especies del subgénero homonimo. Sin embargo, se ha preferido mantener la nomenclatura actual
dado que el cambio generaria conflictos ya que en la bibliografia tanto Drosophila como
Drosophila melanogaster son usados, sin distinciéon, como sinénimos del nombre de la especie.
Dado que el conflicto no se ha resuelto hasta el momento, en esta tesis hemos optado por seguir
nombrando al modelo de estudio con su nombre historico.

7. Historia evolutiva de Drosophila

La evidencia fosil mas temprana del orden Diptera proviene del Trisico inferior hace unos 240
millones de afios (MA) (Krzeminski y Krzeminska, 2003). Estudios recientes sugieren que el orden
paso por al menos tres radiaciones adaptativas las cuales dieron origen a la gran diversidad de
especies actual. Las primeras radiaciones ocurrieron en la era Mesozoica, fines del periodo Triasico
hace unos 200 MA y en el periodo Jurdsico hace unos 180 MA, mientras que la ultima fue al
principio del Paleoceno (hace 60 MA) en la era Cuaternaria. (Wiegmann et al, 2011). Es
interesante destacar que cada una de estas radiaciones aparece asociada en el registro fosil con la
explotacion de un nuevo recurso alimentario tal como se muestra en la Figura 5.
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Fossil Record of Plant-Insect Associations

Fossil . wect Fossil
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Figura 5. Registro fosil que representa la asociacion insecto — planta a través del tiempo
geoldgico. Diagrama tomado de Yeates y Wiegmann (2005).

Los origenes de la familia Drosophilidae se remontan al Eoceno, hace unos 50 MA. La
evidencia fosil consiste de especimenes del género extinto Electrophortica conservados en ambar
(Hennig, 1965). Ademas, en base a la distribucion de Lissocephala, grupo basal de drosofilidos, se
cree que el origen geografico de la familia fue en el hemisferio sur en las regiones tropicales de
Africa.

El género Drosophila incluye unas 1500 especies descriptas y actualmente esta subdividido en
10 subgéneros (Ashburner, 1989), de los cuales Drosophila y Sophophora son, en ese orden, los
mas diversos. En conjunto estos subgéneros incluyen el 90% de la diversidad que se observa en la
naturaleza.
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8. Subgrupo melanogaster

Ocho especies cercanamente emparentadas conforman el subgrupo melanogaster (Figura 6).
Todas las especies son saprofitdfagas, ya que se crian y alimentan de la comunidad microbiana
(bacterias, hongos y levaduras) asociada a la descomposicion de una gran variedad de frutos. Seis
de las ocho especies, D.simulans, D. mauritiana, D. yakuba, D. santomea, D. orena y D.

melanogaster, tienen habitos de vida generalista, mientras que D.erecta y D. sechellia son
especialistas.

D. melangaster

D. simulans

D. mauwritiana

D. sechellia

Subgrupo
melanogaster
D. teissieri
D. yakuba
e D. orena
D. erecta

Figura 6. Relaciones filogenéticas entre las ocho especies que conforman el subgrupo
melanogaster. Modificado de la base de datos Flybase.

Lachaise y Sylvain (2004) proponen un origen africano para el subgrupo y especiacion en
alopatria de las distintas especies (figura 7). Se postula que D. simulans se habria originado en la
isla de Madagascar y D. sechellia y D. mauritania en las islas del océano Indico cercanas a la costa,
Seychelles y Mauricio, respectivamente. En cambio, D. melanogaster se habria originado en Africa
central continental (figura 7). De las especies del subgrupo solamente D. simulans vy
D.melanogaster, ambas comensales del hombre, se han dispersado alrededor del mundo. D.
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simulans hasta el momento no es considerada una especie cosmopolita ya que no hay registro de
ella en Asia ni en Africa septentrional; en tanto que D. melanogaster si lo es.

Se ha propuesto que la ruta de dispersion de D. melanogaster fue desde Africa hacia Medio
Oriente (actualmente Palestina/Israel) y de alli a Europa al finalizar el periodo glacial hace unos
10000 afios. La expansion es coincidente con la expansion de cultivos de banana (género Musa).
Estudios recientes indican que la colonizacion de América ocurri6é en tiempos recientes y que la
expansion al resto del continente ocurrié en menos de 150 anos (Langley, 2012). El primer registro
de D. melanogaster en América, data de fines del siglo XIX en la Ciudad de Nueva York (Langley,
2012) mientras que las primeras evidencias de la colonizacion de Sudamérica se dan en los registros
de captura de Dobzhansky y Pavan (1950) realizados en el sur de Brasil.
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Figura 7. Posible historia evolutiva del subgrupo melanogaster. Las lineas rojas representan las
relaciones filogenéticas entre las especies. Extraido de Lachaise y Sylvain (2004).
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9. Especializacion dentro del subgrupo melanogaster

Dentro del subgrupo melanogaster la especiacion relacionada con los cambios de recursos
troficos parece haber ocurrido al menos dos veces a lo largo de su historia. Uno de los ejemplos mas
conocidos es el caso de D. sechellia, una especie endémica del archipiélago volcanico de Seychelles
en el norte de Africa, que utiliza como sitio de cria y alimentacion el fruto en descomposicion de
Morinda citrifolia sp. Este fruto, comiinmente llamado noni, es toxico para D. simulans que es la
especie mas cercanamente emparentada con D. sechellia. Se ha propuesto que la especiacion de D.
sechellia habria estado acompanada por cambios en su sistema sensorial, pérdida de genes del gusto
y del olfato relacionados con las vias metabdlicas de detoxtificacion (R’Kha et al., 1991; McBride,
2007; Whiteman, 2008). Otra de las especialistas del subgrupo es D. erecta, endémica de las selvas
en galeria del centro-oeste de Africa, que utiliza las frutas de Pandanus sp., pero que a diferencia de
D. sechellia, puede explotar tres variedades de Pandanus (Stone, 1970).

También se ha teorizado que la especializacion de D. erecta esta relacionada con cambios en los
sistemas sensoriales, mas especificamente con cambios en el sistema olfativo. Linz et al. (2013) han
encontrado que D. erecta es sensible al 3SM2BA (3-methyl-2-butenyl acetato), un volatil especifico
de Pandanus sp. La sensibilidad al volatil parece deberse a un incremento en el ntimero de neuronas
olfativas (llamadas OSN por sus siglas en inglés Olfactory Sensory Neuron). Cuando hembras de D.
erecta son expuestas al volatil incrementan la oviposiciéon en comparacion con hembras de D.
melanogaster expuestas al mismo volatil.

10. Ciclo y habitos de vida de D. melanogaster

Drosophila melanogaster se caracteriza por ser un insecto saprofitofago, es decir que se
alimentan de la microbiota (lavaduras, hongos y bacterias) que se establece en los frutos durante el
proceso de descomposicion. Se sabe que las moscas son vectores de los microorganismos que
componen la microbiota descomponedora ya que los depositan en los sitios de alimentacion a través
de la materia fecal y durante la oviposicion (Bakula, 1969; Brummel ef al., 2004). A su vez los
adultos se traspasan entre si los microorganismos durante la copula. Esta participacion activa de las
moscas en la dispersion de su principal fuente de alimentacion, lleva a pensar en un proceso de
coevolucion que moldearia la asociacion moscas - microorganismos (Palanca ef al., 2013, Soto et
al., 2014).

Las moscas de D. melanogaster son insectos holometidbolos, es decir, que sufren una
metamorfosis completa durante su ciclo de vida tal como se puede observar en la figura 8. Los
tiempos de duracion de cada estadio son variables dependiendo de las condiciones ambientales,
pero se puede estimar que el ciclo completo dura entre 7 y 10 dias. La maduracion sexual, tanto de
la hembra como del macho, ocurre dentro de las primeras 24 hs. post-emergencia del pupario. En
condiciones de laboratorio, la longevidad media del adulto es de 15 a 20 dias.
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Figura 8. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster.

11. Genética y genémica de D. melanogaster

El tamafio total del genoma de D. melanogaster es aproximadamente un 5% del genoma de un
mamifero. Sorprendentemente, a pesar de la diferencia de tamafio, 75% de los genes de Drosophila
tienen homologos en el genoma de mamifero. Ademas, se comparten la mayoria de las familias
génicas y los mecanismos regulatorios basicos del metabolismo. Su cariotipo estd compuesto por
cuatro pares de autosomas (denominados 2, 3, 4) y un par de cromosomas sexuales (X e Y). Los
cromosomas 2 y 3 suman aproximadamente el 60% de la informacion genética total, mientras que el
par 4 es muy pequefio y se denomina cromosoma puntiforme.

La secuenciacion del primer genoma de D. melanogaster se completd en marzo del 2000
(Adams et al., 2000) y posteriormente, en el afio 2007 se publicaron las secuencias completas de los
genomas de otras 11 especies de Drosophila (Clark et al., 2007). El conocimiento de la secuencia
de los genomas aporta una gran cantidad de informacion bioldgica de interés como por ejemplo:
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predecir y catalogar el nimero total de genes, conocer la estructura y las regiones reguladoras,
predecir proteinas, describir el paisaje gendmico de cada genoma, es decir la distribucion de genes y
secuencias no codificantes a lo largo de cada cromosoma, inferir la evolucion de los genomas a
partir de la conservacion del orden de los genes y los cambios de la secuencia.

El genoma de Drosophila esta compuesto por alrededor de 169 millones de pares de bases (169
Mpb), de las cuales aproximadamente 120 Mpb corresponden a regiones eucromaticas. Se estima
que el nimero de genes codificantes es de 13.937 mientras que el nimero de transcriptos alcanzaria
los 29.173 (Ensemble release 76, 2014). Sin embargo, a pesar del elevado nimero de genes
descriptos, solo alrededor de 4700 (Lin ef al., 2007) se encuentran asociados con informacion
fenotipica, por lo cual, el nimero de genes codificantes podria ser inferior al estimado.

Tal como se habia expresado, comprender las relaciones que existen entre la variacion fenotipica
y la genotipica es uno de los mayores desafios de la biologia moderna. La disponibilidad de la
informacién genémica junto con el desarrollo de técnicas estadisticas y herramientas de analisis
bioinformaticas, abri6 la posibilidad de investigar las bases genéticas de caracteres complejos y de
poder, poner a prueba hipotesis relacionadas con la evolucion de las especies (Hasson ef al., 2013).

20



CAPITULO I

12. Objetivos y esquema general

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es contribuir al conocimiento de la arquitectura
genética del comportamiento de oviposicion por medio del estudio genémico poblacional de dos
caracteres complejos, la preferencia por los sitios de oviposicion (PO) y la aceptacion de recursos
de oviposicion (AO) en la especie modelo Drosophila melanogaster.

Teniendo en cuenta este objetivo general, los objetivos especificos que permitiran dilucidar con
mayor exactitud los diferentes aspectos de la arquitectura genética de estos caracteres adaptativos
son:

o Estudiar la variacion fenotipica de la PO y la AO utilizando tres recursos naturales
como estimulos de oviposicion.

o Cuantificar la contribucion de la variacion genética a la variacion fenotipica de la PO y
la AO.

o Estimar el grado de correlacion genética entre la PO y la AO.

o Identificar regiones genomicas candidatas responsables de la variacion en la PO y la
AO por medio de analisis de asociacion fenotipo - genotipo.

e Validar los genes candidatos identificados por medio de pruebas de validacion
funcional y de ensayos de complementacion.

e Modelar la arquitectura genética del comportamiento de oviposicion.

o Identificar regiones genomicas candidatas responsables de la variacion en la PO y la
AO por medio de andlisis de asociacion entre el fenotipo y la variaciéon a nivel de los
transcriptos.

e Determinar cuéles son las funciones y procesos en los que participan los genes
candidatos.

e Discernir los procesos evolutivos implicados en la determinacion de los patrones de
variacion que forman parte de la arquitectura genética del comportamiento de
oviposicion.
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1. Introduccion

Las plantas y los insectos coexisten desde sus origenes hace unos 450 millones de afios (Yeates y
Wiegmann, 2005). Se considera que la interfase planta — insecto herbivoro es una zona de
interaccion biotica que ha sido crucial en la diversificacion tanto de los insectos como de las plantas
con flores (Grimaldi y Engel, 2006). La seleccion de una planta hospedadora por parte de las
hembras de los insectos fitofagos es de suma importancia tanto ecolégica como evolutiva.

En los sistemas planta/insecto la eleccion de la planta hospedadora constituye un aspecto
fundamental en diferentes etapas de la ontogenia ya que en la planta hospedadora los insectos se
alimentan, copulan, las hembras depositan sus huevos y se desarrolla su descendencia. En los
habitats naturales, las plantas hospedadoras crecen junto con otras muchas plantas que no son
aceptables para los insectos como plantas hospedadoras. Por lo tanto, la habilidad de reconocer,
encontrar y explotar una planta hospedadora es central para comprender el origen y mantenimiento
de la diversidad de las especies (Bush, 1975; Markow y O’Grady, 2008; Gripenberg et al., 2010).

Durante la eleccion de una planta hospedadora se pueden definir dos fases principales
(Schoonhoven et al., 2005). La primera incluye la blisqueda y eleccion de un recurso frente a la
oferta de recursos alternativos y la segunda se corresponde con la habilidad de explotar el recurso
elegido. La secuencia de comportamientos que ocurren durante la seleccion del hospedador se
puede resumir en los siguientes pasos:

1) El insecto no tiene contacto fisico con el hospedador por lo cual se encuentra
descansando o moviéndose de forma aleatoria.

2) El insecto percibe sefiales visuales u olfativas provenientes de una potencial planta
hospedadora.

3) Las sefiales visuales y/u olfativas pueden desencadenar una respuesta de acercamiento
del insecto hacia la planta hospedadora.

4) El insecto examina la superficie de la potencial planta hospedadora.

5) La planta es aceptada o rechazada como hospedadora.

El rango de plantas hospedadoras de una especie esta lejos de ser una lista fija y determinada.
Por esta razon, la secuencia comportamental no ocurre siempre de forma secuencial, y en muchos
casos la secuencia se interrumpe en los pasos iv y v, para volver a comenzar una cantidad finita de
veces hasta que se completa la secuencia después de evaluar varias potenciales plantas
hospedadoras.

Una vez que la hembra acepta una determinada planta hospedadora se genera una nueva cascada
de comportamientos, entre los cuales se encuentra el momento de la oviposicion. Yang et al. (2008)
describieron el momento de la puesta de huevos en D. melanogaster como una serie secuencial de
programas (figura 1). La secuencia comienza antes de la expulsion del huevo, cuando las hembras
inclinan su abdomen hacia abajo hasta alcanzar una posicion perpendicular a la superficie del
sustrato. En ese momento la hembra extruye el aparato ovipositor y lo introduce en el sustrato,
iniciando una serie de movimientos hacia atras y hacia adelante con el fin de expulsar y depositar el
huevo en el sustrato. El tiempo promedio de duracién de este comportamiento es de 6 segundos y se
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denomina “programa ovipositor”. Esta secuencia de comportamiento es idéntica a la descripta en el
ortoptero Schistocerca americana (Thompson, 1986).

[A]
A B C A B
Ovi | Limpieza ¥ Busqueda Ovil Limpiezay
Descanso Descanso
[B]

i
| "

Figura 1. [A] Esquema de la secuencia comportamental de la puesta de huevos en D.
melanogaster. A: “programa ovipositor”, B: “programa de limpieza y descanso” y C:
“programa de busqueda”. [B] Fotografias detallando la secuencia de puesta de huevos. La
flecha roja indica la posicion del aparato ovipositor. Figuras y fotografias extraidas y
modificadas de Yang et al. (2008).

Seguidamente, comienza la segunda parte de la secuencia en la cual la hembra limpia con sus
patas posteriores el aparato ovipositor para luego ingresar en un periodo de descanso durante el cual
permanece inmoévil. Este componente de la secuencia se denomina “programa de limpieza y
descanso”. Posteriormente, ocurre el “programa de busqueda” en el cual la hembra localiza el sitio
apropiado para depositar el proximo huevo. Durante este programa, la hembra explora el sustrato
evaluandolo con su probocis y aparato ovipositor. Como explicamos en la Seccion I, las hembras de
D. melanogaster cuentan con terminales sensoriales del gusto y del olfato en la probocis, las patas y
el aparato ovipositor. La duracion del programa de busqueda es variable, pudiendo durar desde unos
pocos segundos hasta varios minutos.

La Aceptacion de recursos de oviposicion (AO) y la Preferencia por sitios de oviposicion (PO)
son conceptos que se usan en la descripcion de la primer fase en la seleccion de un hospedador vy,
por lo tanto, componentes basicos de la teoria de seleccion de habitat (Fox, 1993). El término AO
refiere a situaciones en las cuales un organismo decide usar un recurso en ausencia total de recursos
alternativos y esta afectado por la motivacion, mientras que PO hace alusion a situaciones en las
cuales los organismos usan o eligen consistentemente un determinado recurso entre varios
alternativos disponibles de forma simultanea y en igual abundancia. Podemos definir un tercer
término relacionado con el concepto de Aceptacion, al cual llamamos Reconocimiento. Este
concepto se refiere al proceso neuronal en el cual el insecto forma una “imagen” de la planta
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hospedora que le va a permitir reconocerla como hospedadora cuando vuelva a encontrarla
(Schoonhoven et al., 2005).

El grado en que una poblacion puede especializarse en un hospedador o recurso depende de la
existencia de variacion genética para el uso del recurso, de la aceptabilidad, de la persistencia en el
hospedador, de la estructura de la poblacion y de la intensidad de la seleccion que se impone sobre
ellos (Futuyma y Peterson, 1985; Jaenike, 1990; Yeates y Wiegmann, 2005). Desde una perspectiva
teorica, se ha propuesto que la seleccion de habitat puede contribuir al mantenimiento de la
variacion genética intrapoblacional (Hedrick, 2005) cuando individuos genéticamente diferentes
varian en su habilidad para utilizar los recursos dentro de un ambiente heterogéneo (Jaenike, 1986;
Barker y Starmer, 1999; Fanara et al,. 1999; Fanara y Hasson, 2001; Gorur et al., 2007; Hasson et
al.,2009). La idea de que la variacion observada para la preferencia de habitat tiene una base
genética, fue sugerida, en un principio, por los trabajos realizados en Drosophila y en especies del
Phyllum Mollusca (Jaenike y Holtz, 1991). En este contexto, la caracterizacion de las bases
genéticas de la variacion en la preferencia de hébitat tiene una importancia central, ya que de
tratarse solo de variacion ambiental ésta no tendria impacto evolutivo.

De todos los procesos evolutivos, la Seleccion Natural (SN) es la unica que tiene como resultado
la adaptacion. La SN puede actuar sobre un caracter siempre que el mismo exhiba variacion
fenotipica, que dicha variacion tenga base genética y que la variacion en el caracter esté asociada
con diferencias en el fitness (Endler, 1986; Conner y Hartl, 2004; Ridley, 2004). En este contexto,
vale la pena diferenciar adaptacion del concepto de fitness, ya que la primera se refiere a una
consecuencia evolutiva mientras que el fitness es una cuantificacion del éxito reproductivo de los
individuos de una poblacion (Endler, 1986).

La literatura que aborda el estudio del comportamiento de oviposicion en insectos es abundante
(revisado en Joshi et al.,1997; Yang et al., 2008; Joseph, 2009; Grinsperberg et al., 2010; Miller et
al., 2011; Soto et al., 2011, 2012, 2014; Betti et al., 2014). Estos estudios han demostrado que en
las poblaciones naturales existen niveles moderados de variacion para la preferencia de oviposicion
en sustratos que no brindan un medio 6ptimo para el desarrollo larval (Moreteau ef al., 1994; Miller
et al.,2011). Por ejemplo, se ha observado preferencia por recursos novedosos que no se encuentran
en los habitats naturales de los cuales provienen los individuos (Thompson, 1988; Fox et al., 1994);
y también, se ha encontrado que una proporcion sustancial de la variacion en las preferencias tiene
una base genética (Jaenike y Holtz, 1991; Miller et al., 2011; Betti et al., 2014). En este sentido, la
variacion fenotipica con base genética tiene una importancia central no solo porque hace posible la
divergencia ecologica y, por ende, la coexistencia de especies cercanas en simpatria, sino también
porque la magnitud de la variacion genética entre y dentro de las poblaciones son factores centrales
en los modelos de especiacion basados en el uso diferencial de los distintos recursos (Jaenike y
Grimaldi, 1983; Jaenike y Holtz, 1991; Schluter, 2009; Nosil, 2012).

Drosophila melanogaster es el modelo bioldégico por excelencia en estudios genéticos,
genomicos y evolutivos (Patterson y Stone, 1952; Markow y O'Grady, 2006; Mackay et al., 2012;
Huag et al., 2014). La evidencia disponible indica que en la naturaleza, se alimenta de las levaduras
que proliferan e intervienen en el proceso de descomposicion de los frutos de muchas especies
(Becher et al., 2012; Lebreton et al., 2012; Palanca et al., 2013). Cuando las moscas detectan un
recurso adecuado, en el mismo se alimentan, tiene lugar el cortejo, el apareamiento y, finalmente, la
oviposicion.
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A pesar de la amplia variedad de estudios relacionados con el comportamiento de oviposicion en
D. melanogaster (Jaenike, 1983; Jaenike, 1986; Yang et al., 2008; Joseph et al., 2009; Miller et al.,
2011), son pocos los trabajos que lo han abordado utilizando recursos que las moscas explotan en
sus habitats naturales (Soto et al., 2012; Betti ef al., 2014). Por lo general, las investigaciones del
comportamiento de oviposicidn emplean compuestos volatiles aislados de frutas (Yang et al., 2008;
Joseph et al., 2009; Miller et al., 2011; Abed-Vieillard et al., 2013) o cepas de levaduras aisladas
que participan en el proceso de descomposicion de los frutos (Becher et al., 2012; Lebreton et al.,
2012; Palanca et al., 2013). La limitacién de estos estudios radica en que la informaciéon que
procesa la hembra antes de oviponer es restringida y esto puede llevar a respuestas
comportamentales contrarias a las que ocurren en la naturaleza. Recientemente, Dweck et al.
(2013) estudiaron la eleccion de sitios de oviposicion en Drosophila utilizando 15 variedades de
frutas. La conclusion de su trabajo es que las moscas prefieren oviponer en frutos con las
caracteristicas quimicas de citricos, es decir, que tienen compuestos volatiles de la clase de los
terpenos como el limoneno y el valenceno

Finalmente, la informacion social en la seleccion del sitio de oviposicion es también un factor
importante a tener en cuenta en estos estudios. Por ejemplo, la feromona cis - vaccenyl acetate
(cVA) es una hormona producida por los machos y en menor medida por las hembras de D.
melanogaster, que actia como sefial de atraccion. Bartelt (1985) notd que la preferencia por un
determinado recurso se ve intensificada por la presencia de cVA. Estudios posteriores sugieren que
las hembras luego de oviponer, depositan el cV4 transferido por los machos durante la copula y el
que ellas mismas producen, en el recurso (Guiraudie-Capraz et al., 2007; Yew et al., 2009). Esta
marca con cVA, es usada posteriormente por otras hembras como sefial de que ese recurso es un
sitio de oviposicion apropiado.
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2. Objetivos e hipdtesis

El objetivo de esta seccion es estudiar la variacion fenotipica y genética del comportamiento de
oviposicion en un conjunto de 40 lineas que forman parte del panel de referencia genética de
Drosophila melanogaster (DGRP). El comportamiento de oviposicion se estimo a partir del estudio
de dos caracteres: la Aceptacion de recursos (AO) y la preferencia por sitios de oviposicion (PO)
utilizando tres especies de frutas como estimulos de oviposicion: uva, naranja y tomate.

Para alcanzar estos objetivos pusimos a prueba las siguientes hipoétesis:

e Hay variacion fenotipica para el caracter AO

o Esta variacion depende del estimulo utilizado (naranja, tomate y uva)

o La variacion en la AO tiene una base genética

o Hay variacion fenotipica para el caracter PO

o Las lineas varian en la PO cuando se las expone a las combinaciones de recursos uva/
naranja y uva/tomate

o La variacion en la PO tiene una base genética

e La AO y la PO estan correlacionadas. Dado que estamos investigando dos caracteres
que forman parte del comportamiento de oviposicion esperamos un solapamiento de
las arquitecturas genéticas entre los distintos ambientes evaluados.
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3. Materiales y métodos

Los ensayos biologicos para medir la AO y la PO se realizaron siguiendo los protocolos
descriptos en los Anexo metodologico. A modo de resumen, los ensayos consistieron en liberar 20
parejas de moscas (20 hembras y 20 machos sexualmente maduros) de una misma linea en camaras
de oviposicion, las cuales contenian en su interior 4 placas con un medio semi-natural preparado
con uno de los distintos recursos (uva, tomate o naranja) elegidos segiin correspondiera el ensayo.
En cada ensayo de AO, las 4 placas contenian el mismo recurso de oviposicion. La respuesta de
cada una de las lineas se midi6 en cada uno de los tres recursos de oviposicion por separado.

Los ensayos de PO consistieron en experimentos de doble eleccion, donde dos de las placas
contenian medio preparado con un recurso y las otras 2 con otro recurso alternativo. En estos
experimentos se ofrecieron a las moscas dos combinaciones de recursos diferentes, uva/naranja
(UN), por un lado, y uva/tomate (UT), por otro. En los dos tipos de ensayos, transcurridas 36 horas
desde la introduccion de las moscas se retiraron todas las placas y se fotografiaron con una camara
digital adosada a un microscopio binocular para el posterior conteo de huevos. En todos los casos
los experimentos se realizaron bajo condiciones controladas de luz (12 hs de luz: 12hs de
oscuridad), temperatura (25°C) y humedad ambiente (70%).

En todos los ensayos se cuantificaron la AO y PO en 40 lineas del DGRP. Se corrieron 5 réplicas
por linea por recurso o combinacion de recursos de manera simultanea.

Es importante aclarar que nuestra eleccion de los recursos de oviposicion no fue al azar sino que
se basd en informacion obtenida en estudios previos sobre la preferencia de oviposicion en
poblaciones naturales de Argentina (Soto et al 2011; Betti et al 2014) y en base a informacion
disponible sobre los tipos de frutos que se comercializan en el mercado de frutas de la ciudad de
Raleigh que es donde se colectaron las moscas de las que derivan las lineas DGRP (Dra. T. Mackay
comunicacion personal). En este punto debemos mencionar que a lo largo de la tesis vamos a
considerar como ambientes distintos a cada uno de los recursos de oviposicion ofrecidos en los
ensayos de AO y a cada combinacion de recursos en los experimentos de PO. Debido a que el
protocolo experimental de los ensayos es idéntico entre los recursos y/o combinaciones de recursos,
es posible establecer comparaciones entre los distintos experimentos.

La particularidad de las lineas del DGRP empleadas en estos experimentos es que todas ellas
derivan de la misma poblacion natural y son practicamente isogénicas, dado que cada una de las
lineas tienen un 98% de homocigosidad para todo el genoma (Mackay et al., 2012). En este sentido,
cada linea se puede considerar como representativa de un genotipo particular muestreado de la
poblacion natural original (Ver Anexo metodologico para mas informacion sobre las lineas y sobre
el protocolo de isogenisacion).

La AO se estimo como el numero total de huevos depositados en cada recurso de oviposicion.
Dado que en todos los ensayos se controldo el nimero total de hembras en las camaras de
oviposicion, el nimero total de huevos resulta una medida de la fecundidad total de cada linea en
los tres recursos de oviposicion ofrecidos. El analisis de datos de AO se realizé mediante ANOVAs.
Previo a los ANOVAs y con el fin de cumplir con los supuestos de normalidad y homocedacia se
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empled la transformacion raiz cuadrada (Zar, 1999) de acuerdo a la siguiente formula /x + 3/8
donde x es el nimero total de huevos puestos en cada recurso.

El primer ANOVA consistio en un modelo general mixto de dos factores:
y=pu+L+R+LxR +e,

donde L corresponde al factor aleatorio linea (40 niveles), R al factor fijo recurso (tres niveles: uva,
naranja y tomate), LxR al término de interaccioén y e al error.

Luego, se realizaron ANOVAs simples para cada recurso por separado siguiendo en todos los
casos el siguiente modelo:

y=u+L+e,
donde L corresponde al factor aleatorio linea (40 niveles) y e al error.

La PO fue estimada utilizando el indice de Preferencia (IP) propuesto por Joseph (2009). En
nuestro caso lo calculamos como el nimero de huevos puestos en uva menos el numero de huevos
puestos en naranja o tomate segtin el ensayo correspondiente dividido el numero total de huevos en
cada camara de oviposicion. El indice se encuentra acotado entre 1 y -1, siendo 1 la méxima
preferencia por uva y -1 la méxima preferencia por el recurso alternativo, naranja o tomate segiin
corresponda. Cuando el indice toma el valor cero, implica que no hay preferencia por ninguno de
los dos recursos ofrecidos.

Nuevamente, los andlisis estadisticos consistieron en ANOVAS. El primero fue un ANOVA general
mixto de dos factores siguiendo el modelo:

y=u+L+C+LxC+e,

donde y es el indice de preferencia, p es la media poblacional, L es el factor aleatorio linea con 40
niveles, C es el factor fijo combinacion con 2 niveles (UT y UN), LxC es la interaccion entre los
factores y e el error.

Luego se realizaron ANOVA simples para cada combinacion de recursos utilizando el siguiente
modelo:

y=p+L+e
donde y es el indice de preferencia, p es la media, L es el factor aleatorio linea y e es el error.

Tanto para AO como PO se realizaron, ademas, analisis de componentes de varianza con el fin
de estimar la contribucion relativa de cada fuente de variacion a la varianza fenotipica total.
En todos los ANOVAs realizados cada linea isogénica del DGRP representa un genotipo particular
unico. Por lo tanto, el efecto L (genotipo) puede interpretarse como un estimador del componente
genético de la variacion fenotipica del caracter en estudio (Falconer y Mackay 1996; David ef al.,
2005). A su vez, las interacciones LxR (en el caso de AO) o LxC (en el caso de PO), pueden
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considerarse como estimadores de la interaccion genotipo-ambiente (/GA), que indicaria que las
diferencias en 40 o PO entre genotipos son ambiente-especificas. Diferencias en el cambio de
escala y/o cambio en el ranking de los valores fenotipicos entre las lineas dan como resultado /GAs
estadisticamente significativas.

La contribucién de estos componentes se puede evaluar mediante la ecuacion de Robertson
(1959):

Vixa= [(0a1—642)> +2 65164 (1 =7 a1a2)] / 2,

en donde V., es el componente de varianza de la IGA, s es la correlacion genética entre
ambientes y, G, Y Gap son la raiz cuadrada del componente de varianza entre el ambiente 1 y el
ambiente 2. Los valores de 641 y 04, se obtienen de los ANOVAs simples para cada ambiente por
separado. El primer término de la ecuacién indica el aporte del cambio de escala y el segundo el
aporte del cambio de orden en el rango.

Las estimaciones de los parametros genético-cuantitativos se obtuvieron para cada uno de los
recursos y para cada una de las combinaciones de recursos. Bajo nuestro disefio experimental la
varianza entre Lineas (6°) se consideré como un estimador de la varianza genética (V) (Lynch y
Walsh, 1998; Morgan y Mackay, 2006), la varianza ambiental (V) se estimé a partir del
componente de varianza entre réplicas, que no es mas que el término de error del ANOVA. La
varianza fenotipica se calculdo como Vg + Vam (Falconer y Mackay, 1996; Lynch y Walsh, 1998).

Por ultimo, se realizaron analisis de correlacion, tanto para la AO como para la PO, con el
propésito de estimar el grado de asociacion (correlacion) de los valores fenotipicos de las 40 lineas
entre los recursos o combinaciones de recursos empleados en este estudio.

Todos los analisis se realizaron utilizando los programas InfoStat version 2013 (Di Rienzo et al.,
2013) y Statistica version 8.0 (StatSoft Inc., 2007).
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4. Resultados

CAPITULO 11

A. Aceptacion de recursos de oviposicion (AO)

Los ensayos de AO revelaron que las hembras de todas las lineas del DGRP depositaron huevos
en los tres recursos ofrecidos como sitios de oviposicion (Anexo de resultados Tabla 1), aunque
exhibieron variacion entre ellas y en el grado de aceptacion de los sustratos ofrecidos (Figura 2).
Los valores minimos de AO (valor medio del numero de huevos + error estandar) lo mostraron las
lineas RA313 (X =46.8 +£7.5) enuva, RA315 (X =44 £6) en naranja y RA786 (x =27 +9.7) en

tomate.

Por otro lado, los valores maximos se detectaron en las lineas RA380 (X =305.6 + 35.8), RA427
(kX =263.8 £34.8) y RA362 (X =296.2 + 35.4) en uva, naranja y tomate, respectivamente.
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Figura 2. Valores medios y respectivos errores estandar de la AO en las 40 lineas del DGRP en
cada uno de los recursos evaluados (uva, tomate y naranja). Los valores medios se presentan
ordenados de menor a mayor en cada recurso.

En promedio las hembras de todas las lineas depositaron entre 130 y 150 huevos en cada recurso
(Figura 3). Si bien las hembras depositaron una mayor cantidad de huevos en tomate (151,2
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huevos), en naranja y uva depositaron, en promedio, cantidades aproximadamente iguales de
huevos (138,88 y 137,73, respectivamente). Sin embargo, las diferencias en el nimero medio de
huevos no variaron significativamente entre los recursos (Tabla 1).

160 |

120 |

80

Numero de huevos

40 |

Uva Naranja Tomate

Figura 3. Valores medios y sus respectivos errores estandar para el nimero total de huevos
puestos en cada uno de los recursos ofrecidos a las lineas del DGRP ordenados de mayor a
menor.

Los resultados del ANOVA general mostraron que el factor L y la interaccion LxR fueron
significativos (Tabla 1). El anélisis de los componentes de varianza reveld que la varianza entre
lineas permite explicar el 36% de la varianza fenotipica total. Bajo nuestro disefio experimental esto
implica que una porcion importante de la variacion fenotipica tiene base genética. A su vez la
significativa interaccion LxR, que permite explicar el 31% de la variacion fenotipica total, sugiere
que la AO es dependiente del recurso ofrecido.
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CAPITULO 11

Tabla 1. ANOVA para la AO en las 40 lineas del DRGP en los recursos uva, naranja y tomate.
FV son las fuentes de variacion, GL los grados de libertad, SC la suma de cuadrados, CM los
cuadrados minimos, F es el estadistico de Fisher y % o el porcentaje de varianza explicado por
cada factor. *p valor < 0.0001

FV GL e M F % G
L 39 3214.16 41.25 11.11* 36%
R 2 14.89 7.44 0.35 -
LxR 78 1680.27 21.54 5.80* 31%
error 480 1782.33 3.71 33%
Total 599 6691.64
350
300 -
S
e 250 4
g
o=
1]
= 200 -
3
£
£ 150 4
:
= 100 4
-
50 4 “D_.--_‘;'#—_ﬂ_ﬁ_'_—_— HQE
[. T T T
Tomate Uva Maranja

Figura 4. Normas de reaccion para la AO medida como el nimero de huevos totales
depositados en cada uno de los recursos ofrecidos en las lineas pertenecientes al DGRP.

El patron de cambio de la AO segln el recurso ofrecido (interaccion LxR) puede visualizarse en
la figura 4. En esta figura puede verse que la cantidad de huevos depositados por las hembras de
cada linea depende del recurso ofrecido. Es importante destacar que cuando se ordenaron las lineas
en valores crecientes de cantidad de huevos puestos en cada recurso, ninguna linea mostré un
fenotipo extremo (estableciéndose como extremo a los 5 mayores y menores) al comparar el orden
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relativo entre todos los recursos analizados. Los cambios de magnitud de la varianza entre
ambientes (que revela el cambio de escala) y cambios en el orden relativo de los genotipos entre
ambientes (que indica el cambio del ranking) constituyen los componentes causales de la
interaccion LxR, que es un estimador de la IGA (ver materiales y métodos).

Tomando los recursos de a pares para estimar el aporte relativo de cada componente a la
interaccion, encontramos que la /GA4 puede explicarse, en mayor medida, por el cambio de rango
para las tres combinaciones de recursos ya que permite explicar entre el 89 y el 96% de la IGA
(Tabla 2).

Tabla 2. Aporte de los componentes de cambio de escala y cambio de orden a la IGA.

% CAMBIO DE ESCALA % CAMBIO DE RANGO

Uva - naranja 3.98 96.02
Uva - tomate 11.33 88.67
Naranja - tomate 3.50 96.50

Los resultados obtenidos sugieren que las lineas derivadas de la poblacion estudiada exhiben
diferentes AO cuando se les ofrece naranja, uva o tomate como recursos de oviposicion. Sin
embargo, dicho analisis no permite establecer si las lineas difieren en la AO en cada uno de los
recursos investigados. Para evaluar este punto se realizaron ANOVAs para cada recurso y se
estimaron los parametros genético-cuantitativos correspondientes. Estos ANOVAs mostraron que
las diferencias entre lineas fueron significativas en todos los recursos y que entre un 59% (en uva) y
un 79% (en tomate) de la variacion fenotipica total puede explicarse por las diferencias genéticas
entre lineas (Tabla 3).

Con respecto a los parametros genéticos cuantitativos encontramos que la magnitud de la
varianza ambiental (Vamb) no varid entre los ensayos que involucraron diferentes recursos y que la
misma siempre fue menor que la varianza genética (Vg) sugiriendo, que el protocolo experimental
utilizado permiti6 minimizar las diferencias en las condiciones de trabajo entre ensayos no
simultaneos en los que se utilizé el mismo medio de puesta (error de muestreo).  Las diferencias
en los valores de varianza genética y, por lo tanto, de la heredabilidad (de acuerdo a las condiciones
de Vamb descriptas) nos informan cuéan variable es el componente genético que subyace la AO en
cada recurso ofrecido y del potencial de respuesta de la poblacion frente a cambios en el uso de los
recursos. Es importante destacar que los valores de heredabilidad estimados son relativamente altos
con respecto a los valores que usualmente se han estimado es estudios de caracteres
comportamentales (Roff y Mousseau, 1999).
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Tabla 3. ANOVAs reducidos para la AO en cada uno de los tres recursos medidos. FV
corresponde a las fuentes de variacion, GL a los grados de libertad, SC a la suma de cuadrados,
CM a los cuadrados minimos y F al estadistico de Fisher. % o es el porcentaje de varianza
fenotipica total explicada por el componente analizado. * p valor < 0.0001.

FV GL SC cM F % o

1L 39 223223 57.24 13.01%* 71

Tomate error 160 704.17 4.40 29 29
Total 199 2936.40

L 39 1056.73 27.10 8.14%* 59

Uva error 160 532.61 333 41
Total 199 1589.35

L 39 1605.47 41.17 12.07* 69

Naranja error 160 545.54 341 31
Total 199 2151.01

Tabla 4. Parametros genético-cuantitativos para la AO en cada recurso. Vg corresponde a la
varianza genética, Vamb a la varianza ambiental, Ff a la varianza fenotipica, H a la
heredabilidad en sentido amplio, u a la media de la variable transformada, CVg al coeficiente de
variacion genética y CVamb al coeficiente de variacion ambiental.

PARAMETRO UVA NARANJA TOMATE

Vg 4.75 7.55 10.57
Vamb 3.33 3.41 4.40
v 8.08 10.96 14.97
H 0.59 0.69 0.71

u 11.40 11.33 11.70
Clg 19.11 24.24 27.78
CVamb 15.99 16.28 17.93

Falconer (1952) propuso que si los distintos estados que puede adoptar un caracter (entendiendo
como estado del caracter al valor fenotipico en distintos ambientes) se encuentran correlacionados,
esto puede deberse a que comparten sus componentes genéticos. Segiin Via y Lande (1985) las
correlaciones genéticas van a afectar la tasa a la cual una poblacion evoluciona para poder expresar
el caracter 6ptimo en todos los ambientes. En la Figura 5 se muestran los resultados de los analisis
de correlacion de Pearson para la AO tomando los 3 recursos de a pares. Encontramos que todos los
coeficientes de correlacion entre los tres recursos ofrecidos fueron positivos y significativos
sugiriendo que las bases genéticas que regulan la expresion de la aceptacion de cada uno de los
recursos ofrecidos estdn compartidas.
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Sin embargo, los resultados del analisis de correlacion sugieren que la superposicion de los factores
genéticos es parcial, ya que el coeficiente de correlacion (+°) vario entre 14% (combinacion tomate-
uva) y 40% (tomate-naranja). Estos resultados parecen indicar que la AO en un cierto recurso
dificilmente pueda predecirse en base a lo observado en otro recurso o, en otras palabras, la
variacion observada en un recurso solo puede explicarse parcialmente por la correlacion con las
respuestas que los mismos genotipos mostraron en otro recurso.
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Figura 5. Analisis de correlacion de Pearson (r) para la AO entre los distintos recursos de
oviposicion.
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B. Preferencia de oviposicion (PO)

Los resultados de los experimentos de preferencia de oviposicion (PO) nos indicaron que, en
promedio, las lineas del DGRP prefieren como recurso de oviposicion a la uva por sobre el tomate y
la naranja cuando se les dio la opcion de elegir entre dos estimulos (ver Anexo de resultados Tabla
2).

Los valores minimos de PO (valor medio del indice de preferencia -IP- + error estandar) los
mostraron las lineas RA730 (x=0.1+0.05) para la combinacion UT y la linea RA799

(x=-0.24+0.1) en la combinacion UN. Los valores maximos se dieron en las lineas RA359
(x=0.53£0.05) y RA517 (x=10.62 £ 0.06) en UT y UN, respectivamente.

En la figura 6 graficamos el IP de cada linea para las combinaciones UN y UT. En la figura 6[B]
se observan valores de /P mayores a 0 en todas las lineas, lo cual indica que cuando se les dio la
opcion de elegir entre uva y tomate todas las lineas prefirieron uva. En el caso de la combinacion
UN observamos que el IP tomé tanto valores negativos como positivos e iguales o muy cercanos a
cero (figura 6A).

Asi, es posible inferir la presencia de tres clases de fenotipos en la combinacion UN: i) lineas
que prefirieron oviponer en uva, ii) lineas que prefirieron oviponer en naranja y iii) lineas que no
presentaron ningun tipo de preferencia. En cambio en la combinacién UT solamente registramos un
fenotipo: lineas que prefirieron oviponer en uva.
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Figura 6. Valores medios del indice de preferencia y los respectivos errores estandar de la PO
para todas las lineas estudiadas en la combinacion de recursos [A] uva-naranja (UN) y [B] uva-
tomate (UT). Valores positivos indican preferencia por uva en los dos casos, valores cercanos a
cero indican no preferencia por ninguno de los recursos y valores negativos indican preferencia
por naranja o tomate, segin corresponda.

El valor medio de IP de las lineas fue mayor a 0 para las dos combinaciones de recursos
ofrecidas (Figura 7), lo cual indica que en promedio las lineas prefirieron oviponer en la uva
cuando se les di6 la opcion de elegir entre esta y cualquiera de los otros dos recursos ofrecidos. En
la figura 7 se puede observar que a pesar de la preferencia general por la uva, ésta fue menor cuando
el recurso alternativo fue naranja respecto del ensayo en el que la alternativa ofrecida fue tomate.
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Figura 7. Valores medios y los respectivos errores estandar para el /P en las dos combinaciones
de recursos ofrecidas a las lineas del DGRP, ordenados de menor a mayor.

Los resultados del ANOVA general (Tabla 5) indican que los factores L y C y la interaccion LxC
resultaron significativos. Nuevamente, al igual que en los ensayos de AO, el factor L puede
considerarse como un estimador de la variacidon genética para el caracter y la interaccion LxC de la
interaccién Genotipo x Ambiente (IGA). Estos resultados sugieren que las lineas respondieron de
forma diferencial, dependiendo de la combinacion de recursos que se les presentd en los ensayos de
eleccion del sitio de oviposicion.

Tabla 5. ANOVA general para PO. FV corresponde a las fuentes de variacion, GL a los grados
de libertad, SC a la suma de cuadrados, CM a los cuadrados minimos, F al estadistico de Fisher
y % o” al porcentaje de varianza explicado por cada factor. *p valor < 0.0001

FV GL SC CM F % o*
L 39 5.39 0.14 2.55% 11.68
c 1 2.14 2.14 15.32% -

LxC 39 5.44 0.14 2.58% 23.37
error 320 17.33 0.05 64.93
Total 399 30.30
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En la figura 8 se muestran las normas de reaccion para el IP en las dos combinaciones de
recursos ofrecidas. El patron que muestran las normas de reaccion permite visualizar las
caracteristicas de la IGA. En efecto, puede verse que la varianza entre lineas fue mayor en la
combinacion UN que en UT, en tanto que la clasificacion de la lineas en base al /P produjo
ordenamientos diferentes en las dos combinaciones de recursos. El céalculo de los aportes de los
cambios de escala y de rango mostré que la IGA puede explicarse en un 77% por el cambio del
ranking y un 22% por el cambio de escala.
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Figura 8. Normas de reacciéon de las lineas para la PO estimada a partir del indice de
preferencia en las dos combinaciones de recursos ofrecidas.

En la Tabla 6 se presentan los resultados de los ANOVAs simples para cada una de las
combinaciones de recursos ofrecidas. Se puede observar que en ambos casos el factor L fue
significativo, explicando un 10% y un 34% de la variacion fenotipica observada en las
combinaciones UT y UN, respectivamente.
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Tabla 6. ANOVAs simples para la PO para las combinaciones de recursos UT y UN por
separado. FV corresponde a las fuentes de variacion, GL a los grados de libertad, SC a la suma
de cuadrados, CM a los cuadrados minimos, F al estadistico de Fisher y % o al porcentaje de
la varianza explicada por cada factor. *p valor < 0.001

FV GL SC CM F % o
1L 39 3.30 0.08 1.57* 34
UT error 160 8.65 0.05 66
Total 199 11.95
L 39 7.53 0.19 3.56* 90
UN error 160 8.68 0.05 10
Total 199 16.21

Seguidamente, calculamos los parametros genético-cuantitativos para la PO (Tabla 7). Con
respecto a la Vg encontramos mayor varianza entre lineas para la combinacion UN que para UT. En
cambio las estimaciones de Vamb fueron iguales para las dos combinaciones, lo cual sugiere que las
condiciones ambientales bajo las cuales se realizaron los experimentos fueron exitosamente
controladas a pesar de no realizarse simultaneamente. En los dos casos, la Vg fue menor que la
Vamb indicando que la preferencia es un aspecto del comportamiento de oviposicion mas sensible a
pequefias variaciones en las condiciones experimentales vinculadas al medio de oviposicion. La Vf
fue menor para la combinacion UT que para UN. Por tltimo, los calculos de heredabilidad en
sentido amplio produjeron valores bajos, 0.16 para la combinaciéon UT y 0.30 para UN. En este
caso, a diferencia de lo observado para AO, los valores bajos de heredabilidad son compatibles con
lo que usualmente se observa en estudios de caracteres comportamentales (Kruuk et al., 2000) vy,
ademas, concuerdan con resultados previos de PO en poblaciones naturales de Drosophila
melanogaster en Argentina (Betti et al., 2014).

Tabla 7. Estimacion de los pardmetros genético-cuantitativos para la proporcién de huevos
ovipuestos en uva en las dos combinaciones de recursos ofrecidas. Vg corresponde a la varianza
genética, Vamb a la varianza ambiental, Vf a la varianza fenotipica, H a la Heredabilidad en
sentido amplio, 4 a la media de IP para la combinacién de recursos, CVg al coeficiente de
variacion genética y CVamb al coeficiente de variacion ambiental.

PARAMETRO UT UN

Vg 0.01 0.03

Vamb 0.05 0.05

vf 0.06 0.08

H 0.16 0.34

u 0.31 0.16
Crg 25.26 104.16
CVamb 74.99 145.55
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Por 1ultimo, el analisis de correlacion de Pearson para el IP entre las dos combinaciones de
recursos de oviposicion ofrecidas resulto no significativo (Figura 9).
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Figura 9. Correlaciones genéticas entre las dos combinaciones de recursos de oviposicion
ofrecidas. Se presenta el valor del coeficiente de Pearson () y su significacion (p).
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5. Conclusiones

En esta Seccion hemos caracterizado el fenotipo comportamental asociado a la oviposicion en 40
lineas que forman parte del panel de referencia genético de Drosophila (DGRP), a través del estudio
de la AO y la PO ofreciendo a las moscas tres recursos de oviposicion que suelen encontrar en su
habitat natural: la uva, el tomate y la naranja.

Los resultados revelaron abundante variacion tanto fenotipica como genética para la AO en los
tres recursos y para la PO en las dos combinaciones de recursos ofrecidas. Ademas, la interaccion
Genotipo x Ambiente (IGA) significativa para los dos caracteres estudiados sugiere no solo un
cierto grado de plasticidad fenotipica para los dos caracteres, sino también que la plasticidad
fenotipica tiene, en ambos casos, base genética. Finalmente, encontramos correlaciones genéticas
significativas entre las AOs medidas en los diferentes recursos, pero no para la POs.

Los resultados de los experimentos de AO mostraron que las hembras de las lineas del DGRP
aceptan a la uva, a la naranja y al tomate como sitios de oviposicion, depositando aproximadamente
la misma cantidad de huevos en cada uno de ellos. Estos resultados concuerdan con la nocién de
que D. melanogaster es una especie generalista, que posee la capacidad de utilizar como sitios de
oviposicion los diferentes recursos que encuentran en el ambiente.

En contraste, los resultados de los experimentos de doble eleccion (PO) mostraron que, en
general, las hembras son capaces de discriminar entre los distintos recursos y eligen oviponer de
forma preferencial en uno de ellos. En efecto, cuando se les ofrecio la posibilidad de elegir entre la
uva y el tomate, el 100% de las lineas exhibieron fuerte preferencia por la primera. En cambio,
cuando la combinacion ofrecida fue uva y naranja, la mayoria mostrd preferencia por uva vy,
aproximadamente, un 15% de las lineas prefirieron naranja.

Una posible explicacion para la mayor preferencia por uva y naranja podria estar relacionada con
la composicion quimica de estos frutales. Tanto la uva, como la naranja y el tomate son recursos
quimica y nutricionalmente diferentes (Agricultural Research Service United States Department of
Agriculture (http.://ndb.nal.usda.gov). El tomate, originario de América del Sur, es un fruto con
escasa cantidad de calorias. Sus principales componentes son el agua y los hidratos de carbono, en
la forma de azlcares simples y una importante concentracion de vitaminas como B1, B2, BS y C.
La naranja, originaria del sureste asiatico, es un frutal de origen hibrido obtenido a partir del pomelo
(Citrus maxima), la mandarina (Citrus reticulata) y el cidro (Citrus medica). Sus principales
componentes son azucares simples, vitamina C, flavonoides y limonoides. Finalmente la uva,
originaria de la region del Caucaso, se caracteriza principalmente por la alta concentracion de
azucares, como la glucosa y fructosa, vitaminas y flavonoides. Existe evidencia que la composicion
nutricional de los recursos afecta tanto la supervivencia como la reproduccion de los insectos
(Lushcak et al., 2013, Flaven-Pouchon et al., 2014). Por ejemplo, algunas especies de mosquitos
como Aedes aegypti y Anopheles gambiae son capaces de identificar a sus presas gracias a la
capacidad de detectar tipos especificos de acidos grasos que son secretados por la piel humana
(Barrozo y Lazzari, 2004; Smallegange et al., 2009). Mas especificamente, en D. melanogaster se
ha observado que los adultos prefieren dietas ricas en acidos grasos saturados mientas que las larvas
prefieren dietas ricas en acidos grasos insaturados (Fougeron et al., 2011). Mas aun, se ha
observado que al exponer moscas a dietas ricas en acidos grasos insaturados provoca efectos
negativos en caracteres de historia de vida como la duracion del desarrollo, la fecundidad, la
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longevidad (Flaven-Pouchon et al,, 2014). Los aminoacidos son otro componente esencial de la
dieta en los insectos, ya que sin ellos es imposible la sintesis de proteinas. En particular, las
hembras poseen una mayor necesidad de dietas ricas en proteinas debido a que las necesitan para la
producciéon de los huevos. Toshima y Tanimura (2012) mostraron que las hembras de D.
melanogaster son capaces de discriminar entre dietas ricas y pobres en aminoacidos, prefiriendo la
dieta con la mayor cantidad de variantes aminoacidicas posible. Por tanto, si comparamos la
composicion nutricional de los tres recursos empleados en los experimentos, podemos notar que de
los tres recursos, el tomate representa el medio de menor valor nutritivo. Entonces, es posible que el
tomate cuando es ofrecido como estimulo de oviposicion junto con la uva, no represente un medio
optimo para satisfacer las necesidades nutritivas de las hembras y/o las de los estadios larvales de
D. melanogaster. En este punto, debemos recalcar, que nuestro estudio deberia ser completado con
el andlisis de la PO entre tomate y naranja, pero lamentablemente, esto no fue posible debido a
cuestiones de tiempo.

Con respecto a la PO observada por la uva y en menor medida por la naranja, podemos proponer
varias explicaciones. Recientemente, Dwerck et al. (2013) mostraron que los terpenos volatiles
caracteristicos de los citricos son reconocidos por una unica clase de neuronas receptoras olfativas
caracterizadas por expresar el receptor olfativo Orl9a. Seglin estos autores, esta via de percepcion
representa una via olfativa ancestral conservada, ya que es probable que los citricos hayan sido uno
de los hospedadores de la especie cuando se produjo su dispersion hacia Asia menor, de donde es
originaria esta clase de frutales. Adicionalmente, la uva es considerada como uno de los posibles
hospedadores originales de la especie (Lechaise y Silvain, 2004), pero el origen y comienzo de su
explotacion no es claro. Keller e al. (2007) proponen que la explotacion de la uva ocurre
simultaneamente con el periodo en que las moscas se vuelven comensales del hombre y como
consecuencia dejan de utilizar los frutos ancestrales silvestres para comenzar a explotar los frutos de
especies vinculadas con actividades humanas. En este contexto, la preferencia por la uva y la
naranja podria ser explicada por factores historicos propios de la especie D. melanogaster ya que
tanto la uva como la naranja tendrian similitudes con posibles hospedadores ancestrales silvestres.

Al estudiar el patron de variacion fenotipica de cada uno de los caracteres, los resultados
mostraron que en todos los casos, las lineas se diferenciaron entre si en la respuesta
comportamental. Encontramos, tanto para la AO como para la PO, variacion entre las lineas y
variacion entre los recursos ofrecidos como sustratos de oviposicion. La variacion fenotipica entre
lineas, dado nuestro disefio experimental, se puede interpretar como variacion genética, ya que cada
linea representa un unico genotipo de la poblacion original, mientras que la variacion entre recursos
se interpreta como variacion dependiente del ambiente, también llamada interaccidon genotipo —
ambiente (IGA). La importancia evolutiva de las IGAs detectadas es clara ya que bajo ciertas
condiciones algunos modelos de seleccion de habitat predicen el mantenimiento y expresion de la
plasticidad fenotipica y de la variacién genética (Via y Lande, 1987; Gillespie y Turelli, 1989;
Gurganus et al., 1998; Fernandez Iriarte y Hasson, 2000; Ungerer et al.,2003; Fanara et al., 2006).

La plasticidad fenotipica es una propiedad fundamental de los organismos (Sultan y Stearns,
2005) y se define como el cambio en el fenotipo medio expresado por un determinado genotipo en
diferentes ambientes (Via, 1987; Pigliucci et al., 2006). Su ocurrencia ha sido documentada en
innumerables estudios (Roff, 1997), llegando a ser considerada en los tltimos afios mas como una
regla que como una excepcion (Gilbert y Bolker, 2003). A veces puede llegar a ser tan grande que

45



CAPITULO II

se ha llegado a clasificar a individuos de una misma especie que muestran respuestas plasticas
extremas como de especies distintas (Schlichting y Pigliucci, 1998). El andlisis de la plasticidad
fenotipica y las IGAs (Via y Lande, 1987; Via, 1993; Schlichting y Pigliucci, 1998) es una
herramienta conceptual eficaz para dilucidar las estrategias de las especie para enfrentar los
cambios ambientales. La plasticidad fenotipica y las IGAs son dos procesos que pueden llevar a la
adaptacion en las poblaciones naturales y se ha propuesto que la plasticidad fenotipica juega un rol
importante en la evolucion como factor diversificador al contribuir al origen de nuevos caracteres y
al alterar las direcciones de cambio de los mismos (West-Eberhard 1989). Schlichting y Pigliucci
(1998) postularon dos mecanismos de control genético de la plasticidad fenotipica. Por un lado, la
sensibilidad alélica y por el otro, el control regulador. La sensibilidad alélica se refiere a la
respuesta diferencial de los diferentes alelos de un determinado locus ante los cambios en las
condiciones ambientales, que se traduce en la alteracion de la concentracion o actividad del
producto del gen. En cambio, el control regulador tiene que ver con la regulacion de la actividad
génica por medio de la accion de un interruptor génico. Para Schlichting y Pigliucci la sensibilidad
alélica es una forma pasiva de respuesta plastica que puede ser adaptativa o no y que puede resultar
en una variedad de efectos pleiotropicos en los fenotipos. En cambio, la plasticidad reguladora,
representaria una respuesta plastica activa preferentemente adaptativa, producto de la accion
epistatica de genes relacionados con la plasticidad. En resumen, podemos concluir que nuestros
experimentos nos han permitido encontrar evidencia de variacion fenotipica, genética y de
plasticidad fenotipica en las DGRP. Si nos permitimos una extrapolacion teniendo en cuenta todos
los supuestos pertinentes, podriamos suponer que la poblaciéon natural de la cual provienen las
lineas del DGRP retinen las condiciones necesarias para que eventualmente la SN pudiera conducir
a cambios en el uso de los recursos de oviposicion. Con respecto al modo de control genético de la
plasticidad, teniendo en cuenta que tanto la PO como la AO son caracteres con influencia en el
fitness es esperable que se encuentren el/los mecanismos responsables del control regulador.

Finalmente, nuestros resultados nos permitieron empezar a entrever algunos aspectos de la
arquitectura genética que subyace tanto a la AO como a la PO. Encontramos que las correlaciones
genéticas para la AO a través de los recursos medidos fueron significativas, lo cual sugiere un cierto
grado de superposicion en las bases genéticas que gobiernan la expresion de la AO entre los tres
recursos. En cambio, cuando analizamos la PO las correlaciones genéticas no significativas entre
combinaciones de recursos sugieren escaso solapamiento entre las arquitecturas genéticas de las
POs. El estudio de las correlaciones es importante para entender el grado de inter-dependencia
genética de los caracteres. Si dos 0 mas caracteres estan correlacionados sus caminos evolutivos van
a estar ligados, es decir, si la seleccion natural afecta a uno de ellos, el resto va mostrar una
respuesta correlacionada, tanto en sus valores fenotipicos medios como en los niveles de varianza
genética, restringiendo de esta forma la evolucion independiente de los caracteres.

En el préximo capitulo vamos a profundizar en la dilucidacion del comportamiento de
oviposicion a través del estudio de la arquitectura genética que subyace la AO y la PO por medio de
analisis de asociacion —fenotipo — genotipo del genoma completo, mas cominmente conocidos
como GWAS.
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CAPITULO III

1. Introduccion General

Comprender la asociacion entre la variacion fenotipica y la genética de los caracteres adaptativos
complejos es fundamental para entender como evolucionan los caracteres y cudles son las fuerzas
que gobiernan el cambio evolutivo. Aunque la Seleccion Natural (SN) actia sobre el fenotipo, son
los genes los que se transmiten de generacion en generacion. Sin embargo, debido a la complejidad
en el flujo de la informacion contenida en el genotipo al fenotipo (por los multiples niveles
involucrados) y la dependencia que tienen los caracteres respecto del ambiente, poder dilucidar
exitosamente la asociacion genotipo-fenotipo es un gran desafio.

Hasta no hace mucho el conocimiento de las bases genéticas de los caracteres se reducia al
calculo de la heredabilidad en sentido amplio y estricto, a la estimacion de los efectos de
dominancia o efectos pleiotropicos de los genes, al estudio del desequilibrio de ligamiento (DL),
etc. (Falconer y Mackay, 1996, Hasson et al., 2013). Gracias a los avances tecnologicos y el
desarrollo de metodologias de analisis genémico y nuevas herramientas estadisticas se ha podido
profundizar el conocimiento de la genética de los caracteres de forma excepcional en los ultimos
afos.

El panel de referencia genética de Drosophila (DGRP por sus siglas en inglés Drosophila
Genetic Reference Panel) es una de tales herramientas (Mackay et al., 2008). Basicamente el panel
consiste de una coleccion de lineas isogénicas (homocigéticas para todos sus loci) de D.
melanogaster derivadas de una poblacion natural de la ciudad de Raleigh en Carolina del Norte,
EEUU. El genoma de cada una de ellas esta completamente secuenciado, de modo que es posible
conocer todas las variantes gendmicas que segregan en la poblacion y en cada linea. Ademas, se ha
obtenido el transcriptoma y han estimado los niveles de expresion génica de todas ellas en el estadio
adulto (ver capitulo IV). Sabiendo que las diferencias fenotipicas entre las lineas son reflejo de la
variacion alélica presente en la poblacion natural de la cual provienen, el panel nos ofrece la
posibilidad de cuantificar aspectos hasta el momento desconocidos de la arquitectura genética de los
caracteres cuantitativos (Mackay et al., 2012, Huang et al., 2014). Esto es posible gracias al uso de
nuevas metodologias informaticas que permiten establecer la asociacion entre la variacion a nivel
de las secuencias de ADN (genomica) y del caracter cuantitativo en estudio, mediante la llamada
prueba de asociacion del genoma completo o GWAS (por sus siglas en inglés de Genome-Wide
Association Study, mas detalles en el Capitulo I seccion 1.4.). Este tipo de anélisis permite
identificar las regiones variables del genoma que contribuyen a la expresion de los caracteres
complejos (Mackay et al., 2012; Huang et al., 2014). Sin embargo, es importante notar que la gran
mayoria de los caracteres cuantitativos (morfoldgicos, fisioldgicos, comportamentales, etc) estan
orquestados por la manifestacion de numerosos genes (poligenes) que, a su vez, pueden formar
parte de redes de genes y rutas metabolicas en las que los genes intervinientes pueden interactuar de
diferentes maneras. Asimismo, dado que parte de la variacion de los caracteres cuantitativos puede
ser contexto-dependiente, es necesario comprender como los factores ambientales involucrados en
la manifestacion de un dado carécter afectan el funcionamiento de las redes y caminos metabolicos,
los efectos de los genes individuales y las interacciones entre genes.

La genomica funcional es el area de la biologia que se encarga del estudio del flujo de
informacion que subyace la expresion de los caracteres complejos. Ella utiliza un amplio rango de
herramientas experimentales y métodos estadisticos que cuantifican e integran los grandes
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volumenes de informacion obtenida en los distintos niveles que conforman el mapa genotipo —
fenotipo permitiendo obtener una vision holistica de la expresion de los caracteres complejos.

Una de las herramientas mas utilizada en la genémica funcional es el analisis de enriquecimiento
de ontologias génicas (GO por sus siglas en inglés Gene ontology). Las GOs surgieron, hace
aproximadamente una década, a partir de la necesidad de desarrollar un vocabulario bioldgico
aplicable a todas las especies con el fin de anotar las funciones de los productos génicos de forma
consistente a través de las distintas bases de datos (Ashburner et al., 2000; Bodenreider, 2008).

La informacion de las GO se encuentra estructurada en tres categorias principales:

e Procesos Biologicos (PB): objetivo biologico al cual contribuyen un gen o los
productos génicos asociados. Por lo general, los PB involucran una transformacion
quimica o fisica, en el sentido de que algo ingresa a un proceso y algo diferente se
obtiene a su salida, que sucede debido a la accion de un conjunto de funciones
moleculares (FM) organizadas. Ejemplo de PB son: "crecimiento y mantenimiento
celular”, “traduccion de sefiales”, “biosintesis de cAMP”, etc.

e Funciones Moleculares (FM): actividad o potencial actividad bioquimica de un
producto génico, incluyendo la union a ligandos especificos o estructuras, sin
especificar ni tiempo ni espacio donde se produce. Ejemplos de FM son “enzima”,
“ligando”, “transporte”.

e Componentes Celulares (CC): lugar exacto de la célula donde un producto génico es

nan qnon

activo. Ejemplos de CC son: "ribosoma", "aparato de Golgi", "membrana nuclear".

En el marco del estudio de las GO, el analisis de enriquecimiento funcional consiste en

determinar qué procesos, funciones y componentes estan sobre o sub-representados en un grupo y/o
lista de genes. El método consiste en calcular el porcentaje de genes en una categoria de GO
determinada y comparar este porcentaje con un valor de referencia, que por lo general es el numero
total de genes con esa anotacion en el genoma completo.
Complementariamente al analisis de GO, se suele usar el analisis de redes de interacciones de genes
en base a la co-expresion, co-localizacion, e interacciones génicas y/o fisicas (Montgomery et al.,
2014). El analisis de redes busca entender como los genes de interés se relacionan entre si y con el
resto de los genes, lo cual nos permite comprender el rol que cumplen las interacciones génicas en
la arquitectura genética de los caracteres cuantitativos (Mackay et al, 2015). Las interacciones
génicas como la epistasis o interaccion entre loci, se considera un concepto clave en la teoria
evolutiva, ya que, es el mecanismo genético que subyace a la canalizacion y la especiacion
(Cheverud y Routman, 1995; Phillips, 2008: Mackay et al.,, 2015).

Numerosos trabajos demuestran la utilidad del DGRP en el estudio de la arquitectura genética de
caracteres complejos. Se ha estudiado la asociacion fenotipo - genotipo para una gran variedad de
caracteres, como la resistencia a la inanicion, la recuperacion del coma provocado por el frio, el
comportamiento agresivo, la sensibilidad al alcohol, suefio, actividad metabdlica, etc. (Jordan et al.,
2012, Jumbo-Lucioni ef al., 2012, Mackay et al., 2012, Magwire et al., 2012, Weber et al., 2012,
Bastide ef al., 2013, Brown et al., 2013, Chow ef al., 2013, Harbison et al, 2013, Swarup et al.,
2013). En todos estos trabajos se pudieron verificar las asociaciones entre genes y caracteres,
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previamente establecidas mediante el uso de otras metodologias, pero ademas, se logré identificar
una cantidad considerable de genes nunca antes relacionados con los caracteres cuantitativos en
estudio. Esto indica que la técnica de asociacion fenotipo - genotipo del genoma completo (GWAS)
es una herramienta poderosa que permite profundizar y mejorar nuestro conocimiento acerca de la
arquitectura genética que subyace a la expresion de los caracteres complejos.

El comportamiento de oviposicion es un caracter adaptativo complejo, por lo cual entender sus
bases genéticas requiere la identificacion de los genes involucrados en su expresion, de la variacion
alélica responsable de la variacién fenotipica que se observa en las poblaciones naturales, de
estimar la frecuencia y efecto de los alelos y de conocer como estos factores estan regulados por el
ambiente. Debido a la naturaleza compleja del comportamiento podemos esperar que la arquitectura
genética de estos caracteres se encuentre determinada por la accidon de multiples genes, es decir, que
sea poligénica.

Aunque se ha demostrado que el comportamiento de oviposicion tiene una base genética
(Jaenike y Holtz, 1991) en varias especies, incluida D. melanogaster (Miller et al., 2011, Betti et
al., 2014), muy poco se conoce acerca de las regiones gendémicas responsables de su expresion.
Algunos de los genes que se han asociado con la oviposicion en D. melanogaster son el par de
genes circadianos period (per) y timeless (tim) (Manjunatha et al., 2008). Especificamente se ha
reportado que las proteinas codificadas por estos genes se sobre-expresan en los ovarios de las
hembras de D. melanogaster (Plautz et al., 1997, Hardin, 2005) y que las hembras con deficiencias
en alguno de los dos genes producen alrededor de un 50% menos de huevos, al igual que las
hembras virgenes, en las cuales la produccién de oocitos maduros se reduce a la mitad (Beaver et
al., 2003). Otro ejemplo, es el gen logjam (loj) que se expresa en el sistema nervioso central de los
adultos de D. melanogaster. Carney y Taylor (2003) observaron que en las hembras mutantes para
loj los huevos ya formados quedaban encerrados en el tutero. Como ultimo ejemplo, podemos citar
al gen gustatory receptor 5a (Gr5a) que codifica un receptor de membrana neuronal que detecta
compuestos dulces como por ejemplo la sacarosa. Se ha reportado que Gria afecta la preferencia
por los sustratos de oviposicion (Yang et al. 2008). Al anular experimentalmente la funcionalidad
de Gria se observo que las moscas deficientes depositan una cantidad significativamente mayor de
huevos en sustratos con alta concentracion de sacarosa en comparacion con moscas portadoras de
Gr5a funcional.

En este contexto, esta tesis representa el primer estudio de la arquitectura genética del
comportamiento de oviposicion mediante un analisis de asociacion fenotipo - genotipo examinando
el efecto de recursos que las moscas utilizan como sitio de oviposicion en la naturaleza.
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2. Objetivos

El objetivo principal de este capitulo es caracterizar las bases genéticas de la variacion fenotipica
del comportamiento de oviposicion a través de la realizacion de analisis de asociacion fenotipo —
genotipo de la Aceptacion (AO) y Preferencia (PO) por el sitio de oviposicion.

El capitulo se encuentra dividido en tres secciones. En la seccion I se presentan los resultados de
los analisis de asociacion fenotipo — genotipo, la identificacion y caracterizacion de los
polimorfismos significativos y los analisis ontologicos - funcionales de los genes candidatos. En la
seccion II se presentan los resultados de las pruebas de validacion funcional, que tienen como
objetivo proveer evidencia de la participacion de algunos de los polimorfismos significativos en la
expresion fenotipica del caracter. Finalmente, en la seccion III se resumen los resultados de las
pruebas de complementacion génica en las cuales ademas de poner a prueba la funcionalidad, se
evalua el efecto que producen las variantes alélicas de tres SNPs que ocurren en Twister (tst), uno
de los genes candidatos asociados a la variacion de la PO.
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CAPITULO 1II: SECCION 1

1. Materiales y métodos
Analisis de asociacion genotipo - fenotipo

Los anélisis de asociacion genotipo — fenotipo del genoma completo (GWAS) buscan establecer
la relacion estadistica entre variables genéticas y valores fenotipicos de un caracter cuantitativo. En
los casos de asociaciones estadisticamente significativas se considera que la variante genética es
candidata a estar involucrada en la variacion fenotipica del cardcter y consecuentemente a ser parte
de la expresion fenotipica del mismo. Por tanto, para poder llevar a cabo los andlisis es necesario
contar con los valores fenotipicos de cada uno de los genotipos bajo anélisis y la informacion sobre
la variacion genética de los organismos en estudio. En nuestro caso, los valores fenotipicos se
obtuvieron como se describié en el Capitulo II, mientras que la informacion sobre las variantes
genéticas de las lineas del DGRP se obtuvo siguiendo el protocolo descripto en el Anexo
metodologico.

Realizamos un total de 9 GWAS, 6 para los experimentos de aceptacion de recursos de
oviposicion (AO) y 3 para la preferencia de oviposicion (PO). En los primeros utilizamos como
variable la media transformada del nimero total de huevos puestos en cada recurso ofrecido (uva,
naranja y tomate), mientras que en los GWAS realizados para la PO utilizamos como variable la
media del indice de preferencia (IP) para cada combinacion de recursos (uva-tomate y uva-naranja).
En ambos casos las unidades experimentales fueron 40 lineas del DGRP. Los restantes GWAS se
realizaron para los andlisis de los efectos de interaccion entre pares de recursos para la AO y entre
las dos combinaciones de recursos para PO. Las variables utilizadas en estos consistieron en la
diferencia entre los valores medios del numero total de huevos puestos tomando los recursos de a
pares (uva-tomate, uva-naranja y naranja-tomate) en el caso de la AO, mientras que para la PO, la
variable de asociacion fue la diferencia entre las medias del indice de preferencia (IP) en cada
combinacion de recursos. Es importante aclarar que los GWAS realizados para investigar las
interacciones tienen sentido bioldgico dado que las interacciones genotipo — ambiente (IGA)
resultaron significativas (Mackay et al., 2012, Huang ef al., 2014) tanto para AO como para PO (ver
seccion 2.4).

Con respecto a la variacion genética, el andlisis de los genomas de las 205 lineas del DGRP
permiti6 identificar 4.853.802 polimorfismos de nucledtidos simples (SNP por sus siglas en ingles
single nucleotide polymorphism) y 1.296.080 de polimorfismos de insercion y/o delecion (INDEL)
menores a 20 pares de bases en el freeze 2.0 del DGRP (Huang et al., 2014). En nuestros ensayos
fenotipicos utilizamos solo 40 lineas del DGRP, por lo cual cada analisis de asociacion se realizd
contra un conjunto mas reducido de 1.453.947 de polimorfismos (SNP mas INDELs). Los sitios
polimorficos considerados en los GWAS fueron, a su vez, filtrados en base a los siguientes criterios:
i) la frecuencia de la variante minoritaria tiene que ser no menor a 0,25, es decir, estar presente en al
menos 10 de las 40 lineas, ii) el valor de cobertura media de la secuenciacién del fragmento que
contiene el polimorfismo tiene que ser mayor a 2 y menor a 30 y iii) solo dos variantes tienen que
estar segregando para cada SNP o INDEL.

Los analisis de asociacion se realizaron en dos etapas. En la primera las medias fenotipicas de
cada linea se corrigieron para: i) los efectos de la infeccion por Wolbachia sp. que sufren algunas de
las lineas y ii) el efecto de las inversiones cromosomicas de mayor longitud (In(2L)t, In(2R)NS,
In(3R)P, In(3R)K) que segregan en las 40 lineas del DGRP estudiadas (Huang et al., 2014). En la
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segunda etapa, las medias fenotipicas corregidas se asociaron a los polimorfismos (SNPs o
INDELSs) segtin el siguiente modelo lineal mixto

Y=Xb+ Zu + e,

donde Y es el valor fenotipico medio ajustado, X la matriz de efectos fijos de los polimorfismos
llamada b, Z la matriz de parentesco genético de efecto aleatorio llamada u y e el error (Huang et
al., 2014). Fue necesario incorporar la matriz Z de parentesco genético al analisis de asociacion
debido a que aquellas lineas que comparten la misma inversién cromosdmica tienen mayor
probabilidad de estar relacionadas genéticamente (Van Raden, 2008, Ober et al., 2012). Todos los
analisis de asociacion se realizaron utilizando la plataforma online www.dgrp2.gnets.ncsu.edu
(Mackay et al. 2012, Huang et al. 2014).

Como resultado de los GWAS se obtuvieron valores de probabilidad para cada polimorfismo
incluido en la prueba (distribucion de P valores) que da idea de la chance de que la asociacion
detectada sea meramente por azar. Para una rapida visualizacion de los resultados se realizaron dos
tipos de graficos diagnosticos: i) Manhattan que muestra de forma esquematica la posicion
cromosomica y el P valor asociado a cada polimorfismo y ii) los graficos cuantil — cuantil (C-C) en
los cuales se representa la distribucion observada de P valores en funcion de la distribucion
esperada. Estos graficos se realizaron usando el programa R con la libreria “gap” (R Core Team,
2013).

Antes de continuar es necesario aclarar que debido a la cantidad de hipétesis de asociacion que
se ponen a prueba en cada GWAS los resultados pueden presentar un elevado porcentaje de
polimorfismos significativos pero que en realidad no participan de la expresion fenotipica del
caracter, en otras palabras, falsos positivos. A pesar de que existen varias metodologias de
correccion para detectar el enriquecimiento en falsos positivos, no hay un consenso sobre cual usar,
ya que el nimero de falsos positivos es dependiente tanto del tipo de datos como de la metodologia
de asociacion utilizada. Por lo general, se busca evaluar varios métodos de correccion hasta llegar a
un consenso entre los métodos mas y menos conservativos. El método mas conservativo es la
correccion de Bonferroni por pruebas multiples, en la cual se recalcula el valor critico de
significacion (P) teniendo en cuenta el nimero total de hipdtesis que se ponen a prueba:

P¥*=a/n,

donde P* es el P valor corregido, a es el P valor de significacion usado tipicamente de 0.05 y n es
el nimero de pruebas estadisticas realizadas (en este caso 1.453.947). De esta manera, en nuestros
analisis el valor de corte de acuerdo a la correccion de Bonferroni deberia ser 3,43 x 10 % Otra
metodologia, es la de controlar la cantidad de falsos positivos usando la tasa de descubrimientos
falsos o FDR (por sus siglas en ingles False Discovery Rate). En la bibliografia se considera
aceptable para los analisis de asociacion que los P valores de corte tengan una FDR entre 1% y
10%, es decir, se aceptan valores de P de corte que contemplen entre 1% y 10% de falsos positivos.
En todos los analisis de asociacion que presentaremos en esta Seccion utilizamos un P valor menor
o igual a 1 x 10%° como valor de corte, que es el valor de corte consenso usado en los estudios de
asociacion realizados con el DGRP que contempla una FDR de aproximadamente 10% (Mackay et
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al., 2012; Swarup et al., 2012; Weber et al., 2012; Jordan et al., 2012; Jumbo — Luciani et al., 2012;
Chow et al., 2013; Huang et al., 2014; Anholt y Mackay, 2015).

Identificacion y clasificacion de polimorfismos y genes candidatos

La caracterizacion de los polimorfismos significativos se realiz6 conforme a la clasificacion
propuesta por el Sequence Ontology Project (SO) (Eilbeck et al., 2005), que propone las siguientes
clases segun el sitio de ocurrencia del polimorfismo en el genoma:

e Intergénica: a mas de 1000 pares de bases de cualquier secuencia codificante
descripta.

e Rio Abajo: a menos de 1000 pares de bases del extremo 3’UTR de una secuencia
codificante.

e Rio Arriba: a menos de 1000 pares de bases del extremo 5’UTR de una secuencia
codificante.

e UTR: en alguna de las dos regiones no traducidas del gen (5°’UTR o 3’UTR). Estas
regiones son importantes en la regulacion de la expresion de la secuencia.

e Intrénica: en algln intron.

e Sinénima: en un ex6n de un transcripto codificante y no modifica el aminoécido
codificado por el codoén donde ocurre.

e No sinénima: en un exén de un transcripto codificante y consiste en la sustitucion de
una base que resulta en un cambio del aminoacido codificado por el codén donde
ocurre.

¢ No codificante: el polimorfismo ocurre en el exon de un transcripto no codificante.

La identificacion de los genes en los cuales ocurren los polimorfismos candidatos se realizd
utilizando la informacion disponible en la base de datos genéticos de Drosophila Flybase version
FB2014 06 (Tweedie et al., 2009).

Analisis ontolégico — funcional

Los andlisis ontologicos — funcionales se realizaron utilizando los servidores online GeneCoDis3
(Tabas-Madrid et al., 2012) y GeneMANIA (Warde-Farley et al., 2010). El primer servidor se
utilizé para realizar los analisis de enriquecimiento de términos de GO. El algoritmo que utiliza
GeneCoDis3 computa los valores de probabilidad por medio de la distribucion hipergeométrica y
realiza automaticamente la correccion por pruebas multiples de Benjamini-Hochberg (Benjamini y
Hochberg, 1995). Consideramos que una lista de genes candidatos se encuentra enriquecida en un
determinado término de GO si este tiene un P valor corregido menor a 0.05.

La identificacion de redes de interaccion génica en base a la co-expresion co-localizacion e
interacciones genéticas y/o fisicas se realizaron con el servidor GeneMANIA. Las opciones de
analisis elegidas fueron “Automatically selected weighting method” y “Biological process based
weighting method” con un maximo de 20 genes interactuando con los genes candidatos
(Montgomery et al., 2014). GeneMANIA también utiliza la distribucion hipergeométrica y la
correccion de Benjamini-Hochberg (Benjamini y Hochberg, 1995) para los célculos de las
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probabilidades de enriquecimiento en términos de GO. Nuevamente el valor de significancia fue un
P valor corregido < 0.05. Las graficas de las redes y sub-redes de interaccion se construyeron
utilizando el plugin de GeneMANIA en Cytoscape v3.2.0 (Saito et al., 2012).
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4. Resultados
A. Aceptacion de recursos de oviposicion (AO)

Se realizaron seis GWAS, uno por cada recurso ofrecido como medio de oviposicion (uva,
naranja y tomate) y uno para cada una de las posibles interacciones: uva - naranja, uva - tomate y
naranja - tomate.

En total se detectaron 179 polimorfismos significativamente asociados con la variacion
fenotipica de la AO (ver Anexo de resultados, Tabla 3), de los cuales 20 exhibieron asociaciones
significativas con la variacion en el numero de huevos depositados en naranja (Fig. 1[A]), 31 en
tomate (Fig. 1[B]) y 25 en uva (Fig. 1[C]). En cuanto a las interacciones, 11 polimorfismos
resultaron significativos en los GWAS realizados para la interaccion naranja-tomate (Fig. 1[D]), 61
para uva-naranja (Fig. 1[F]) y 34 para uva-tomate (Fig. 1[E]).

Tal como esperabamos, al aplicar la correccion de Bonferroni no encontramos polimorfismos
asociados significativamente a la variacion en AO que cumplan con el criterio conservativo que
implica el valor P < 3.43 x 10" (Mackay et al., 2012, Harbison et al., 2012, Huang et al., 2014). La
correccion de Bonferroni considera a cada uno de los polimorfismos puestos a prueba como
independientes del resto de los polimorfismos, pero sabemos que a pesar de que el valor de
desequilibrio de ligamiento (DL) cae rapidamente con la distancia en las DGRP (Huang et al.,
2014) algunos polimorfismos no son independientes debido a que se encuentran en DL fisico por la
cercania topoldgica en los cromosomas o por mapear dentro de inversiones cromosdmicas o por
relaciones de parentesco entre las lineas (Mackay et al., 2012, Harbison et al., 2013, Huang et al.,
2014).
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Figura 1. Graficas Manhattan de los GWAS realizados para la AO. La primera linea punteada corresponde al P
valor de corte consenso de las DGRP de 1 x 107, La segunda linea de corte corresponde al P valor corregido por
el método de Bonferroni de 3.43 x 10®. Cada punto representa un polimorfismo puesto a prueba durante el
analisis de asociacion. Se encuentran ordenados segliin su posicion en el genoma. [A] GWAS para el recurso de
oviposicion naranja. [B] GWAS para el recurso tomate. [C] GWAS para el recurso uva. [D] GWAS para la
interaccion de recursos naranja y tomate. [E] GWAS para la interaccion uva y tomate. [F] GWAS para la
interaccion uva y naranja.

63



CAPITULO III: SECCION 1

Con respecto a la distribucion de los P valores observados con respecto a los esperados (Figura
2), encontramos en general un buen ajuste. Sin embargo, se observaron dos patrones de desvios
menores, tanto en la direccién de un exceso de valores significativos (figuras 2B y 2C) como de
déficit de valores significativos (figuras 2D, 2E y 2F).

En los analisis gendmicos de asociacion que involucran cientos de miles de pruebas estadisticas,
niveles pequeiios de sesgo distorsionan rapidamente la distribucion observada de P valores (Mackay
et al, 2012; Turner et al., 2013). Una de las posibles causas del exceso de polimorfismos
significativos podria ser la estratificacion poblacional. La hipotesis de estratificacion en el DGRP ya
ha sido puesta a prueba con anterioridad con resultados negativos (Mackay et al., 2012; Harbison et
al., 2013). Por tanto es posible descartar la estratificacion como posible explicacion de las
desviaciones observadas. Una explicacion alternativa es la falta de independencia entre los
polimorfismos significativos. La dependencia entre polimorfismos puede deberse a DL global o DL
local, debido, en este ultimo caso, al ligamiento con alguna de las inversiones cromosomicas. La
primer explicacion puede ser desestimada ya que se observo que en las DGRP el DL global decae
rapidamente con la distancia fisica, ya que basta una distancia de unos 50 pares de bases entre sitios
para que los valores de R” sean cercanos a cero (Mackay et al., 2012; Huang et al., 2014). Con
respecto a las inversiones cromosémicas, se ha reportado un total de 16 inversiones polimorficas en
el DGRP. Algunas lineas son homocigodticas para una inversion o su secuencia de genes no
invertida, en tanto que otras son polimorficas, es decir que segregan los ordenamientos invertidos y
no invertidos. El problema con las inversiones cromosdmicas es que en los segmentos
cromosomicos reordenados la recombinaciéon se ve mads o menos reducida dependiendo de la
proximidad a los puntos de rotura, lo cual puede conllevar a una mayor divergencia genética entre
el ordenamiento invertido y su secuencia homologa dentro del segmento gendomico contenido por el
reordenamiento, afectando el potencial de evolucion de los complejos génicos dentro, proximos e
interactuantes con la region en cuestion (Hasson y Eanes, 1996; Navarro et al, 2000; Gomez y
Hasson, 2003; Laayouni et al., 2003).
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Figura 2. Graficas de los C-C correspondiente a los GWAS realizado para la AO. [A] GWAS para el recurso de
oviposicion naranja. [B] GWAS para el recurso tomate. [C] GWAS para el recurso uva. [D] GWAS para la

interaccion de recursos naranja y tomate. [E] GWAS para la interaccion uva y tomate. [F] GWAS para la
interaccion uva y naranja.
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En nuestro caso, solo detectamos 3 inversiones cromosdmicas que segregan en la muestra de las
40 lineas del DGRP analizadas: In(2L)t, In(2R)NS y In(3R)Mo. A pesar de que antes de realizar los
analisis estadisticos de asociacion, los valores fenotipicos se corrigieron de manera de
independizarnos del efecto que puede tener la presencia/ausencia de inversiones cromosomicas y de
que no se observaron diferencias significativas explicables por el ligamiento con las inversiones,
pequefias desviaciones podrian contribuir a conformar el patréon de desviacion observado. Una
forma de controlar tal desviacion es depurar la base de datos de polimorfismos, quedandonos
unicamente con el polimorfismo de mayor P valor cuando tenemos varios que se encuentran en una
region reordenada por una inversion.

En el caso del déficit de polimorfismos significativos, es posible que la desviacion se deba a un
problema de falta de potencia para detectar asociaciones significativas. En nuestro caso el nimero
de lineas usadas es mucho menor que el niimero de polimorfismos puestos a prueba, por tanto la
falta de potencia para detectar asociaciones significativas es inherente a la técnica. En otras
palabras, si aumentdramos el ntimero de lineas deberiamos encontrar un mayor numero de
polimorfismos significativos. Sin embargo, nunca se podra llegar a la potencia esperada debido a
que seria necesario contar con informacion fenotipica de todos los genotipos presentes en la
poblacion natural, lo cual es practicamente imposible.

Efecto de las variantes alélicas de los polimorfismos significativos en los GWAS sobre los
valores fenotipicos de la AO

Uno de los aspectos importantes en el analisis de las bases genéticas de la variacion fenotipica es
dilucidar el efecto que los diferentes polimorfismos genéticos tienen sobre el caracter estudiado. En
este sentido, cuantificamos el efecto medio de los alelos de cada polimorfismo como la diferencia
entre la media fenotipica de las lineas portadoras de la variante minoritaria (menos frecuente en la
muestra) y la media fenotipica de las lineas portadoras del alelo mayoritario dividido dos (Figura 3).
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Figura 3. Frecuencia del Alelo Minoritario (FAM) en funcion del efecto medio del alelo
estandarizado para cada recurso ofrecido como sitio de oviposicion.

Resulta interesante destacar que un efecto medio negativo significa que las lineas portadoras del
alelo minoritario fueron menos fecundas en comparacion a las lineas portadoras del alelo
mayoritario en el recurso de oviposicion considerado. En cambio un efecto medio positivo implica
que las lineas portadoras del alelo minoritario depositaron una mayor cantidad de huevos que las
lineas con el alelo mayoritario del polimorfismo. El analisis de los resultados revel6 que el 57% de
los polimorfismos exhibié efecto negativo, es decir, que los polimorfismos significativos estarian
provocando una disminucion de la fecundidad en el recurso ofrecido como medio de oviposicion en
consideracion. En la Tabla 1 se muestra la distribucion de los efectos medios para cada recurso
ofrecido. Como se puede observar hay heterogeneidad en el nimero de polimorfismos con efectos
positivo y negativo para los recursos uva y naranja, pero para el tomate encontramos que la
diferencia entre los efectos negativo y positivo es de mas de un 30% a favor de los primeros. Sin
embargo, este diferencia no resulto significativa (x*, = 3.84, p > 0.05). Por tanto, podemos concluir
que el patron de distribucion de los efectos positivos y negativos no exhibid desviaciones
significativas a lo esperado por el azar.
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Tabla 1. Distribucion de los efectos medios de los alelos de los polimorfismos asociados con la
AO entre los distintos recursos ofrecidos. En paréntesis se dan los porcentajes.

RECURSO EFECTO POSITIVO EFECTO NEGATIVO

Uva 12 (48%) 13 (52%)
Naranja 10 (50%) 10 (50%)
Tomate 10 (32%) 21 (68%)

Clasificacion de los polimorfismos

A continuacion clasificaremos los polimorfismos asociados significativamente a la variacion en
la AO segun su clase genomica (Figura 4). El analisis conjunto de los resultados obtenidos en los
experimentos con los tres tipos de recursos permite observar que el 67% de los polimorfismos
ocurren en regiones cromosomicas que se transcriben. De estos el 47% estan en regiones intronicas
y el 16% en exones, de los cuales el 12% resulta en cambios sinéonimos y el 4% en cambios no
sinébnimos. Los restantes polimorfismos (33%) ocurren en las regiones no traducidas de los genes y
solo el 14% se localiza en zonas consideradas intergénicas que se sitian a mas de 1000 pares de
bases de algun gen descripto.
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Figura 4. Porcentaje de clases gendmicas para los polimorfismos significativos en los GWAS
realizados para la AO.

Estas tendencias se repiten al analizar los resultados de los GWAS obtenidos para cada recurso
por separado (Tabla 2). En todos los casos los polimorfismos asociados a la AO mas abundantes
son los que ocurren en regiones que se transcriben, seguidos por los que se localizan en regiones
intergénicas. Dentro de los primeros la mayoria de los polimorfismos se detectan en intrones, en
tanto que los menos frecuentes son los que provocan cambios no sinénimos. En este sentido, es
interesante mencionar que la distribucion de los polimorfismos entre las clases genomicas
reconocidas es similar a la reportada en estudios de otros caracteres fenotipicos (Mackay et al.,
2012; Huang et al., 2014).
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Tabla 2. Distribucién de porcentajes de frecuencia de los polimorfismos asociados a la
variacion en la AO en cada una de las clases gendémicas para cada GWAS. UVA-NAR
corresponde a la interaccién uva-naranja, UVA-TOM a la de uva-tomate y NAR-TOM a la de
naranja—tomate.

Gixomica NAR TOM WA qon  nap  tom TOTAL
Intergénico 18% 17.5 % 6% 15% 14% 17 14%
Intron 50% 25% 38% 23% 57% 61% 46%
Sinénimo 18% 10% 29% 8% 4% 8% 12%
No sinénimo - 5% - - 7% 3% 4%
codij\"l]zante ) L ) i 1.3% i 1%
Rio Arriba 0% 20% 24% 8% 4% 8% 11%
Rio Abajo 14% 12.5 % 3% 8% 10% - 8%
3"UTR - 2.5% - 23% 1.3% - 2%
5"UTR - 2.5% - 15% 1.3% 3% 2%
TOTAL 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%

Genes candidatos

A continuacion se construyo la lista de genes candidatos asociados a la arquitectura genética de
la AO. En la construccion de la lista, consideramos los polimorfismos significativos de todas las
clases genodmicas con excepcion de los polimorfismos intergénicos que se encuentran a mas de 1000
pares de bases de alglin gen descripto. En los casos en que los polimorfismos ocurren en dos genes
al mismo tiempo (casos en los que la secuencia de gen se encuentra superpuesta con la de otro gen),

se consideran los dos genes como candidatos.

La Tabla 3 muestra la lista final de 107 genes candidatos, de los cuales 15 estan asociados a la
variacion en la AO por uva, 13 por naranja, 24 por tomate, 10 con la interaccion uva-tomate, 37 con

la interaccion uva-naranja y, finalmente, 8 con la interaccion tomate-naranja.
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Tabla 3. Lista de genes candidatos a participar de la arquitectura genética de la AO cuando se
le ofrece como sustratos de oviposicion a la uva, naranja y tomate. ID corresponde al numero de
identificacion del gen en la base de datos Flybase. Nombre (simbolo) se refiere al nombre y
simbolo, si corresponde, con el cual se conoce al gen. Ubicacion Citologica corresponde a la
banda citoldégica donde se encuentra el gen.

NARANJA

ID NOMBRE (SIMBOLO) C[i}lg‘i)clj& OC é?CN A
FBgn0000163 Bazooka (baz) 15F1-15F1
FBgn0015766 Msr-110 (Msr-110) 64D3-64D3
FBgn0020930 Diacyl glycerol kinase & (Dgke) 49C2-49C2
FBgn0031725 Dpr-interacting protein (DIP-n) 25F1-25F1
FBgn0033121 Cypbul 6U1-6U1
FBgn0038439 Cadherin 89D (Cad89D) 89B18-89B18
FBgn0053158 CG33158 72F1-73A3
FBgn0085414 defective proboscis extension response 12 (dpri2) 42A1-42A1
FBgn0086904 Nascent polypeptide assocza(t]\e}glcc(;mplex protein alpha subunit 39C2-49C3
FBgn0259998 CG17571 38C3-38C3
FBgn0263257 Cyclic nucleotide-gated ion channel-like (cngl) 13C1-13Cl1
FBgn0263873 sickie (sick) 38A8-38A8
FBgn0264818 CR44026 15F1-15F1

TOMATE

ID NOMBRE (SIMBOLO) C[ﬁ;“{)CIj& OC (I;?g A
FBgn0000546 ecdysone receptor (EcR) 42A9-42A12
FBgn0003748 trehalase (Treh) 57B16-57B19
FBgn0003920 small nuclear RNA U2 at 14B (snRNA:U2:14B) 14B6-14B6
FBgn0003933 small nuclear RNA U5 at 14B (snRNA:US5:14B) 14B6-14B6
FBgn0004910 ecdysone-induced protein 63F 1 (Eip63F-1) 63F6-64A1
FBgn0004911 ecdysone-induced protein 63F 2 (Eip63F-2) 63F7-64A1
FBgn0010415 Syndecan (Sdc) 57E1-57E6
FBgn0011592 frazzled (fra) 49A10-49B3
FBgn0011890 transfer RNA:lys2:42Ad (tRNA:K2:42Ad) 42A12-42A12
FBgn0021953 fatty acid (long chain) transport protein (Fatp) 31F4-31F5
FBgn0028899 CG31817 35F1-35F1
FBgn0030418 CG4004 11B14-11B14
FBgn0031585 CG2955 24D6-24D6
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FBgn0032262 CG7384 31F4-31F4
FBgn0033312 CG8642 44D4-44D4
FBgn0033313 calcium-independent receptor for o-latrotoxin (Cirl) 44D4-44D5
FBgn0035475 CG10866 64A1-64A1
FBgn0045862 barentsz (btz) 98B1-98B2
FBgn0050316 transfer RNA:CR30316 (tRNA:CR30316) 42A12-42A12
FBgn0051641 stathmin (stai) 26B5-26B7
FBgn0052600 defective proboscis extension response 8 (dpr8) 12E8-12E10
FBgn0086346 ALG-2 interacting protein X (ALiX) 98B1-98B1
FBgn0261698 CG42732 47A1-47A7
FBgn0261963 midline (mid) 25E2-25E2
UVA
ID NOMBRE (SIMBOLO) C[E{)Cf OC (I;?g A
FBgn0003475 spire (spir) 38C5-38C5
FBgn0027553 NELF-B (NELF-B) 7B7-1B7
FBgn0028879 CG15270 35C1-35C2
FBgn0029957 CGI2155 7B7-7B7
FBgn0031745 rau 26A1-26A1
FBgn0031885 menin 1 (Mnnl) 27D7-27D7
FBgn0031894 CG4496 27E4-27E4
FBgn0032066 lysosomal a-mannosidase I1I (LManlII) 29F1-29F1
FBgn0034807 CG9897 59C1-59Cl1
FBgn0035612 CG10625 64D3-64D3
FBgn0050158 CG30158 42D6-42E1
FBgn0261706 CR42742 59C1-59C1
FBgn0261801 CG42747 65B3-65B3
FBgn0263581 CR43606 38C5-38C5
FBgn0264001 bruno-3 (bru-3) 70C1-70C2
INTERACCION NARANJA - UVA
ID NOMBRE (SIMBOLO) Cligz)cl? OC (I;?g A
FBgn0000479 dunce (dnc) 3C9-3D1
FBgn0000633 faint sausage (fas) 50B6-50C3
FBgn0004374 nebbish (neb) 38B3-38B5
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FBgn0013733
FBgn0013810
FBgn0013995
FBgn0020245
FBgn0021768
FBgn0027655
FBgn0028527
FBgn0029826
FBgn0029961
FBgn0030758
FBgn0030913
FBgn0031530
FBgn0031865
FBgn0031866
FBgn0032647
FBgn0032648
FBgn0033648
FBgn0033649
FBgn0033864
FBgn0036665
FBgn0037766
FBgn0038745
FBgn0038746
FBgn0038930
FBgn0038956
FBgn0042135
FBgn0052755
FBgn0053471
FBgn0053489
FBgn0259998
FBgn0260943
FBgn0261625
FBgn0263048
FBgn0263416
FBgn0263773
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short stop (shot)
dynein heavy chain at 36C (dhc36C)
Na/Ca-exchange protein (calx)
tout-velu (ttv)
nudC

huntingtin (htt)
CG18507
CG6041

ionotropic receptor 7a (Ir7a)
canA-14F (CanA-14F)

CG6123

polypeptide GalNAc transferase 2 (pgant2)

Na'/H" hydrogen antiporter 1 (Nhal)
nlg (neuroligin)
CGl15143
CGl5144
ionotropic receptor 48b (Ir48b)
pyramus (pyr)
CG18368
CG13024
tipE homolog 1 (Tehl)
CG4538
surfeit 6 (Surf6)
CG5778
CG5379
CG18812
CG32755
ionotropic receptor 48a (Ir48a)
CG33489
CG17571
RNA-binding protein 6 (Rbp6)
CG42708
CG43343
CG43462
fledgling of Kip38B (fok)

50C6-50C9
36C10-36C10
93A4-93B3
51B1-51Bl1
73D1-73D1
98E2-98E2
34C6-34C6
5C10-5C10
7B8-7B8
14E3-14F1
17A5-17A6
23F1-23F1
27C1-27Cl1
27C3-27C4
36C10-36C10
36C10-36C11
48C2-48C2
48C2-48C2
50C1-50C1
73D1-73D1
85E10-85E13
92B6-92B6
92B6-92B6
94A2-94A2
94A11-94A11
43E12-43E13
5C10-5C10
48C2-48C2
68C13-68C13
38C3-38C3
7T3E5-74A1
49B12-49B12
94A6-94A11
85A1-85A2
38B4-38B4
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INTERACCION NARANJA - TOMATE

ID NOMBRE (SIMBOLO) C[i}[;‘i)clj& OC (E,?CN A
FBgn0000114 arrest (aret) 33D3-33D5
FBgn0014427 CG11899 99A1-99A1
FBgn0015541 slamdance (sda) 97D7-97D9
FBgn0016081 furry (fry) 67C3-67C4
FBgn0030418 CG4004 11B14-11B14
FBgn0036020 CG8336 67C2-67C3
FBgn0039776 prolyl-4-hydroxylase-alpha EFB (PH4alphaEFB) 99F6-99F6
FBgn0264324 sponge (spg) 98E6-99A6
FBgn0265274 innexin 3 (Inx3) 98E6-98F1

INTERACCION UVA - TOMATE

ID NOMBRE (SIMBOLO) CIE{)CI? OC (I;?g A
FBgn0003435 smooth (sm) 56D15-56E1
FBgn0028327 lethal (1) G0320 (I(1)G0320) 8E7-8E7
FBgn0028899 CG31817 35F1-35F1
FBgn0030286 CGl657 10B3-10B3
FBgn0032839 CG10659 38B1-38Bl1
FBgn0032880 CG9318 38E4-38ES5
FBgn0033403 CG13739 45C6-45D1
FBgn0033405 CG13954 45D1-45D1
FBgn0085410 Trissin receptor (TrissinR) 25F5-26A1
FBgn0262446 mir-137 stem loop (mir-137) 52E1-52E1
FBgn0262743 female sterile (2) Ketel (Fs(2)Ket) 38ES-38E6

Analisis ontolégico — funcional

Los genes candidatos fueron distribuidos entre los distintos términos de ontologia génica
correspondientes a las categorias Proceso Bioldgico (PB), Funcion Molecular (FM) y Componente
Celular (CC) de acuerdo con sus anotaciones. El nimero de genes candidatos incluidos en los
analisis de enriquecimiento funcional fue 13 en los experimentos usando naranja como recurso de
oviposicion, 15 en uva, 24 en tomate y 55 en las interacciones entre recursos.

No encontramos enriquecimiento en términos de GO en ninguna de las categorias para las listas
de genes candidatos asociadas a la oviposiciéon en naranja y uva, ni para los genes asociados a las
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interacciones. En cambio, si encontramos enriquecimiento en los genes candidatos asociados a la
aceptacion del tomate como recurso de oviposicion. En este caso los términos de GO significativos
fueron GO:0060089 (P valor corregido por Benjamini-Hochberg 3.58 x 10%) y GO:0004872 (P
valor corregido por Benjamini-Hochberg 1.27 x 10*%) correspondientes a la categoria FM. El
primero es un término de nivel general que tiene que ver con la actividad molecular de
transduccion, es decir, todas las funciones moleculares que aceptan moléculas con una forma
determinada y devuelven la molécula con una forma distinta respecto de la original. El segundo
término es mas especifico, término hijo de GO:0060089, y tiene que ver con la actividad de
recepcion molecular. Segin la definicion, se refiere al inicio de una actividad celular a causa de
combinacion/union de una estructura celular con una molécula proveniente del espacio extra o
intracelular. Los genes asociados con estos términos son: Calcium-independent receptor for a-
latrotoxin (cirl), Ecdysone receptor (EcR), frazzled (fra), Syndecan (sdc) y ALG-2 interacting
protein X (aliX).

Cirl se defini6 como gen candidato debido al efecto significativo del SNP 2R:4502553 que ocurre
en la region UTR 5 del gen. Se han descripto 8 transcriptos y 8 polipéptidos de Cirl. Tal como su
nombre lo indica codifica para el receptor neuronal calcio independiente de o-latrotoxina y esta
implicado en la regulacion de la secrecion de neurotransmisores (Krasnopevoc et al., 2002).

EcR es un gen con 6 transcriptos que codifica para el receptor de la hormona esteroidea
ecdisoma (Ecd). Se definié como gen candidato por el SNP 2R:2015111 localizado en un intrén.
Esta hormona junto a la hormona juvenil (JH) controlan la formacion y desarrollo del huevo
durante la ovogénesis, especificamente a través de funciones regulatorias durante la vitologénesis
(Postlethwait y Handler, 1979; Jowett y Postlethwaite, 1980).

Del gen fra se han descripto 3 transcriptos y 3 polipéptidos. Se definié como gen candidato por
el SNP intronico 2R:8446682. Este gen codifica proteinas transmembrana con dominios del tipo
inmunoglobulinicos C2, los cuales estan relacionados con las interacciones proteina - proteina y
ligando - proteina. Con respecto a sus funciones se ha postulado que fra es un receptor necesario en
el establecimiento de las proyecciones axonicas retinales en el sistema visual de D. melanogaster
(Gong et al., 1999) ya que junto con netrin-1, otro gen que codifica proteinas transmembrana,
actuan dirigiendo las extensiones axdnicas de ciertas neuronas motoras hacia las fibras retinales.

El gen Sdc se definié como gen candidato por el efecto del SNP intrénico 2R:17307040. De este
gen se conocen 8 transcriptos y 8 polipéptidos. Johnson et al. (2006) propusieron que Sdc junto con
Dallylike (dlp) son necesarios para el control de distintos aspectos de la sinapsis. Seglin los autores
Sdc promueve el crecimiento de las terminales pre-sindpticas mientras que dip regula la forma y
funcion de las terminales.

Finalmente aliX es un gen con un transcripto y un polipéptido descrito. Se definié como gen
candidato por el SNP 3R:23526606. En este caso el polimorfismo que afecta significativamente la
oviposicion en tomate no ocurre en la zona del gen que se transcribe sino rio arriba, a 774 pares de
bases del sitio de inicio de transcripcion. a/iX es una proteina citosolica que parece estar relacionada
con la fertilidad en D. melanogaster (Steen, 2013). Hembras mutantes de Drosophila para alix
mostraron un nimero anormal de células germinales y de los puentes intercelulares que existen
entre ellas (canales anillos). Mas especificamente en moscas mutantes se observo que la abscision
de las células hijas durante la primera division celular es defectuosa, lo cual lleva a anomalias en el
numero final de células germinales con las sucesivas divisiones.
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Con el fin de comprender como los genes asociados a la variacion en la AO de los recursos
ofrecidos se relacionan entre si, y, poder generar hipétesis acerca de los caminos o pathways
biolégicos que representan estas redes de interaccion, utilizamos el algoritmo GeneMANIA. Los
andlisis revelaron que los genes candidatos asociados a la variacion de la AO constituyen una red de
interaccion génica definida en base a interacciones de co-expresion, interacciones predichas en base
a la secuencia de los genes, interacciones genéticas, interacciones de co-localizacion e interacciones
fisicas (Figura 5 [A]). La co-expresion se refiere a genes que se expresan en un mismo periodo de
tiempo, mientras que la co-localizacion se refiere a genes que se expresan en el mismo tejido y/u
organo. Por interacciones genéticas nos referimos a casos en los que dos genes estan
funcionalmente asociados, ya que al perturbar un gen se altera la funcién del otro. Finalmente, la
interaccion fisica hace referencia a que existe evidencia de interaccidon proteina-proteina entre los
productos génicos de dos genes. Para los genes CG8642, midline (mid), CG42708 y bruno-3 (bru-3)
no se definieron interacciones de ninglin tipo. A modo de conclusion, este analisis nos aporta
evidencia de que los genes asociados a la variacion de la AO se encuentran relacionados entre si a
través de distintas vias de interaccion, ademas de la evidencia aportada por los andlisis de GWAS.

Un andlisis detallado de la red de interaccion nos permitid detectar dos sub-redes de
interacciones génicas enriquecidas en términos de GO vinculados con la fecundidad y el desarrollo
del sistema nervioso (Tabla 4 y Figura 5 [B y C]). En relacién con la primera, los términos
significativos son: desarrollo del ovocito (GO: 0048599), desarrollo de células germinales
(G0O:0007281), formacion del ovocito (GO:0007308), formacion del eje del ovocito (GO:0007309),
formacion del eje antero/posterior del ovocito (GO:0007314) y Diferenciacion del ovocito
(GO:0009994). En el caso de la segunda algunos de los términos son: regulacion de la neurogénesis
(GO:0050767), regulacion del desarrollo del Sistema nerviosos central (GO:0051960), regulacion
de la organizacion de las proyecciones celulares (GO:0031344).

Finalmente, es interesante destacar que no encontramos enriquecimiento en caminos metabolicos
(Kegg pathway, por la sigla en inglés de Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) en la lista de
genes candidatos. En este sentido debemos tener en cuenta que el numero de genes de Drosophila
con anotaciones en caminos metabdlicos es muy bajo por lo cual es esperable no encontrar
enriquecimiento significativo en estos analisis (Kanehisa et al., 2014).
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Tabla 4. Lista de términos de GO significativos para la red de interacciones genéticas. P*
corresponde al valor de probabilidad luego de la correccidbn por pruebas multiples de
Benjamini-Hochberg. N° de genes red se refiere al numero de genes asociado a ese término de
GO en la red de interacciones y N° de genes genoma es el nimero total de genes asociados a
ese término de GO a lo largo del genoma.

GO pr N° DE N° DE GENES
GENES RED GENOMA
Desarrollo del ovocito 8.54x 10" 10 126
Desarrollo de células germinales 9.91x10™ 13 269
Organizacion citoplasmdtica 991 x 10" 7 58
Localizacion asimétrica de proteinas 1.14x 10 6 38
Determinacion .maternal de.l 'eje 224 x 10 7 71
antero/posterior del embrion
Maduracién celular 2.24x 10 9 136
Regulacion de la localizacion del 03
mARN intracelular 2.24x 10 7 7
Regulacion del desarrollo celular 224x 10" 10 173
Regulacion de la diferenciacion 204 x 10 12 254
celular
Diferenciacion del ovocito 224x 107 9 135
Formacion del eje ar?tero/posterior 224 x 10 7 68
del ovocito
Formacion eje ovocito 2.51x107 8 104
Formacion ovocito 2.73x 107 8 108
Regulacion de l.a organizacion de las 350 x 10 7 80
proyecciones celulares
Regulacion del.desarrollo del Sistema 432 x 10 10 195
nerviosos central
Regulacion de la neurogénesis 7.65x 107 8 127
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Figura 5. [A] Esquema de la red de interaccion génica. Las lineas violetas representan las
interacciones de co-expresion, las lineas naranjas las de interacciones predichas en base a la
secuencia, las lineas verdes son las interacciones genéticas, las lineas azules corresponden a las
interacciones de co-localizacion y las lineas rosas a las interacciones fisicas. [B] sub red de
interaccion génica enriquecida en términos de GO asociados a la fecundidad. [C] sub red de
interaccion génica enriquecida en términos de GO asociados al desarrollo del sistema nervioso.
En negro se representan los gene candidatos y en gris los genes que interactuan con los genes
candidatos pero no resultaron significativos en los andlisis de asociacion.

Superposicion de polimorfismos y genes candidatos entre ensayos de AO en distintos recursos

Si recordamos los resultados de los analisis de correlaciones genéticas entre la aceptacion de
recursos tomados de a pares (ver seccion 2.4.1), es esperable encontrar cierto grado de solapamiento
entre las arquitecturas genéticas subyacentes a la AO por los distintos recursos. A fin de corroborar
esta hipotesis ad hoc compararos los listados de polimorfismos y genes candidatos involucrados en
la variacion fenotipica en cada uno de los recursos de oviposicion. Los resultados de estas pruebas
fueron negativos, es decir, no se detectaron polimorfismos o genes candidatos compartidos entre los
listados obtenidos con los GWAS entre pares de recursos. Esto sugiere que la arquitectura genética
de las AOs seria especifica del recurso que se ofrece como medio de oviposicion. Sin embargo,
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debe tenerse en consideracion que las listas de genes incluyen solo aquellos que contienen
polimorfismos que segun los andlisis de asociacion estan involucrados en la variacion fenotipica del
caracter. Esto implica que no estamos considerando los genes que no afectan la variacion fenotipica
pero que si estdn involucrados en la manifestacion del caracter y que podrian explicar las débiles
correlaciones observadas.
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B. Preferencia de oviposicion (PO)

Para el analisis de los resultados de la PO realizamos 3 GWAS, uno para cada combinacion de
recursos ofrecida como sitios de oviposicion, uva - naranja (UN) y uva - tomate (UT) y el restante
para la interaccion entre las dos combinaciones de recursos.

Del total de 149 polimorfismos significativamente asociados con la variacion fenotipica de la PO
(ver Anexo de resultados, tabla 4) 65 resultaron significativos para la combinacion de recursos UN
(Fig. 6 [A]), 13 para UT (Fig. 6 [B]) y los restantes 71 para la interaccion entre las combinaciones
de recursos (Fig. 6 [C]). Recordemos que en todos los casos se consideraron solo los polimorfismos
con valor de P < 1 x 10 que contempla una FDR del 10% (Huang et al., 2014). Cuando aplicamos
la correccion de Bonferroni, encontramos P valores menores a 3.43 x 10 solamente para el SNPs
3R _4800216 (figura 6 [C]).
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Figura 6. Graficas Manhattan de los GWAS realizados para la PO. La primera linea punteada corresponde al P
valor de corte consenso de las DGRP de 1 x 10”. La segunda linea de corte corresponde al P valor corregido por el
método de Bonferroni de 3.43 x 10°. Cada punto representa un polimorfismo puesto a prueba durante el analisis
de asociacion. Se encuentran ordenados segiin su posicion en el genoma. [A] GWAS para la combinaciéon de
recursos UN. [B] GWAS para UT. [C] GWAS para la interaccion en las combinaciones UN y UT.
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Los graficos C-C (figuras 7) muestran un buen ajuste entre las distribuciones de P valores
observados y esperados. Por tanto, al igual que en los analisis de la AO, podemos considerar
que las desviaciones observadas se encuentran dentro de los rangos normales esperados en este
tipo de pruebas estadisticas (Mackay et al., 2012; Huang et al., 2014). No obstante, en los casos
que indican un exceso de P valores significativos (figura 7 [A] y figura 7 [C]) cabria esperar un
enriquecimiento en falsos positivos, mientras que en los casos de deficiencia de P valores
significativos (figura 7 [B]), la subestimacion de asociaciones significativas podria deberse a la
falta de potencia de la prueba.
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Figura 7. Graficas de los C-C correspondiente a los GWAS realizado para la PO. [A] GWAS para la combinacion
de recursos UN. [B] GWAS para UT. [C] GWAS para la interaccion en las combinaciones UN y UT.
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Efecto de los alelos de los polimorfismos sobre los valores fenotipicos de la PO

Con el fin de visualizar graficamente el efecto de los distintos polimorfismos sobre el caracter
estudiado, representamos la frecuencia del alelo minoritario (FAM) en funciéon de su efecto medio
para cada polimorfismo significativo en los GWAS para las dos combinaciones de recursos. El
efecto medio se calculd6 como la diferencia entre las medias fenotipicas del IP de las lineas
portadoras del alelo minoritario y del alelo mayoritario. Asi un valor negativo del efecto medio
indica que el IP de las lineas portadoras del alelo mayoritario es mayor que el de las lineas
portadoras del alelo minoritario, mientras que si el efecto medio es positivo, el IP de las lineas
portadoras de los alelos mayoritarios es mayor que el de las portadoras del minoritario. En este
punto es necesario recordar que cuando el IP es positivo, el recurso de oviposicion preferido es la
uva, mientras que cuando es negativo la preferencia es mayor por el recurso alternativo. Entonces,
un efecto medio positivo indica que las lineas portadoras del alelo minoritario tienen preferencia por
la uva, mientras que un efecto medio negativo indica preferencias por el recurso alternativo.
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Figura 8. Frecuencia del Alelo Minoritario (FAM) en funcion del efecto medio del
alelo minoritario estandarizado para la PO.

Encontramos alelos minoritarios con efecto medio negativo para 68 polimorfismos y solo 11 con
efecto medio positivo. En la Tabla 5 se detalla la distribucion de los efectos medios para las
distintas combinaciones de recursos. Se observa que para la combinacion UT, el porcentaje de
alelos minoritarios con efecto positivo es aproximadamente igual que los de efecto medio negativo.
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En cambio, para la combinacion de recursos UN encontramos que el 95% de los alelos minoritarios
presentan un efecto medio negativo. El andlisis estadistico reveld que estas diferencias son
significativas (x*; = 25.64, P <0.05). Por tanto, podemos concluir que las lineas portadoras de los
alelos minoritarios de los polimorfismos asociados a la PO exhibieron, en promedio, mayor
preferencia por naranja mientras que las portadoras de los alelos mayoritarios prefirieron uva.

Tabla 5. Distribucion de los efectos medios de los alelos sobre los fenotipos de los
polimorfismos asociados con la PO para las distintas combinaciones de recursos
ofrecidas. En paréntesis se dan los porcentajes.

COMBINACION DE RECURSOS  EFECTO POSITIVO  EFECTO NEGATIVO

UN 3 (4.6%) 62 (95.4%)
ur 8 (57%) 6 (43%)

Clasificacion de polimorfismos

En la figura 9 se representa en forma grafica la distribucion de los polimorfismos en las clases
gendmicas tomando los resultados de todos los 3 GWAS en conjunto. EI 50 % de los polimorfismos
ocurren en regiones genoémicas que se transcriben, de los cuales el 36% en intrones mientras que el
restante 14% en exones. De estos ultimos solamente el 4% produce cambios no sinénimos en las
proteinas que codifican. El 50% restante se distribuye entre regiones intergénicas, en regiones rio
arriba o rio abajo de un gen conocido y en las regiones UTR.
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Figura 9. Porcentaje de clases genomicas para los polimorfismos
significativos en los GWAS realizados para la PO.

También, analizamos el patron de distribucion de los polimorfismos significativos entre las
clases genomicas para cada GWAS (Tabla 6). Para UN encontramos que la mayoria de los
polimorfismos ocurren en intrones, seguido por las clases rio arriba y rio abajo del gen
correspondiente. El porcentaje de polimorfismos en zonas codificantes y que provocan un cambio
de aminoacido es de solo el 2%. En el caso de la combinacion UT, nuevamente el mayor porcentaje
de polimorfismos ocurre en intrones, seguido de los polimorfismos en zonas que se transcriben
provocando un cambio sinénimo en el codon (14%). Debemos destacar que el porcentaje de
cambios no sinénimos para este GWAS fue 8%, que representa una proporcion considerable del
total. Para los polimorfismos asociados a la interaccion de recursos el mayor porcentaje se da en las
clases intronicas e intergénicas, con solo un 1% provocando cambios no sinénimos.
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Tabla 6. Distribucion de porcentajes de frecuencia de los polimorfismos asociados a la variacion
en la PO en cada una de las clases gendémicas para cada GWAS. UN corresponde a la
combinacioén uva - naranja, UT a la combinacion uva - tomate y UN-UT a la interaccion de las
combinaciones UN-UT.

CLASE GENOMICA UN UT UN-UT TOTAL
Intergénico 9% 8% 32% 18%
Intron 29% 54% 42% 36%
Sinonimo 7% 14% 12% 9%
No sinénimo 8% 8% 1% 5%
No codificante 2% - - 1%
Rio Arriba 18% - 4% 11%
Rio Abajo 26% - 5% 17%
3"UTR 1% 8% 4% 2.5%
5"UTR - 8% - 0.5 %
TOTAL 100% 100% 100% 100%

Genes Candidatos

A continuacién, se presenta la lista de genes candidatos a participar de la arquitectura genética
de la PO (Tabla 7) utilizando los mismos criterios que delineamos para la AO. De los 81 genes
candidatos resultantes de nuestros analisis, 11 estan asociados a la variacion en la PO cuando la
combinacion de recursos es UT, 42 cuando la combinacion de recursos es UN y 27 a la interaccion
de combinaciones de recursos.

90



CAPITULO III: SECCION 1

Tabla 7. Lista de genes candidatos a participar de la arquitectura genética de la PO cuando
se le ofrece como sustratos de oviposicion a las combinaciones de recursos UN y UT. ID
corresponde al nimero de identificacion del gen en la base de datos Flybase. Nombre
(simbolo) se refiere al nombre y simbolo, si corresponde, con el cual se conoce al gen.
Ubicacion Citologica corresponde a la banda citologica donde se encuentra el gen.

UT

ID NOMBRE (SIMBOLO) Cligi)clf&oc(l;?CN A
FBgn0027363 Signal transducing adaptor molecule (Stam) 32B2-32B3
FBgn0028546 icarus (ics) 34C6-34C6
FBgn0030367 Cyp3llal (Cyp3llal) 11A2-11A2
FBgn0031424 Vesicular glutamate transporter (VGlut) 22E1-22E1
FBgn0031426 CG18641 22E1-22E1
FBgn0037655 CG11984 85C2-85C2
FBgn0043362 blue cheese (bchs) 26A1-26A1
FBgn0050015 (CG30015) 47C3-47C5
FBgn0053554 Nipped-A (Nipped-A) 41E1-41E3
FBgn0085420 Dpr-interacting protein 6 (DIP-0) 64D1-64D1
FBgn0263929 Javelin-like (jvl) 88D3-88E3

UN

ID NOMBRE (SIMBOLO) Cliggjlig: (I;?CN A
FBgn0003134 Protein phosphatase 1o at 964 (Pplo-96A4) 96A5-96A5
FBgn0004426 Lysozyme C (LysC) 61F3-61F3
FBgn0004427 Lysozyme D (LysD) 61F3-61F3
FBgn0004797 midway (mdy) 36B1-36B2
FBgn0011569 cannonball (can) 67D12-67D12
FBgn0026439 Excitatory amino acid transporter 1 (Eaatl) 30A8-30A8
FBgn0031150 bves 19E7-19E8
FBgn0031746 CGY029 26A1-26A1
FBgn0032068 Lysosomal o-mannosidase V (LManV) 29F1-29F1
FBgn0032609 CGI13280 36B1-36B1
FBgn0032614 CG13284 36B2-36B2
FBgn0032615 CG6012 36B2-36B2
FBgn0032819 CG10463 38A2-38A2
FBgn0032820 fructose-1,6-bisphosphatase (fbp) 38A2-38A3
FBgn0033236 CG14764 43F4-43F7
FBgn0033238 ahuizotl (azot) 43F6-43F6
FBgn0033327 PGRP-SC1b (PGRP-SC1b) 44E2-44E2
FBgn0033668 Expansion (exp) CG13188 48D3-48D5
FBgn0035656 CG10479 65A1-65A2
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FBgn0036287 CG10663 69C2-69C2
FBgn0036454 CG17839 70F7-71A1
FBgn0036789 Allatostatin C receptor 2 (AstC-R2) 75D1-75D1
FBgn0037698 CG16779 85D17-85D18
FBgn0039117 twister (tst) 95B1-95B1
FBgn0039118 CG10208 95B1-95B1
FBgn0039202 CGl13622 96A5-96A5
FBgn0039758 CGY9737 99E3-99E3
FBgn0039759 CGY733 99E3-99E3
FBgn0040261 Ugt36Bb 36B1-36B1
FBgn0047133 Sarcolamban A (SclA) 36B2-36B2
FBgn0051809 CG31809 36B2-36B2
FBgn0051810 CG31810 36B2-36B2
FBgn0053725 CG33725 69C2-69C2
FBgn0086673 CG13272 36B1-36B1
FBgn0259959 Seminal fluid protein 26Ac (Sfp26Ac) 26A1-26A1
FBgn0261565 Limpet (Lmpt) 73D5-73D6
FBgn0262580 CG43120 70D6-70D6
FBgn0262733 Src oncogene at 64B (Src64B) 64B11-64B12
FBgn0262814 CG43185 26A1-26A1
FBgn0264272 multiple wing hairs (mwh) 61F4-61F4
FBgn0264440 CR43858 36B2-36B2
FBgn0264695 Myosin heavy chain (Mhc) 36A8-36B2
INTERACCION UN - UT

ID NOMBRE (SIMBOLO) C‘i]];,i)cf OC (I;?g A
FBgn0004870 bric a brac 1 (babl) 61E2-61F1
FBgn0023407 B4 34C3-34C4
FBgn0025777 homer 27A1-27A1
FBgn0026059 Mpyosin heavy chain-like (Mhcl) 89B2-89B3
FBgn0027084 Lysyl-tRNA synthetase (Aats-lys) 8F1-8F1
FBgn0031322 CG5001 21F2-21F2
FBgn0031725 Dpr-interacting protein n (DIP-1) 25F1-25F1
FBgn0032629 beat-Illc (beat-1llc) 36C2-36C4
FBgn0034817 Arginine methyltransferase 7 (Art7) 59C3-59C3
FBgn0035539 slowdown (slow) 64B3-64B4
FBgn0035558 CG11357 64B9-64B9
FBgn0037645 CG11966 85B8-85B9
FBgn0052423 alan shepard (shep) 64C8-64Cl11
FBgn0052683 CG32683 9C1-9C4
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FBgn0085424 nubbin (nub) 33F1-33F1
FBgn0259176 bunched (bun) 33E5-33E9
FBgn0259735 CG42389 36A7-36A9
FBgn0260003 Dystrophin (Dys) 92A5-92A10
FBgn0261683 CG42730 26B7-26B8
FBgn0261697 tectonic (tectonic) 26B7-26B8
FBgn0262614 polychaetoid (pyd) 85B3-85B7
FBgn0262975 cap-n-collar (cnc) 94E4-94E7
FBgn0263707 CG43659 59C3-59C3
FBgn0264443 CG43861 38A8-38B1
FBgn0264475 CR43883 61D2-61D2
FBgn0264675 CR43960 11A2-11A4
FBgn0264691 Lst8 8F1-8F1

Analisis ontolégico — funcional

Se analiz6 la distribucion de los genes candidatos (11 para UT, 42 para UN y 27 para la
interaccion) entre los distintos términos de GO correspondientes a las categorias Proceso
bioldgico (PB), Funciéon molecular (FM) y Componente celular (CC) de acuerdo con sus
anotaciones.

En el caso de la lista asociada a la combinaciéon de recursos UT encontramos
enriquecimiento en términos de GO para las categorias de PB y CC. Para la categoria PB
encontramos enriquecimiento para el termino GO: 0023052 (P valor corregido por Benjamini-
Hochberg 2,2 x 10™%). Este término pertenece a un nivel general, y esta relacionado con los
procesos de sefializacion, es decir, todos procesos en los cuales se trasmite informacion dentro
de un sistema biologico. Los procesos de sefalizacion empiezan con una sefial activa y terminan
cuando se produce la respuesta celular. Los genes involucrados son icarus (ics), blue cheese
(bchs), Nipped-A (Nipped-A), Signal transducing adaptor molecule (Stam) y Vesicular
glutamate transporter (VGlut).

Con respecto a la categoria CC encontramos enriquecimiento para dos términos
emparentados: GO:0045202 (P valor corregido por Benjamini-Hochberg 1.5 x 10) y el
termino hijo GO:0044456 (P valor corregido por Benjamini-Hochberg 1.84 x 10%). El primer
término hace referencia a todos los procesos sinapticos, mientras que el segundo, se relaciona
con los distintos componentes de los procesos sinapticos. Los genes asociados a ambos
términos son bchs y VGlut.

bchs es un gen para el cual se ha descripto un transcripto con un solo polipéptido..
Resulto significativo en el GWAS para la combinacion UT por el SNP sindénimo localizado en
21.:5918357. Este gen ha sido relacionado con la degeneracion neuronal. Finley et a/ (2003)
encontraron que moscas mutantes para bchs experimentan procesos neurodegenerativos debido
a la acumulacion de ubiquitina en sus neuronas.

VGlut se definié como gen candidato por el SNP 212409741, que ocurre en la region 3’
UTR. Para este gen se han definido 3 transcriptos y 3 polipéptidos. Sus productos génicos se
han definido como neurotransmisores responsables de empaquetar el glutamato en las vesiculas
sinapticas. Se han encontrado ejemplos, de que la sobreexpresion de VGlut produce un aumento
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en el tamafio de las vesiculas sinapticas, lo cual desencadena procesos neurodegenerativos
(Daniels et al., 2004)

En el caso de la lista de genes asociada a la combinacion de recursos UN, solo encontramos
enriquecimiento de GO en la categoria de FM. El término de GO significativo fue Actividad
catalitica (GO:0003824) con un P valor corregido por Benjamini-Hochberg de 1.53 x 10 .
Este término se define como la catalisis de una reaccion bioquimica a temperatura fisiologica.
Por lo general las enzimas son proteinas encargadas de llevar a cabo la reaccion, sin embargo,
los ribosomas también pueden llegar a cumplir funciéon enzimatica. Dieciocho genes son los
involucrados en este proceso (Tabla 8).

Tabla 8. Genes asociados al término de GO funcién enzimatica. ID corresponde al nimero
identificatorio de la base de datos Flybase. Funciones se refiere a los términos de GO de la
categoria PB que tiene asociado el gen.

ID SIMBOLO FUNCIONES
FBgn0004426 LysC Respuesta humoral anti-microbial; Reproduccion.
FBgn0004427 LysD Respuesta humoral anti-microbial
Regulacion apoptosis células nodrizas; Regulacion negativa del
FBgn0004797 mdy almacenamiento de lipidos; Procesos de biosintesis de
triglicéridos; ovogénesis
Py | P scry DS de i o bl peptnicnes
FBgn0032615 CG6012 Procesos metabdlicos
PB4 | CGLIISE e lacion negatva de s pralfoacion celulr
FBgn0051810 CG31810 Procesos metabdlicos de esteroides
Respuesta de defensa bacterias Gram negativas;
FBgn0003134 | Pplalpha-96A4 desfosforolizacion; Regulacion positiva de la respuesta inmune
nnata.
FBgn0040261 Ugt36Bb Procesos metabolicos
FBgn0039758 CG9737 Fagocitosis; Protedlisis;
FBgn0032820 fbp Procesos metabdlicos
FBgn0036287 CG10663 Protedlisis
FBgn0039759 CGY9733 Respuesta de defensa; Protedlisis
FBgn0032609 CG13280 -
FBgn0032819 CG10463 Procesamiento ARNt; Procesos de oxidacion- reduccion
FBgn0039117 tst Regulacion del splicing alternative del ARNm
FBgn0032068 CGY466 Procesos metabolicos de la manosa
FBgn0051809 CG31809 Procesos metabdlicos de esteroides

Para la lista de genes asociados a la interaccion entre la combinacion de recursos UN-UT no
encontramos enriquecimiento en términos de GO.

A continuacion, analizamos como se conforma la red de interaccion génica con el algoritmo
GeneMANIA. Encontramos que los genes candidatos se encuentran interactuando entre si por
medio de interacciones de co-expresion, interacciones fisicas e interacciones predichas en base a
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la secuencia de los genes (Figura 10). Para los genes CG343991, CG11966, tectonic, CG42730,
Lmpt, Sfp26Ac, CG11165, jvl, CG9737, CG436559, CG6012, CG43185, PGRP-SC1b, mwh,
LysC, AICR2, beat-1llc, LysD, CG42389, B4 y CG43120 no se pudieron definir interacciones

génicas de ningun tipo. No se encontraron subredes enriquecidas en términos de GO en este
caso.
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Figura 10. Esquema de la red de interaccion génica. Las lineas violetas representan las
interacciones de co-expresion, las lineas naranjas las de interacciones predichas en base a la
secuencia y las lineas rosas a las interacciones fisicas. En negro se representan los genes
candidatos y en gris los genes que interactuan con los genes candidatos pero no resultaron
significativos en los analisis de asociacion.

Finalmente, realizamos el analisis de enriquecimiento en caminos metabolicos (Kegg
pathways). Encontramos que la lista de genes candidatos esta enriquecida en genes involucrados
en el camino metabdlico de sintesis del Retinol (KEGG: 00830) con un P valor corregido de
0.005 (Figura 11).
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Figura 11. Esquema del camino metabdlico del Retinol. Extraido de la pagina web del
Kegg: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes.

Los genes asociados con este camino metabdlico son midway (mdy) y Ugt36Bb, los cuales
resultaron significativos en el GWAS realizado para la combinacion de recursos UN.

mdy es un gen con 4 transcriptos y 4 proteinas descriptas. Los SNPs 2L:16815760 y
2L:16815770 que ocurren rio arriba (900 y 800 pares de bases respectivamente) del codon de
iniciacion de la transcripcion son los que fueron significativos en el GWAS. Las funciones
bioldgicas asociadas a este gen son regulacion de la apoptosis de las células nodrizas; regulacion
negativa del almacenamiento de lipidos; procesos de biosintesis de triglicéridos y ovogénesis.
Las células nodrizas son importantes durante la ovogénesis, ya que estas son reservorio de los
lipidos que luego van a ser transferidos a los ovocitos para proveerles la energia necesaria para
su ulterior desarrollo (Kiihnlein, 2012).

Lo que concierne a Ugt36Bb 1o vamos a desarrollar mas adelante en la seccion 11 ya que este
es uno de los genes elegidos para realizar las pruebas de validacion funcional.

Superposicion de polimorfismos y genes candidatos entre experimentos con diferentes
combinaciones de recursos

Para finalizar, nos preguntamos al igual que para AQ, si se encuentran polimorfismos y/o
genes candidatos compartidos entre las distintas combinaciones de recursos ofrecidas. Al igual
que para la AO no encontramos ni polimorfismos ni genes compartidos, que en este caso esta en
concordancia con lo esperado en base a los resultados de los andlisis de correlaciones genéticas
que se presentaron en la Seccion Il 2.4.2. Todo pareceria indicar que las arquitecturas genéticas
de las preferencias PO estimadas en los experimentos de doble eleccion UT y UN pareceria ser
independientes.
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4. Conclusiones

En principio, los resultados de esta seccion reflejan la complejidad de la arquitectura
genética de los dos caracteres comportamentales estudiados. Tanto la AO como la PO son
caracteres complejos y por definicion se espera que su expresion se deba a la accion de muchos
genes, que interactian entre si y que tienen un cierto grado de sensibilidad ambiental. Los
GWAS revelaron 179 y 149 polimorfismos significativamente asociados con la variacion
fenotipica de la AO y la PO, respectivamente. Teniendo en cuenta solamente los polimorfismos
que ocurren en regiones codificantes del genoma identificamos 187 genes candidatos
implicados en el comportamiento de eleccion del sitio de oviposicion.

Al analizar la anotacion funcional de los genes candidatos encontramos en todos los casos,
evidencia de alguna clase de relacidon entre los genes con aspectos directa o indirectamente
relacionados con los caracteres en estudio. En el caso de la AO encontramos que la lista de
genes candidatos se encuentra enriquecida en términos de GO relacionados con la fecundidad y
con el desarrollo neuronal. Genes como EcR y aliX se encuentran involucrados en procesos
relacionados con la fecundidad. EcR es receptor de la hormona EcD la cual junto con la
hormona JH controla la formacién y desarrollo del huevo, especificamente a través de la
regulacion de la vitelogénesis (Postlethwait y Handler, 1979; Jowett y Postlethwait, 1980),
mientras que al/iX es una proteina citosolica que interviene en la regulacion del ntimero de
celular germinales (Steen, 2013). Estos resultados son importantes, ya que el adecuado
desarrollo de las células germinales, tiene implicancia directa en el desarrollo y supervivencia
larval.

Por otro lado, los genes cirl, fra y sdc participan en procesos relacionados con el desarrollo
neuronal. Cirl por ejemplo regula la secrecion de neurotransmisores (Krasnopevoc et al., 2002),
mientras que Sdc promueve el crecimiento de las terminales presinapticas (Johnson et al., 2006).
Finalmente fra, estd involucrado en el establecimiento de las proyecciones axonicas retinales
(Gong et al, 1999). El desarrollo neuronal y el establecimiento de nuevas conexiones
neuronales durante la eleccidén y aceptacion de un recurso de oviposicion es un reflejo de la
complejidad que subyace este comportamiento.

Para la PO encontramos que la lista de genes candidatos se encuentra enriquecida en
funciones del camino metabdlico del retinol. Para los insectos, el retinol o vitamina A es un
compuesto molecular importante en la formacion de los pigmentos visuales (Arikawa y
Stavenga, 2014). En la literatura es posible encontrar ejemplos de la importancia que cobran los
pigmentos visuales durante la fase de bisqueda y eleccion de los recursos en Drosophila (Paulk
et al, 2013; Lunau, 2014). El ojo compuesto de la mosca de la fruta se compone de
aproximadamente unas 800 subunidades sensibles a la luz llamadas omatidios que se disponen
espacialmente siguiendo en un patron hexagonal. Cada omatidio se compone de 8 células
fotoreceptoras y de 11 células accesorias. Las células fotoreceptoras se pueden clasificar en dos
tipos: periféricas y centrales (Ver figura 12).
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Figura 12. Ojo compuesto de Drosophila. Esquema de un omatidio. De distal a proximal se
ubican la comea y el pseudocono, las células de pigmento (1°, 2° y 3°), las quetas
mecanosensoras y las células fotoreceptoras o rabdimeros (R1-R8). ElI R7 se encuentra en
un plano mas distal que el RS8.

Las 6 células periféricas (R1 — R6) expresan un solo tipo de rodopsina (Rh1) y se encuentran
involucradas en la deteccion del movimiento y la visiéon nocturna. En cambio, las 2 células
centrales (R7 y R8) expresan mas de un tipo de rodopsina (rh3, Rh4, RhS y Rh6) y se relacionan
con la discriminacioén del color y de la vision diurna (Bate y Martinez, 1993; Lunau, 2014).

En la préxima seccion, vamos a profundizar el estudio de los genes candidatos a partir de
pruebas de validacion funcional.
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CAPITULO 1II: SECCION 2

1. Materiales y métodos

El objetivo de los experimentos que se presentan en esta seccion es aportar evidencia de la
participacion de los genes candidatos identificados en la seccion anterior en la expresion fenotipica
del comportamiento de oviposicion a través de pruebas de validacion funcional. Basicamente los
ensayos consisten en comparar el fenotipo que presentan moscas mutantes para un determinado gen
candidato con el fenotipo de moscas portadoras de una copia no mutada del gen (ver por ejemplo
Mackay et al., 2012, Jumbo - Lucioni ef al., 2012, Chow et al., 2013).

Para llevar a cabo los ensayos se utilizaron por cada gen candidato puesto a prueba dos tipos de
lineas de D. melanogaster, ambas isogénicas, es decir, homocigoticas para todos sus loci excepto
para el gen en estudio. Una de las cepas es portadora de una insercion de un elemento transponible
en el gen que se pone a prueba (linea mutante) en tanto que en la otra linea el gen candidato esta
libre de la insercion (linea control). La insercion del elemento transponible modifica la expresion y
funcionalidad del gen en el cual ocurre (Figura 6 del Anexo metodologico). Las lineas mutantes y
sus respectivos controles se obtuvieron del Bloomington Drosophila Stock Center (University of
Indiana, EEUU) y forman parte del Drosophila Gene Disruption Project (Bellen et al., 2011).

En las pruebas de validacion la caracterizacion fenotipica de las lineas mutantes y sus controles
se realizo utilizando la misma metodologia y las mismas combinaciones de recursos que se usaron
en los ensayos originales de PO (ver seccion Il y Anexo metodoldgico). Las pruebas de validacion
funcional se realizaron para cinco de los genes candidatos: CG7112, Ugt36Bb, CG13188, CG31158
y Vrpl.

En total utilizamos 5 lineas mutantes y 2 tipos de lineas control (A y B). Por un lado, la linea
control A se utilizé en los experimentos de validacion de Ugt36Bb, CG13188 y Vrpl dado que
comparte con las lineas mutantes el mismo background genético. Las lineas mutantes para los genes
CG7112 y CG31158 comparten también el mismo background con la otra linea control, que
denominaremos control B. Se realizaron 5 réplicas por cada gen investigado y para cada
combinacion de recursos (UN y UT).

Los resultados se analizaron por medio de los contrastes de Dunnett para identificar cudles
fueron las lineas mutantes que difirieron significativamente de su respectivo control. En estas
pruebas si el fenotipo de la linea mutante se diferencia significativamente del fenotipo de la linea
control permite concluir que el gen en cuestion, estd participando de la expresion del caracter
fenotipico, confirmando el resultado del GIWAS.
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2. Resultados

Los resultados de los contrastes de Dunnett mostraron que existen diferencias significativas
entre la linea control y las lineas mutantes de los siguientes genes candidatos: Vrpl (P < 0.000009),
Ugt36Bb (P < 0.046) (Figura 12) y CG7112 (P < 0.000009) (Figura 13).

0.8 4 L 1.6 -

Combinacién ; Combinacién

uva-naranja uva-tomate
0.6 J 0.4
04 02

B p2 ] B 0.0 . ] - .
0.0 - I 0,2
0,2 ] I 0.4 <
T ) T ) T - T T T f i
Linea Linea mut Linea mut Linea mut Linea Linea mut Lineamut  Linea mut
Control A CGI3188  Ugti6Bh Vipl Control A CGI3I88  Ugi36Bh Vrpl

Figura 12. Valores medios y desvios estandar del indice de preferencia (IP) para las lineas
mutantes que comparten el control A en las combinaciones de recursos UN [A] y UT [B].

Dado que las lineas difieren inicamente en la presencia y localizacion del elemento transponible,
estos resultados sugieren que Vrpl, Ugt36Bb y CG7112 intervienen en la expresion de la PO, al
menos para la combinacion de recursos UN.
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Figura 13. Valores medios y con sus desvios estandar para el indice de preferencia (IP) para las
lineas mutantes que comparten el control B en las combinaciones de recursos UN [A] y UT [B].
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En cambio, el analisis de los resultados obtenidos en las pruebas de validacion de CGI13188 y
CG31158 muestra que las diferencias con los respectivos controles (A y B, respectivamente) no son
significativas para ninguna de las combinaciones de recursos. Sin embargo, no podemos afirmar
que estos dos genes no participen de la expresion de la PO ya que el fondo genético de las lineas
mutantes y las lineas control es el mismo que el de la cepa Canfon S que es diferente al fondo
genético de las lineas del DGRP que provienen de la poblacion natural. Se sabe que las relaciones
genéticas de dominancia y epistasis ejercen sus efectos sobre los fenotipos y son dependientes del
fondo genético (Fox y Wolf, 2006; Hansen, 2006, Mackay, 2014). Idealmente, las pruebas de
validacion funcional deberian realizarse con mutantes de las lineas del DGRP, con el fin de poner a
prueba la funcionalidad del gen candidato pero sabiendo que estamos conservando las mismas
relaciones epistaticas y de dominancia que ocurren en las lineas no mutadas.
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3. Conclusiones

En esta seccion logramos obtener evidencia que apoya los resultados de las pruebas de GWAS.
Mediante pruebas de validacion funcional confirmamos que 3 de los 5 genes seleccionados de la
lista de genes candidatos estan involucrados en la arquitectura genética de la PO. Es importante
destacar que es la primera vez que estos genes se relacionan con el comportamiento de oviposicion
en Drosophila.

Ugt36Bb es un gen de la familia enzimatica UGT (uridinadifosfato glucuroniltransferasa) que
previamente habiamos mencionado sin entrar en detalle debido a que forma parte del camino
metabolico del retinol (seccion 1). Las UGTs son una superfamilia de enzimas relacionadas con la
inactivacion y excrecion de una gran variedad de compuestos endogenos y exogenos (Huang ef al.,
2008). Miembros de esta familia de enzimas se encuentran en animales, plantas, bacterias y virus.
Particularmente en D. melanogaster se encuentran mas de 30 genes de esta familia distribuidos a lo
largo de los cromosomas 2 y 3 (Luque y O’Reilly, 2002). Las enzimas UGT catalizan la
transferencia de un grupo glicosil hacia a una gran variedad de moléculas. Basicamente el
mecanismo convierte moléculas hidrofobicas en hidrofilicas, lo cual facilita su excrecion. En
insectos, las UGTs se encuentran involucradas, ademas de las vias metabolicas del retinol, en las
vias de detoxificacion de aleloquimicos, sustancias toxicas de defensa producidas por las plantas y
que los herbivoros incorporan a través de su dieta (Ahn et al, 2012). Cuando la hembra de
Drosophila elige un sitio de oviposicion, ademas se alimenta de los microorganismos presentes en
el sustrato y de los tejidos del fruto. Estos pueden contener una o varias sustancias toxicas en
distintas concentraciones. Por tanto podemos suponer que Ugt36Bb podria ser importante en el
proceso de eliminacion de sustancias toxicas ingeridas durante su alimentacion en los recursos
elegidos por las hembras para oviponer. Asimismo, Ugt36Bb juega un papel importante en el
proceso de formacion de los pigmentos visuales, los cuales cobran importancia en el momento de la
eleccion propiamente dicha del recurso de alimentacion y oviposicion, tal como explicamos en la
seccion anterior.

CG7112 o GAPcenA es un gen con dos transcriptos que forma parte de la familia de proteinas
regulatorias GAP que son proteinas aceleradoras de la actividad GTPasa (Cuif et al., 1999). Estas
regulan la actividad de las proteinas G, las cuales actiian como transductores de sefiales en una gran
variedad de procesos celulares como por ejemplo las sefiales de transduccion transmenbrana, los
arreglos citoesqueléticos, el trafico vesicular, el transporte nucleo — citoplasma, etc. Particularmente
las funciéon de las GAP es silenciar la actividad de las proteinas G por medio de la hidrdlisis del
GTP unido a la proteina G (forma activa), dando como resultado un GDP unido a la proteina G
(forma inactiva). En base a esta informacion, podemos suponer que GAPcenA cumpliria un papel
regulador dentro de la arquitectura genética de la PO, silenciando a las proteinas G.

Finalmente Vrpl es un gen con 12 transcriptos que forma parte de la familia de proteinas de
union a los filamentos de actina llamada verprolin. Se ha relacionado a Vrpl con una gran variedad
de procesos bioldgicos como la regulacion de la forma celular, la fusion de los mioblastos, el
desarrollo del musculo visceral, el desarrollo de la espermatina, la organizacion de los filamentos de
actina, regulacion de la polarizacion de los filamentos de actina, la respuesta comportamental al
etanol, etc (Kong et al., 2010). Teniendo en cuenta, que el etanol es uno de los compuestos que se
generan en los sustratos en descomposicion por accion de las bacterias y levaduras, podemos
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suponer que Vrpl podria estar involucrado en la toma de decisiones durante la oviposicion a través
del censado de la cantidad de alcohol presente en el recurso

No podemos finalizar esta seccion sin antes discutir la eleccion de los genes puestos a prueba en
estas pruebas de validacion. En la Tabla 9 se listan los valores de P obtenidos para cada uno de los
polimorfismos asociados a los genes candidatos.

Tabla 9. Genes y polimorfismos candidatos con sus respectivos P valores de asociacion en el
Freeze 1.0y Freeze 2.0. Los P valores que se informan para CG7112y Vrpl corresponden a la
combinacion UT mientras que para el resto de los genes los P valores corresponden a la
combinacion UN.

P P
GEN POLIMORFISMO freeze 10 freeze 2.0
CG31158 3R_18423939 5.07x 107 1.61x 10
Ugt36Bb 2L 16797835 1.95x 10 % 9.96x 10
Ugt36Bb 2L 16798087 2.60x 10 9.96 x 10
CG7112 3L 8342981 3.93x 107 3.97x10™
CG7112 3L 8344736 5.07x 107 7.53x10
CG13188 2R 7847821 5.89x 107 4.67x 107
CG13188 2R 7851846 9.40x 1077 3.46x107
CG13188 2R 7851863 538x 107 3.46x10
Vipl 2R 18002648 523x10 125x10*
Vipl 2R 18002653 523x10 125x10*

Recordemos que en la seccion I de este capitulo, hemos utilizado la base de datos
correspondiente al fireeze 2.0 para correr los GWAS y hemos usado un P de 1 x 10 como valor de
corte. Si observamos en la Tabla 9 los P valores de los polimorfismos asociados a los genes
CG31158, CG7112 y Vrpl son mayores que el P valor de corte usado. Sin embargo, estos genes
fueron incluidos en las pruebas de validacion funcional debido a que fueron significativos en los
GWAS realizados utilizando la primer version de la base de datos del DGRP denominada Freeze
1.0. En aquella corrida los P valores de los polimorfismos si estuvieron por encima de la linea de
corte, por tanto los consideramos como polimorfismos significativos y a los genes asociados a ellos
como candidatos. Sin embargo, al correr los datos con la version Freeze 2.0 nos encontramos con
que los polimorfismos asociados a CG31158 y CG7112 exhibieron valores de P levemente mayores
a los registrados con el fieeze 1.0. La diferencia entre las dos bases de datos, es que en la segunda se
tienen en cuenta los efectos del genotipo para las inversiones cromosomicas que segregan en la
poblacion natural y el status de infeccion por Wolbachia sp. de las lineas del DGRP. Por lo cual, al
tener en cuenta estos efectos, los analisis de asociacion se volvieron mas conservativos (Huang et
al. 2014) y algunos de los polimorfismos que considerabamos significativos dejaron de serlo.

Con respecto al gen Vrpl, este gen tomo valores de P mayores al valor de corte consenso tanto
en el Freeze 1.0 como en el Freeze 2.0. En este caso su eleccion se debid a que ademas de poner a
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prueba la funcionalidad de los genes en el caricter, nos interes6 también investigar el
enriquecimiento de asociaciones reales sobre y por encima del valor de corte consenso.
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CAPITULO 3: SECCION 3

1. Materiales y métodos

Las pruebas de complementacion génica son ensayos fenotipicos independientes en los cuales
ademas de poner a pruecba la participacion del gen candidato en la expresion del caracter
cuantitativo, se pone a prueba el efecto de las distintas variantes alélicas del gen sobre el fenotipo.

Realizamos pruebas de complementacion génica para el gen candidato Twister (tst). En este gen
se detectaron 3 SNPs en las posiciones 3R:19596643, 3R:19598056 y 3R:19598278 que mostraron
asociaciones significativas con la variacion en la PO para la combinacion de recursos uva-naranja.
De las ocho combinaciones haplotipicas posibles (no olvidar que se trata de lineas altamente
homocigdticas) entre las variantes mayoritarias y minoritarias de estos SNP se detectaron, entre las
lineas analizadas, solo 3 combinaciones: CAA/CAA, AGC/AGC y CGC/CGC (agrupados seglin
orden creciente en la ubicacion en el genoma). En el primer genotipo (CAA/CAA) todas las bases
corresponden a las variantes minoritarias de los tres SNPs, en el segundo (AGC/AGC) las variantes
mayoritarias estan presentes en las tres posiciones y en el ultimo (CGC/CGC), la primera base
corresponde al alelo minoritario mientras que las restantes a los mayoritarios de cada sitio
polimorfico.

La metodologia de los ensayos de complementacion se basd en tomar a la linea mutante para el
gen candidato fst y realizar cruzamientos independientes con 3 lineas del DGRP portadoras de las
tres combinaciones genotipicas de los SNPs de interés (ver esquema de cruzamientos, figura 14). La
linea mutante utilizada es hemicigdtica para la insercion del elemento P Mi{ET1} que interrumpe la
secuencia de st (N° de stock 19100 en Bloomington Drosophila Stock Center) y forma parte del
Drosophila Gene Disruption Project (Bellen et al., 2011). Por convencion al alelo de st que lleva el
elemento P lo denominamos mutante (m) y al alelo sin elemento P salvaje (s) cuyo efecto se
considera dominante respecto de m. Las 3 lineas del DGRP clegidas para realizar los cruzamientos
y sus genotipos para los SNPs implicados son: RA517: CAA/CAA, RA799: AGC/AGC y RA208:
CGC/CGC.
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Figura 14. Esquema cruzamientos entre la linea mutante para el gen st y las lineas del DGRP.
Sb indica al marcador fenotipico dominante Stubble. Mi {ET1} corresponde al tipo de elemento
P. salvaje hace referencia al alelo del gen #st sin elemento P y mutante al alelo del gen #st con
elemento P. RAS517, RA799 y RA208 corresponden a las lineas del DGRP utilizadas. Cada una

de ellas posee un genotipo distinto para el gen tst.  Genotipo linea mutante w[1118];
Mi{ET1}tstfMB10212]/TM6C, Sb[1].

Como resultado de los tres cruzamientos se obtienen 6 tipos de descendientes heterocigdticos
con los siguientes genotipos: s/RAS517, m/RAS517, s/RA799, m/RA799, s/RA208, m/RA208. Como
lo muestra la figura 14, en la progenie es posible diferenciar las moscas portadoras del alelo m de
las portadoras de s, ya que el marcador fenotipico dominante Stubble (Sb) co-segrega con el
cromosoma portador de s. Es decir que todos los descendientes con haplotipo s/RAxxx tienen
fenotipo Sb y los descendientes con haplotipo m/RAxxx tienen fenotipo salvaje para la forma de las
quetas. Las quetas de las moscas con fenotipo Sb tienen forma de maza y son de menor tamafio que
las quetas de las moscas salvajes (Figura 15).
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Figura 15. A la izquierda mosca F1 con fenotipo salvaje para la forma de las quetas. A la
derecha mosca F1 con fenotipo sb. Las flechas sefialan la posicion de las quetas.

Una vez alcanzada la cantidad de descendientes necesaria de los 6 tipos posibles de
descendientes, se procedio a medir la PO para la combinacion de recursos UN siguiendo el mismo
protocolo descripto en la Seccion II (Anexo metodologico). Las moscas utilizadas fueron hembras y
machos de 4 o 5 dias de edad y hasta el momento del inicio de los ensayos fenotipicos, se
mantuvieron en medio standard en una camara de cria bajo condiciones controladas de temperatura
(25 £ 1 °C), humedad (60 - 70%) y fotoperiodo (12:12 hs. luz/oscuridad).

Los resultados se analizaron por medio de un ANOVA de dos factores segin el siguiente
modelo:

y=pu+L+G+LxG+e,

donde Y es el indice de preferencia, p la media poblacional, L el factor fijo linea con 3 niveles
(RA517, RA799 y RA208), G el factor fijo genotipo con 2 niveles (s y m), LxG la interaccion
Linea x Genotipo y e el error. Una interaccion LxG significativa seria indicativa de una falla en la
complementacion genética, la cual se podria explicar por i) alelismo, es decir, la mutacion deja al
descubierto los alelos con diferentes efectos en el caracter de interés o ii) interacciones entre el gen
candidato y otros genes que también afectan al caracter, es decir, por cambio en las relaciones
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epistaticas (Mackay, 2001a, 2004, 2009, Fanara et al., 2002, Anholt y Mackay, 2004). Es
fundamental resaltar que en ambos casos la conclusion es la misma: se confirma que el gen esta
involucrado en la variacion natural del cardcter y actua de forma directa por alelismo o indirecta por
epistasis.

Las diferencias entre los niveles del factor L se pusieron a prueba a través de contrastes a posteriori
utilizando el método de Tukey.

Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando los programas InfoStat version 2013 (Di
Rienzo et al. 2013) y Statistica version 8.0 (StatSoft Inc. 2007).
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2. Resultados

Los resultados del ANOVA utilizado para evaluar las pruebas de complementacion génica para
el gen candidato fs¢ muestran que los factores principales (L y G) y la interaccion LxG fueron
significativos (Tabla 10).

Tabla 10. Resultados del ANOVA de dos factores para la prueba de complementacion génica
del gen candidato tst. *** p valor < 0.000, ** p valor < 0.03, *p valor <0.01

FV GL SC CM F
L 2 0.575 0.288 12.043 ***
G 1 0.121 0.121 5.072 **
LxG 2 0.247 0.124 5.183 *
error 24 0.573 0.024

Estos resultados indican que existen diferencias en la preferencias por los sitios de oviposicion
entre: i) las 3 lineas portadoras de haplotipos diferentes a nivel de los SNPs de tst (factor L) y ii)
entre los genotipos m/RAXXX y s/RAXXX (factor G). A su vez, la interaccion LxG indica que las
diferencias en la preferencia por uva o naranja entre los genotipos no fueron independientes del
haplotipo de st (las diferentes lineas).

En la figura 16 se presentan los valores del IP obtenidos para cada uno de los 6 genotipos en los
tres cruzamientos realizados.
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Figura 16. Normas de reaccion para los resultados de la prueba de complementacion génica
para el gen candidato zst. Cada linea representa la F1 del cruzamiento entre una linea
perteneciente al DGRP y la linea mutante para tst.

En el caso de las lineas RA208 y RAS517 (figura 16) no se detectaron diferencias significativas
entre los genotipos s/RA208 vs. m/RA208 y s/RA517 vs. m/RAS517 (Comparaciones de Tukey, P >
0.05). Recordemos que en los genotipos m/RAxxx solo se expresa el alelo de #st de las lineas
RAxxx ya que la insercion del elemento P en el gen afecta su normal expresion. De este modo, la
ausencia de diferencias fenotipicas entre los genotipos salvaje y mutante en las lineas RA208 y
RAS517 sugiere que el efecto del alelo de ts¢t proveniente de las lineas DRGP (208 y 517) es
dominante respecto al alelo libre de inserciones aportado por la linea 19100 del Bloomington
Drosophila Stock Center. En cambio, las hembras resultantes del cruzamiento en el que se utilizo
como parental a la linea RA799 si presentaron diferencias para el valor del IP (Figura 16). En
efecto, el valor del IP de las hembras s/RA799 (-0.03 £ 0.06) fue significativamente menor que el
de las hembras m/RA799 (0.36 + 0.04). Estos resultados apuntan a que el efecto del alelo aportado
por RA799 no es independiente del alelo homdlogo, m o s con el cual estd combinado en cada uno
de los genotipos analizados. Recordemos que el haplotipo de #s¢ de la linea RA799 para los SNPs
significativos es AGC/AGC. Este genotipo es la combinacion de todas las variantes mayoritarias de
los SNPs significativos y se diferencia de los otros 2 genotipos en que es el unico que posee la
variante mayoritaria (A) para el primer SNP. Esto nos sugiere que las diferencias en la preferencia
de oviposicion para la linea con parental RA799 podrian ser explicadas por la diferencia en un
unico SNP.

112



CAPITULO 3: SECCION 3

3. Conclusion

Los resultados de esta seccion, ademas de confirmar que fst participa de la expresion de la PO,
nos permiten verificar y cuantificar el efecto de las variantes alélicas sobre el fenotipo.
Encontramos que las distintas combinaciones de las variantes alélicas tienen un efecto medible
sobre el fenotipo. twister (tst) es un gen con un solo transcripto descripto que ha sido asociado con
la regulacion del splicing alternativo del ARN (Seago et al, 2001). tst se consideré como gen
candidato a participar de la expresion de la PO debido a tres SNPs que mostraron efectos
significativos en el GWAS para la combinacion de recursos UN. Con respecto a los polimorfismos,
el primer SNP ocurre en la posicion 3R:19596643 y provoca un cambio sinénimo en la tercer base
de un codon que codifica treonina, que es un aminoacido neutral y polar. El segundo SNP ocurre en
3R:19598056 y provoca al igual que el anterior, un cambio sinénimo en la tercer base de un codon
que codifica fenilalanina, que también es no polar y neutral. Finalmente, el tercer SNP que es el
unico que implica un cambio no sinénimo ocurre en el sitio 3R: 19598278. En este caso la variante
mayoritaria (C) es la tercera base de un coddn que codifica leucina mientras que la minoritaria (A)
implica una sustitucioén por un codon que codifica fenilalanina.

Los resultados de las pruebas de complementacion nos indican que el SNP en 3R:19596643 es el
unico que explicaria los efectos fenotipicos observados. Que sea este polimorfismo, que implica una
sustitucion sindnima, el unico que nos permite confirmar el papel de st en la PO es llamativo ya
que su efecto fenotipico no podria explicarse por un cambio en la estructura primaria de la proteina
que codifica. Sin embargo, resultados recientes podrian ayudarnos a explicar este aparente dilema.
Recientemente, se reportd que los codones ademas de codificar para un cierto aminoacido pueden
especificar sitios de regulacion de los factores de transcripcion. En efecto, en humanos se ha
reportado que un 17% de los SNPs que provocan cambios sindnimos ocurren en codones que se han
dado en llamar duones por su doble funcionalidad (Stergachis et al., 2013). Por lo tanto, los
polimorfismos sindnimos, que no tienen efecto sobre la estructura primaria de las proteinas, podrian
adquirir importancia funcional en la regulacion de la expresion de los genes a los cuales codifican.
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4. Conclusiones Generales

En este capitulo hemos presentado los resultados de los analisis de asociacion fenotipo —
genotipo (GWAS) para la aceptacion (AO) y la preferencia por los sitos de oviposicion (PO) en las
lineas del DGRP. Se detectaron polimorfismos que afectan significativamente la AO y la PO. La
mayoria de estos polimorfismos ocurren en regiones intergénicas o en intrones de genes, mientras
que los que ocurren en exones y, ademas, producen cambios a nivel de la secuencia de aminoacidos
en los transcriptos que codifican son solo una pequefia minoria. Identificamos varios genes
candidatos a participar de la arquitectura genética de la AO y la PO y realizamos la validacion
funcional de 5 de estos genes candidatos y, finalmente, pusimos a prueba el efecto sobre el fenotipo
de tres SNPs que segregan para uno de los genes candidatos. Encontramos evidencia que indica que
tres de los cinco genes evaluados mediante las pruebas de validacion participan de la expresion
fenotipica de la PO. Asimismo, mediante pruebas de complementacion no solo confirmamos el
efecto de la variacion a nivel de un gen (¢sf) sobre la PO, sino que también pudimos establecer que
solo uno de los tres SNPs de tst significativos en el GWAS permite explicar una porcioén importante
de la variacion en la preferencia de oviposicion.

Finalmente, en el proximo capitulo de la tesis vamos a completar el estudio de la AO y la PO a
través de los analisis de asociacion entre la variacion fenotipica y la variacion en los niveles de
transcripcion.
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Arquitectura genética de la Aceptacion y
Preferencia de sitios de oviposicion.:
Asociacion entre la variacion fenotipica y
los niveles de transcripcion
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1 Introduccion

Los caracteres comportamentales, como la preferencia por el sitio de oviposicion (PO) y la
aceptacion de recursos de oviposicion (AQO), son caracteres cuantitativos influenciados por
numerosos genes, por el ambiente y la interaccion entre ellos. La variacion natural que observamos
en las respuestas comportamentales se atribuye a la segregacion de variantes genéticas en multiple
loci que interactuan ente si, y cuyos efectos son sensibles al ambiente al cual los individuos estan
expuestos (Falconer y Mackay, 1996). La asociacion entre la variacion genémica (SNPs o INDELSs)
y la variacion fenotipica usando la metodologia de GWAS nos permite identificar la bases genéticas
(polimorfismos y genes candidatos) y aportar informacion sobre la arquitectura genética que
subyace la variacion fenotipica (Mackay, 2010, Mackay et al., 2012, Huang et al., 2014). Sin
embargo, no nos dice como la variacion a nivel de la secuencia de ADN se traduce en variacion
fenotipica, ni cudles son los procesos involucrados en la produccion de la variacion (Mackay et al.,
2009, Houle et al., 2010). Por lo tanto, para estudiar caracteres complejos en forma holistica es
necesario utilizar un enfoque que, ademas de considerar la asociacion entre la variacion a nivel de la
secuencia de ADN vy la variacion fenotipica, tenga en cuenta la variacion en la expresion de los
genes (Sieberts y Schadt, 2007).

El panel de referencia genética de Drosophila (DGRP) nos permite un acercamiento holistico al
problema, ya que ademas de la informacion sobre la variacion gendémica estructural de las lineas
que lo componen, cuenta, ademas, con datos de los transcriptomas de adulto de cada una de las
lineas criadas en condiciones estandar de laboratorio. Asimismo, se sabe que el nivel de expresion
de cada transcripto es dependiente del resto de los transcriptos con los cuales interactua, por tanto,
es esperable encontrar cierto grado de co-variacion en los niveles de expresion (Rockman y
Kruglyak, 2006; Sieberts y Schadt, 2007; Ayroles et al., 2009).

Existen métodos estadisticos que permiten agrupar transcriptos cuya abundancia co-varia
conformando moédulos de transcripcion, de forma tal que cada moédulo contiene grupos de
transcriptos que se encuentran mas correlacionados entre si que con respecto al resto (Stone y
Ayroles, 2009). En este contexto, Mackay et al. (2009) llamaron QTT (por sus siglas en inglés
Quantitative Trait Transcript) a transcriptos que varian en sus niveles de expresion entre genotipos
y que dicha variacion se encuentra asociada con la variacion de un carcter cuantitativo. La
identificacion de QTTs permite no solo conocer los genes cuya expresion afecta un dado carécter,
sino también nos permite construir modulos integrados por Q7Ts que exhiben patrones de expresion
correlacionados. En conjunto la identificacion de OTTs y mddulos de expresion, nos ayuda a
identificar procesos y caminos metabolicos que podrian ser causales de la variacion del caracter
(Ayroles et al., 2009; Harbison et al., 2009).

Finalmente, la unién de la informacion obtenida en los analisis de asociacion genotipo — fenotipo
- transcriptoma nos permitira identificar lo que se ha dado en llamar eQTLs (por sus siglas en inglés
expression Quantitative Trait Loci) que son regiones del genoma cuya variacion en la expresion
subyace la variacion del carécter en estudio. De forma general un eQ7L es una variante genémica
para la cual se conocen su naturaleza estructural (SNP o INDEL), el patréon de expresion y el modo
en que afecta la expresion de otras regiones con las cuales interactua (Gilad et al., 2008; Hansen et
al., 2008). En nuestro caso particular, un eQTL va a contener un gen para el cual se hayan descripto
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polimorfismos asociados a la variacion fenotipica del caracter en estudio y ademas exhibe variacion
en el nivel de expresion, es decir, que es un Q775 asociado al caracter.

Los eQTL pueden afectar la expresion de un gen en cis o en trans. Un cis eQTLs es una variante
molecular que estd localizada dentro del mismo gen cuya expresion regula, es decir, el efecto es
local y directo. En cambio, un trans eQTL es una variante molecular alojada en un gen que regula la
expresion de otro gen, en otras palabras, su efecto es indirecto (Rockman y Kruglyak, 2006).
Conocer si la accion del eQTL es cis o trans nos permite determinar la direccion del flujo de
informacion dentro de las redes de transcriptos correlacionados e inferir qué transcriptos estan
afectados directamente y cuales estan afectados indirectamente por las perturbaciones genéticas
(Mackay et al., 2009).

En este capitulo nos proponemos identificar los Q7Ts asociados a la variacion fenotipica para la
PO y la AO y los médulos de transcripcion que integran. Analizdremos, ademds, de manera
conjunta los resultados obtenidos en este capitulo con los analisis de asociacion genotipo - fenotipo
que se presentaron en el capitulo 3, con el fin de identificar eQTL.
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2 Objetivos

El objetivo general de esta seccion es profundizar el conocimiento de la arquitectura genética del
comportamiento de oviposicion a través del estudio de la asociacion entre la variacion fenotipica y
la variacion a nivel del transcriptoma para la aceptacion de recursos de oviposicion (AO) y la
preferencia por el sitio de oviposicion (PO).
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3 Materiales y Métodos

Los datos de expresion génica utilizados en los estudios de asociacion fenotipo-transcriptoma
son los reportados por Ayroles et al. (2009) para las mismas 40 lineas que se utilizaron en las
secciones anteriores. Los autores obtuvieron los transcriptomas usando los microarrays Drosophila
2.0 de Affymetrix . A modo de resumen, un microarray es una superficie solida (plastico, vidrio o
silicio) a la cual se le une una coleccion de fragmentos de ADN llamados sondas que se expone a
moléculas dianas (las muestras). En el caso particular de los microarrays de expresion, estos
proveen una instantanea de toda la actividad transcripcional que ocurre en ese momento en la
muestra biologica. Para realizarlos necesitamos contar con cADN construido a partir del ARN
extraido de una muestra. Una vez hibridado el cADN con el microarray, se cuantifica e identifican
las sondas hibridadas, lo cual nos permite conocer qué genes se estaban expresando al momento de
tomar la muestra y su nivel de expresion. Se obtuvieron los transcriptomas de cada linea del DGRP
para cada sexo por separado. De cada muestra se realizaron 2 réplicas, que constaron de 25 hembras
0 40 machos de 3 a 5 dias de edad. Hasta el momento de la extraccion del ARN, las lineas se
mantuvieron en medio estandar de Drosophila en condiciones controladas de luz (12:12 hs.),
temperatura (25°C) y humedad (60/75%) (ver Ayroles et al. 2009 para detalles especificos de las
técnicas utilizadas). Como resultado de los experimentos usando los microarrays, se observo que
10.096 transcriptos presentaron variacion en sus niveles de expresion entre las 40 lineas (Ayroles et
al., 2009). Cada transcripto se identifico a través de un ID (numero de identificacién) compuesto
por niimeros y letras. El nimero corresponde a la identificacion de la sonda mientras que las letras
corresponden al sentido de la sonda, es decir, sies 3’ a5’ 05 a3’.

Posteriormente, se realiz6 la identificacion de los Q77Ts asociados con la variacion fenotipica
tanto para la AO como para la PO. Para realizar los analisis de asociacion se utilizaron los 10.096
transcriptos que presentaron variacion en sus niveles de expresion y las medias fenotipicas para la
AO y la PO (ver resultados de la seccion 2). El analisis de asociacion se realizo ajustando los datos
segun el modelo de regresion:

Y=p+E+e,

donde Y es la variable de asociacion, E es la covarianza del log, de la media del nivel de expresion
del transcripto y e el error.

Como variable de asociacion utilizamos la media transformada del ntimero total de huevos
puestos en cada recurso ofrecido (uva, naranja y tomate) para la AO mientras que para la PO
utilizamos como variable la media del indice de preferencia (IP) en cada combinacion de recursos
[uva y naranja (UN); uva y tomate (UT)]. Consideramos QTTs a cada transcripto para el cual el
valor de P de la regresion haya sido < 0.03.

Finalmente, se realiz6 un analisis MMC (por sus siglas en inglés Modulated Modularety
Clustering) que permite agrupar los QTTs identificados en mddulos de transcripcion. Este analisis
se realizo de forma automatica con la plataforma informatica http.//mmc .gnets.ncsu.edu/.

Todos los analisis estadisticos fueron realizados utilizando el programa SAS software (SAS,
Cary, NC, USA).
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Para los analisis de enriquecimiento en términos de GO se utilizo el servidor online GeneCoDis3
(Tabas-Madrid et al., 2012).

120



4 Resultados

A. Aceptacion de los recursos de oviposicion (AQ)

Las pruebas de asociacion fenotipo-transcriptoma permitieron identificar 609 Q7Ts
significativamente asociados a la variacion fenotipica de la AO (P valor < 0.03), de los cuales 425
QOTTs mostraron asociaciones significativas en los ensayos en los que se ofrecié la uva como
sustrato de oviposicion, 85 con la variacion en la aceptacion de naranja y 99 Q7Ts cuando el
recurso ofrecido fue tomate (Tablas 5 del Anexo de resultados).

Debido a la naturaleza de las sondas de expresion utilizadas, cada OTTs puede mapear en uno,
dos o mas genes (Flicek et al., 2008; Ayroles et al., 2009). Por tanto, cuando identificamos los
genes que mapean con cada QTTs encontramos que los QTTs detectados en los experimentos de
aceptacion por uva mapean en 546 genes, en tanto que los Q775 detectados en los experimentos con
naranja y tomate mapean en 115 y 117 genes respectivamente (ver Tabla 5 del Anexo de
resultados).

Los resultados del analisis MMC se muestran en la figura 1. Encontramos que los QTTs
asociados con la aceptacion por uva se agruparon en 14 modulos de transcripcion (Figura 1 [A]), en
5 moédulos los detectados en los experimentos que utilizaron naranja como sustrato de oviposicion
(Figura 1 [B]) y en 6 modulos en los de tomate (Figura 1 [C]).
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Figura 1. Mddulos de transcripcion asociados con la AO en uva [A], naranja [B] y tomate [C].
La escala de color representa el valor R” para la correlacion entre los transcriptos. En recuadros
(lineas negras) se representan los modulos de expresion en cada caso.

Seguidamente investigamos si existe solapamiento entre los QT7s detectados en los
experimentos de aceptacion por los diferentes recursos. Detectamos 13 QT7s compartidos entre los
OTTs identificados en los experimentos de aceptacion de naranja y tomate, 4 Q7Ts entre uva y
naranja, 9 Q7Ts entre uva y tomate y solo uno entre los tres recursos (Tabla 1).
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Tabla 1. Listado de QTTs compartidos entre los recursos uva, naranja y tomate. ID corresponde
a la identificacion tnica del QTT, Recursos corresponde a los recursos en los cuales resulto
significativo el Q7T y Gen (simbolo) corresponde al nombre y simbolo de los genes en los
cuales mapea el QTTs.

ID RECURSOS GEN (SiMBOLO)
1623304 _at naranja y tomate CcG9107
1625053 at naranja y tomate CG16898
1630897 _at naranja y tomate GluCla (GluCla)
1631606 _at naranja y tomate CG14285
1632498 at naranja y tomate CGI15629; CG3225
1633039 _at naranja y tomate CG5646

1635349 a_at

naranja y tomate

nicotinic Acetylcholine Receptor 52
(nAcRbeta-96A)

1635952 at naranja y tomate lethal (2) essential for life (1(2)ef)!
1637393 at T o Vesicular mm;(l)/jznizzze transporter
1638182 _at naranja y tomate CG5999
1638282 at naranja y tomate CG14196
1638496 _at naranja y tomate CG42521
1638636 _at naranja y tomate CGI2512

1624371 a at uvay tomate Transglutaminase (Tg); CG7367
1624448 at uva y tomate CG6356

visceral mesodermal armadillo-repeats

1624721 at uva y tomate (vimar)
1625341 at uva y tomate FucTC (FucTC)
1631763 at uva y tomate CG31793
1632959 at uva y tomate CG8854
1634619 at uva y tomate Inositol 1,4,5-triphosphate kinase

1637301 _a_at

uva y tomate

1(IP3K1);, CR18854
slowpoke (slo)

1639229 at uva y tomate viking (Vkg); CG3887
1626473 a at uva y naranja CG17350; fondue (fon)
1632655 at uva y naranja Hsc70Cb (Hsc70Cb),; bluestreak (blue)

1632839 a at
1633089 _a_at

uva y naranja

uva y naranja

CG8312
longitudinals lacking (lola)

1628190 _at uva, naranja y tomate fabl (fabl); CG33981

El hecho de que existan QTTs compartidos indica un cierto nivel de superposicion entre los
conjuntos de genes cuya variacion en los niveles de expresion esta correlacionada con la aceptacion
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de diferentes sustratos de oviposicion. Mas aun, estos resultados se encuentran en concordancia con
los de los analisis de correlacion resefiados en el Capitulo 2 (seccion 2.4.1), en donde habiamos
concluido que cabria esperar algun solapamiento entre las arquitecturas genéticas que gobiernan la
expresion del caracter en cada recurso ofrecido.

A continuacion, realizamos un analisis de enriquecimiento de términos de GO con los genes que
contienen los QTTs compartidos (34 genes, Tabla 5 en el Anexo de resultados). Sin embargo, antes
de presentar los resultados es importante sefalar que debemos ser cautelosos al interpretarlos ya que
podriamos estar sobreestimando el nimero de genes dado que algunas sondas pueden mapear en
mas de un gen (hasta un maximo de tres genes debido a la naturaleza de la sondas de expresion), lo
que podria incrementar el nimero de falsos positivos pudiendo llevar a una sobreestimacion del
enriquecimiento en términos de GO. Una forma de controlar esta sobreestimacion es utilizar un
valor de P menor o igual a 0.01, que es el valor obtenido luego de aplicar la correccion por pruebas
multiples usando el método de Benjamini-Hochberg (B-H).

Los resultados mostraron un enriquecimiento de términos relacionados con el transporte
trasmembrana (PB, GO:0055085, P corregido por B-H < 0.002). Mas especificamente con la
actividad de transporte hacia ambos lados de iones de sodio e iodo (FM, GO:0008507, P corregido
por B-H < 0.0008) en la membrana post sinaptica (CC, GO:0045211, P corregido por B-H < 0.011).
En este punto es relevante mencionar que todos los términos de GO encontrados son coherentes con
los resultados de los analisis funcionales de los genes candidatos para la AO (ver Capitulo 3 seccion
3.3.2. A). Nuevamente encontramos, un enriquecimiento de términos relacionados con la
comunicacién celular, sobre todo a nivel del sistema nervioso, lo cual apunta hacia el relevante
papel que este juega en la toma de decisiones durante la oviposicion.

A fin de evaluar la correspondencia entre los factores genéticos asociados a la variacion
fenotipica identificados con los GWAS y con las pruebas de asociacion fenotipo-transcriptoma
comparamos ambas listas de genes (la de genes en los que mapean los Q775 y las listas de genes
candidatos obtenidas en los GWAS). Encontramos que los genes CG12155, CG9897, frazzled (fra),
spire (spir) y stathmin (stai) aparecen en ambas listas. Por lo tanto, estos genes pueden ser
considerados como eQTL.

CG12155 fue identificado como gen candidato en los experimentos de aceptacion que utilizaron
uva como sustrato por las asociaciones detectadas en 8 SNPs (X:7621807, X:7621822, X:7621816,
X:7622091, X:7622092, X:7622118, X:7622125) que se encuentran entre 700 y 500 pares de bases
rio arriba del inicio de transcripcion del gen. Por otra parte, en los analisis de asociacion con el
transcriptoma para el recurso uva se lo identificod por el O77Ts 1629629 at. Se ha reportado un solo
transcripto de este gen que codifica un solo polipéptido. No se encontré informacién sobre los
términos de GO asociados a este gen, por tanto, no tenemos informacion sobre su funcionalidad. Sin
embargo, por inferencia computacional (comparaciones de secuencias) se observo que la proteina
codificada por CG12155 tiene un dominio MADF (por sus siglas en ingles myb/SANT-like domain
in Adf-1) cuya funcion es la de uniéon con ADN. Otras proteinas encontradas en D. melanogaster
que comparten el dominio MADF, son factores de transcripcion como Adf-1 (England et al., 1992)
y stwl que estan relacionadas con el mantenimiento de las células germinales y en la diferenciacion
del oocito (Bhaskar y Courey, 2002).

CG9897 también fue identificado como gen candidato en los experimentos de aceptacion que
utilizaron uva como sustrato. En este caso se detectd asociacion entre la aceptacion y el SNP
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2R:18874786 localizado 935 bases rio arriba del sitio de inicio de transcripcion del gen. El Q7T
asociado al gen fue 1640407 _at que resulto significativo cuando se utilizaron las medias fenotipicas
obtenidas usando la naranja como medio de oviposiciéon. Se han descripto dos transcriptos de
CG9897 que codifican dos polipéptidos diferentes. No se le conocen términos de GO asociados. Sin
embargo, CG9897 tiene un dominio proteico serin proteasa tripsina de 232 aminoacidos que realiza
cortes en las cadenas polipeptidicas en el extremo carboxilo de residuos basicos (lisina o arginina)
(Arbeitman et al., 2004). Es importante mencionar que este gen se expresa en el tracto reproductivo
de la hembra (Swanson ef al., 2004) y en los 6rganos responsables del almacenamiento del esperma
(espermateca y receptaculo seminal) (Prokupek ef al., 2009). Ademas, existe evidencia de que se
encuentra bajo seleccion positiva (Panhuis y Swanson, 2006). La expresion de CG9897 en los
organos de almacenamiento de esperma sugiere no solo que este gen podria estar involucrado en el
llamado “efecto esperma” el cual predice que las hembras con un almacenamiento de esperma
apropiado son mas propensas al re-apareamiento (Mannnig, 1967; Prokupek et al., 2009). Por tanto,
evaluar la dindmica de expresion de CG9897 y los procesos en los cuales estd involucrado es
fundamental para entender aspectos importantes de la reproduccion, ya que es posible que este gen
juegue un rol importante en los procesos evolutivos de seleccion sexual post-apareamiento.

frazzled (fra) es un gen que ya hemos descriptos en el capitulo 3 (seccion 3.3.2. A.), como gen
candidato en los GWAS para el recurso tomate por el SNP intronico 2R:8446682, y en los analisis
de asociacion fenotipo-transcriptoma por el Q7Ts 1623827 a at que fue significativo en los
ensayos en los que se utilizdo uva como sustrato. Resumiendo la informacion del capitulo anterior,
este gen se ha asociado con las proyecciones axonicas retinales del sistema visual en D.
melanogaster.

spire (spir) fue identificado como candidato en el GWAS por el SNP 21.:2031728 y en la prueba
de asociacion transcriptoma-aceptacion por el O77Ts 1637962 at en ambos casos en los ensayos con
uva. Se han descripto 10 transcriptos y 10 polipéptidos para este gen y se lo ha asociado con varios
procesos bioldgicos, entre los cuales destacan la formacion de la capa externa del huevo (corion).
Especificamente, se ha relacionado con la formacion y organizacion de los filamentos de actina
durante la ovogénesis (Quinlan, 2013).

stathmin (stai) se identificé por el QTTs 1626294 a at (significativo en el analisis de asociacion
aceptacion de uva- transcriptoma) y por el SNP intrénico 2L 6114772 SNP (significativo en el
GWAS de aceptacion de tomate). Se han descripto 5 transcriptos y 5 polipeptidos para este gen. Las
proteinas que codifica se han relacionado con la polimerizacion y despolimerizacion de los
microtibulos en el mantenimiento de la estabilidad de las uniones neuro-musculares (Graf et al.,
2011). Se ha demostrado que las hembras de D. melanogaster transmiten transcriptos de stai a los
ovocitos, los cuales son posteriormente utilizados durante la formacion del sistema nervioso del
embrion (Ozon ef al., 2002).

Dado que los polimorfismos significativos asociados a CG12155 y CG9897 ocurren rio arriba
del inicio de transcripcion podriamos inferir que serian cis eQTL ya que, la regulacion de la
expresion ocurre en la zona de union de los factores de transcripcion. En cambio, para los genes fra,
spir'y stai el modo de accion seria trans eQTL, ya que los polimorfismos significativos ocurre en el
intrén, por lo cual la regulacion de la transcripcion podria estar ocurriendo por ejemplo por splicing
alternativo.

126



Seguidamente evaluamos si los modulos de transcriptos (aquellos que co-varian) en los cuales
encontramos eQ7Ls presentan enriquecimiento en alguno de los términos de GO. Cabe recordar que
los transcriptos que conforman cada mddulo se encuentran mas relacionados entre si para los
términos ontogénicos que con el resto de los transcriptos del genoma (Ayroles et al., 2009; Edwards
et al., 2009; Jumbo-Lucioni et al., 2012). Es importante aclarar que en este analisis no vemos el
enriquecimiento de todos los términos de GO asociados a los genes, sino que evaluamos solamente
el enriquecimiento de términos compartidos entre los genes. Los eQTL fra, CG12155, spir y stai,
identificados en el andlisis realizado con los datos de aceptancia por uva, formaron parte de los
modulos de transcripcion 5, 9 y 10, respectivamente (Figura 1 [A]). El eQTL CG9897, identificado
en el andlisis realizado con los datos de aceptancia por naranja formo6 parte del modulo de
transcripcion 4 (Figura 1 [B]). Los resultados de los analisis de enriquecimiento en términos de GO
especificos para cada modulo de transcripcion se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Lista de términos de GO significativos para los modulos de transcripcion. P* corresponde al valor de probabilidad luego de la
correccion por pruebas multiples de Benjamini-Hochberg (valor de corte < 0.01). Modulo se refiere al nimero de modulo de transcripcion,
entre paréntesis se especifica el recurso para el cual se obtuvo ese modulo. N° de genes mddulo se refiere al numero de genes asociado a ese
término de GO en el modulo, N° de genes genoma es el numero total de genes asociados a ese término de GO a lo largo del genoma, GO es
el codigo de identificacion del término significativo y su nombre. Entre paréntesis se especifica la categoria a la cual pertenece el término.

MODULO

N° DE GENES
MODULO

N° DE GENES
GENOMA

GO

3 (uva)

3 (uva)

5 (uva)

5 (uva)

5 (uva)

5 (uva)

9 (uva)

9 (uva)

9 (uva)

14

40

170

17

314

12

12

47

11

3.51x10™

6.23 x10°%

6.45 x10

6.59 x10

7.43 x10

7.43 x10

3.10 x10™%

1.57 x10%

1.95x10°%

128

GO:0006412: Translacion (PB)
GO:0003735: Constituyente estructural del ribosoma
(FM)

GO:0005762: Subunidad mitocondrial grande del
ribosoma (CC)

GO:0006412: Translacion (PB)
GO:0003735: Constituyente estructural del ribosoma
(FM)

GO:0006508: Proteolisis (PB)
GO:0000502: Complejo proteosémico (CC)
GO:0005875: Complejo de asociacion de microtubulos
(CO)

GO:0005886: membrana plasmatica (CC)
GO:0005524: union ATP (FM)
GO:0006468: Fosforalizacion de proteinas (BP)
GO:0004672: Act. Proteica de quinasa (FM)
GO:0042078: Division de células germinales (PB)
GO:0030718: Mantenimiento de células germinales
(PB)

GO:0003700: Actividad de factor de transcripcion
secuencia especifico (FM)
GO:0005634: ntcleo (CC)
GO:0003677: union al ADN (FM)
GO:0005737: citoplasma (CC)
GO:0006952: respuesta de defensa (PB)
GO:0005634: nucleo (CC)
GO:0003677: unién ADN (FM)
GO:0005515: unidén proteica (FM)
GO:0003700: Actividad de factor de transcripcion
secuencia especifico (FM)




9 (uva)

9 (uva)

9 (uva)

9 (uva)

9 (uva)

9 (uva)
9 (uva)
9 (uva)

9 (uva)

9 (uva)

10

15

294

16

20

20

21

57

703
96

60

30

3.85x10%

3.85x10%

5.46 x10°%

5.46 x10™%

5.54 x10-03

8.06 x10

8.25 x10°%
8.87 x10

8.94 x10

9.82 x10%

GO:0043565: Unién al ADN secuencia especifico (FM)
GO:0005634: ntcleo (CC)

GO:0003677: unién al ADN (FM)
GO:0045944: regulacion positiva de la transcripcion del
promotor de la ARN Pol IT (PB)
GO:0005634: ntcleo (CC)

GO:0003677: unién al ADN (FM)
GO:0042059: regulacion negativa del receptor del
factor de crecimiento epidermial (PB)
GO:0005634: ntcleo (CC) GO:0003677: uniéon al ADN
(FM)

GO:0045892: regulacion negativa de la transcripcion
ADN dependiente (PB)

GO:0005737: citoplasma (CC)
GO:0005515: unioén proteica (FM)
GO:0048477: ovogénesis (PB)
GO:0006355: regulacion de la transcripcion ADN
dependiente (PB)

GO:0003700: Actividad de factor de transcripcion
secuencia ADN dependiente (FM)
GO:0005634: ntcleo (CC)

GO:0003677: uniéon al ADN (FM)
GO:0005515: unidén proteica (FM)
GO:0005634: ntcleo (CC) GO:0045893: regulacion
positive de la transcripcion, ADN dependiente (PB)

GO:0005737: citoplasma (CC)

GO:0006974: respuesta frente al daiio de ADN (PB)

GO:0005737: citoplasma (CC)
GO:0048477: ovogénesis (BP)
GO:0003700: actividad de factor de transcripcion
secuencia de AND especifico (FM)
GO:0005634: ntcleo (CC)

GO:0000122: regulacion positiva de la transcripcion del
promotor de la ARN Pol IT (PB)
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No encontramos enriquecimiento modular de términos de GO para el modulo 10 detectado en los
andlisis de aceptancia por uva ni para el modulo 4 para la aceptancia por naranja.

Como se observa en la Tabla 2, algunos de los términos de GO significativos estan relacionados
con la oviposicion. Por ejemplo en el modulo 5 los términos GO:0042078 y GO:0030718 se
refieren a las divisiones iniciales que ocurren en las células germinales y a los procesos
involucrados en el mantenimiento de estas mismas células germinales. En este modulo también
encontramos términos de GO relacionados con la formacion de los microtubulos, los cuales son
fundamentales durante la division celular, tanto mitética como meidtica. En el moddulo 9
encontramos el término GO:0048477 que se refiere al proceso de formacion y maduracion de la
gameta femenina durante la ovogénesis y otros términos (G0O:0000122, GO:0003700, GO:0045893,
GO:0003677, etc.) relacionados con la regulacion de la transcripcion del ADN a nivel general y a
nivel secuencia especifica.

Los resultados de estos analisis nos indican que los modulos de transcripcion en los que se
agrupan los genes asociados a los Q7Ts relacionados con la variacién fenotipica de la AO se
encuentran enriquecidos en términos bioldgicos conectados con la oviposicion, aportando evidencia
sobre nuevos genes relacionados con el comportamiento de oviposicion.

130



B. Preferencia de oviposicion (PO)

Los analisis de asociacion entre la preferencia y el transcriptoma permitieron detectar un total de
475 QTTs significativamente asociados con la variacion fenotipica para la PO (P valor de corte <
0.03) (Tabla 6 en el Anexo de resultados). Del total, 117 QTTs resultaron significativos en los
experimentos en los que a las moscas se les ofrecio la combinacion de recursos UN y 358 QTTs
para la combinacion de recursos UT. Los 475 OQTTs mapearon en 566 genes, 138 asociados con la
variacion en la preferencia por UN y 429 genes a la combinacion UT.

Los QTTs asociados a la combinacion UN se agruparon en 7 modulos (Figura 2 [A]) mientras
que los asociados a la combinacion UT se agruparon en 17 modulos (Figura 2 [B]).

[A]

0.8

uN]

OTT's
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Figura 2. Modulos de transcripcion de los Q7T para el analisis de asociacion realizado para la
PO para las combinaciones de recursos UN [A] y UT [B]. La escala de color representa el valor
R’ para la correlacion entre los transcriptos.

Cuando buscamos si hay QTTs compartidos entre las dos combinaciones de recursos,
encontramos 4 QTTs que mapean en 6 genes que se comparten entre ambas combinaciones de
recursos (Tabla 3).

Tabla 3. Listado de QTTs compartidos entre las combinaciones de recursos UT y UN. ID
corresponde a la identificacion Unica del Q7T y Gen (simbolo) corresponde al nombre y
simbolo de los genes en los cuales mapea el Q775s.

ID GEN (SIMBOLO)
1625617 at Regulator of cullins 2 (Roc2)
1628496 _at defective proboscis extension response 16 (dpri6)

Cellular retinaldehyde binding protein (Cralbp);, Pmi (Pmi); Peptidoglycan
recognition protein LD (PGRP-LD)

1641241 at CG17698

1629385 s_at

El anélisis de GO de los genes en los que mapean los Q77Ts no permitio detectar términos
enriquecidos significativamente. Este resultado es esperable, ya que el nimero de genes que
mapean en los Q77s es muy bajo. Igualmente podemos analizar los términos de GO a los que estan
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asociados estos genes, para tener una idea de su funcionalidad. Encontramos por ejemplo los
términos de respuesta inmune (GO:0006955), percepcion de estimulos quimicos (GO:0007606) y
transporte (GO:0006810) en la categoria de procesos biologicos (PB). En la categoria funcién
molecular (FM) encontramos el término GO:0016918 que se refiere a la union de moléculas al
retinol. Es interesante este ultimo término de GO, ya que nuevamente encontramos enriquecimiento
de genes relacionados con el camino metabdlico del Retinol para la preferencia (Capitulo 3). Por
tanto, este resultado suma evidencia a nivel transcripcional de la asociacion entre el camino
metbolico del retinol en la preferencia.

Posteriormente, nos preguntamos si es posible encontrar eQTL asociados a la PO. Al comparar la
lista de genes candidatos de los GWAS con la lista de genes que mapean en los Q77s encontramos
que los genes CG13284 y Multiple wing hairs (Mwh) se encuentran en ambas listas.

CG13284 se considerd gen candidato por la asociacion detectada en el GWAS de la preferencia
en la combinacion UN y 5 SNPs (2L 16842209, 2L 16843030, 2L._16843057, 2L_16842795, y
2L, 16842796) que se encuentran entre 138 y 414 pares de bases rio abajo del final de transcripcion
del gen. El QTT significativo que mapea en CGI12384 es 1629716 a at. Se han descripto 5
transcriptos y 5 péptidos de CG13284 que han sido asociado a procesos biologicos de fagocitosis,
organizacion del aparato de Golgi, procesos metabdlicos y regulacion negativa de la proliferacion
celular entre otros. Recientemente Durham et a/ (2014) han definido a CG13284 como candidato a
participar de la expresion fenotipica de caracteres de historia de vida dependientes de la edad
(tamafio del cuerpo, fecundidad y supervivencia). Los autores, que también usaron al DGRP en sus
experimentos, midieron la fecundidad semanal de las hembras y encontraron una disminucion
sustancial de la fecundidad a medida que aumenta la edad de la hembra de Drosophila. CG13284
resultd gen candidato asociado con la variacién en la fecundidad en la séptima semana de vida de
las hembras.

Multiple wing hairs (Mwh) se consider6 gen candidato en base a las asociaciones detectadas
entre 4 SNPs intronicos (3L_12100198, 311210204, 311210299 y 3L 1210458) y la preferencia
en la combinacion UN y el QTT 1634493 at. Especificamente, para mwh se hay descriptos 3
transcriptos y 3 polipéptidos que tienen dominios GBD-FH3 (por sus siglas en inglés GTPase
binding domain - formin homology 3). Ha sido clasificado como un gen PCP (PCP por sus siglas en
inglés de planar cell polarity). Los genes PCP son los encargados de regular la polarizacion de las
células dentro del plano del epitelio (Maung y Jenny, 2011). La polaridad de las células es
importante, ya que permite organizar y mantener los tejidos dando la posibilidad de elaborar
estructuras mas complejas como por ejemplo los tricomas del ala y abdomen y el alineamiento de
las cerdas sensoriales en Drosophila (Lu y Adler, 2015).

Con respecto al modo de accién, Mwh seria un cis-eQTL ya que los polimorfismos ocurren en la
zona intronica del gen. En cambio, CG13284 actuaria como trans-eQTL, ya que los SNPs no
ocurren dentro del gen sino que ocurren rio abajo del final de transcripcion del gen.

Finalmente y al igual que para la AO, realizamos el analisis de enriquecimiento de términos de
GO para los modulos de transcripcion en donde encontramos eQ7TLs. Los dos eQTL se encuentran
en los modulos de transcripcion de la combinacion de recursos UN, CG13284 se encuentra en el
moédulo 4 y mwh en el modulo 5.
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En la Tabla 4 se muestran los términos que resultaron enriquecidos en cada médulo. A diferencia
con los resultados encontrados para la AO, para la PO encontramos solamente dos términos de GO
significativos.

Tabla 4. Lista de términos de GO significativos para los moddulos de transcripcion. P*
corresponde al valor de probabilidad luego de la correccion por pruebas multiples de
Benjamini-Hochberg (valor de corte < 0.01). Mddulo se refiere al nimero de moédulo de
transcripcion, entre paréntesis se especifica la combinacion de recursos para el cual se obtuvo
ese modulo. N° de genes modulo se refiere al nimero de genes asociado a ese término de GO
en el modulo, N° de genes genoma es el numero total de genes asociados a ese término de GO a
lo largo del genoma, GO es el cédigo de identificacion del termino significativo y su nombre.
Entre paréntesis se especifica la categoria a la cual pertenece el término.

N° DE N° DE
MODULO GENES GENES P* GO
MODULO  GENOMA
6 (UN) 3 9 0.003 GO:0006508: proteolisis (PB)
GO:0035317: organizacion de los pelos
7 (UN) 3 20 0.001 del ala derivados del disco marginal del
ala (PB)

El primero de ellos, es un término general que se refiere a la hidrdlisis de proteinas en
polipéptidos mas pequefios o en la escision de aminoacidos especificos de la proteina. Aunque el
término por si solo pareciera no brindarnos informacion relacionada con el caracter estudiado, la
hidrélisis de las proteinas juega un rol importante en la regulacion espacial y temporal de la
expresion y funcionalidad de las proteinas en general (Gottesman y Maurizi, 1992).

El segundo término (GO:0035317) se refiere a los procesos relacionados con el montaje,
disposicion de las partes constituyentes o el desmontaje de los pelos de las alas (derivados del disco
imaginal del ala). Los pelos de las alas de Drosophila son proyecciones apicales polarizadas de
actina que sobresalen de cada una de las aproximadamente 30000 células del epitelio del ala. Se
cree que los pelos o tricomas del ala son importantes para el direccionamiento del flujo del aire
sobre el ala durante el vuelo (Guild ef al., 2005).
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5. Conclusiones

En este capitulo hemos mostrado una asociacion entre la variacion fenotipica en dos caracteres
complejos (AO y PO) con la variacion a nivel del transcriptoma. Tanto para la AO como para la PO
detectamos transcriptos que afectan caracteres cuantitativos (Q77s) a través de pruebas de
asociacion entre la variacion fenotipica para AO por cada uno de los recursos y la PO para las dos
combinaciones de recursos ofrecidas. Ademas encontramos solapamiento entre los transcriptos
asociados con la variacion en la AO en los tres recursos ofrecidos como sustratos y con la variacion
detectada en los experimentos de preferencia con ambas combinaciones de sustratos. Al analizar los
genes en los que mapean los Q7T compartidos, encontramos que estos se encuentran asociados con
procesos relacionados con diferentes aspectos de la oviposicion. Por ejemplo genes que juegan un
rol importante en el desarrollo de interacciones en el sistema nervioso, que como seria de esperar
tiene un papel importante en la expresion del caracter comportamental estudiado,
independientemente del recurso ofrecido como medio de oviposicion.

En el caso de la PO, encontramos que los Q77Ts compartidos entre las dos combinaciones de
recursos probadas mapean en genes que estan relacionados con el camino metabolico (pathway) del
retinol, el mismo que encontramos enriquecido en la lista de genes candidatos detectados en los
GWAS para la PO (ver Capitulo III Seccion 1). Nuevamente encontramos evidencia que apoya la
importancia de los pigmentos visuales durante la fase de busqueda y eleccion de los recursos de
oviposicion.

Al unir la informacion obtenida en los analisis de asociacion genotipo — fenotipo con los de
asociacion entre la variacion fenotipica y la abundancia de transcriptos (transcriptoma), pudimos
identificar siete eQTLs, 5 para la AO y 2 para la PO. Los eQTL son genes que estan asociados a la
variacion fenotipica, tanto por su variacion genética como por la variacion a nivel de la abundancia
de sus transcriptos. De los eQTL encontrados para la AO, CG12155, CG9897, spir y stai estan
relacionados de una forma u otra con la formacion de huevos en D. melanogaster. Por ejemplo spir
se ha relacionado con la formacién y organizacion de los filamentos de actina requeridos durante la
ovogénesis (Quinlan, 2013). Con respecto a stai hay evidencia que indica que las hembras de
Drosophila transmiten transcriptos de stai a los ovocitos en formacion, los cuales son
posteriormente utilizados durante la formacion del sistema nervioso del embrién (Ozon et al.,
2002). En el caso de CG12155, se sabe que su dominio proteico estd involucrado en los procesos de
mantenimiento de células germinales y en la diferenciacion de los ovocitos (Bhaskar y Courey,
2002). Por tultimo, CG9897 seria un gen relacionado con el llamado “efecto esperma” el cual
predice que las hembras con un adecuado almacenamiento de esperma son mas propensas al re-
apareamiento (Mannnig, 1967; Prokupek et al., 2009), lo cual podria indicar un rol de CG9897 en
los procesos evolutivos de seleccion sexual post-apareamiento.

El ultimo eQTL encontrado para la AO, fra, es un gen que no esta relacionado con los procesos
de formacion del huevo, pero es interesante, ya que esta vinculado con la formacion de las
proyecciones axonicas retinales del sistema visual en D. melanogaster. En este punto es interesante
destacar que los analisis de asociacion entre AO y el transcriptoma apuntan, nuevamente, y, por
tanto, dan apoyo a los resultados de los GWAS (ver capitulo 3) que sugieren la importancia del
sistema visual durante el comportamiento de oviposicion.
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En relacion a los eQTL asociados con la PO, encontramos que CG13284 esta vinculado con la
fecundidad (Durham et al., 2014) y mhw tiene un rol importante en la regulacion de la polarizacion
celular dentro del plano epitelial (Maung y Jenny, 2011), incluyendo la disposicion de las cerdas
sensoriales a lo largo del cuerpo (Lu y Adler, 2015). Por tanto, los dos genes definidos como eQTL
para la PO estdn relacionados de alguna forma mas o menos directa con los procesos de expresion
del caracter. En este sentido podemos avanzar la hipdtesis de que CG13284 est4 involucrado en el
mecanismo que hace que frente a dos recursos aceptables la hembra elija uno de los recursos como
sustrato de oviposicion. Con respecto a mhw, podemos proponer que la disposicion de las cerdas
sensoriales podria influir en el momento de testear cada uno de los recursos antes de que se
produzca la oviposicion.

Finalmente, los analisis de enriquecimiento en términos de GO para los moddulos de
transcripcion en los cuales encontramos eQ7L mostraron que un enriquecimiento en procesos que
ocurren durante la ovogénesis, mas precisamente con la division celular, union al ADN, regulacion
positiva o negativa de la transcripcion, transporte molecular intra e inter celular, etc. Para los
modulos asociados con la PO encontramos términos de GO relacionados con la organizacioén de los
pelos del ala y la hidrolisis de proteinas. Estos resultados son congruentes, con la funcionalidad de
los eQTL que forman parte de cada moédulo y con el resto de los resultados presentado en esta tesis.

Los resultados de este capitulo contribuyen a demostrar que es posible asociar exitosamente
diversos aspectos relacionados con la variacion del fendéma (Houle er al. 2010) de caracteres
adaptativos que en nuestro caso constituyeron al andlisis y vinculacion de la variacion fenotipica,
las bases genéticas involucradas en la variacion fenotipica (gendémica) y la variacion a nivel de
transcriptos (transcriptoma) que permite tanto una descripcion holistica como una mejor
comprension de la arquitectura genética de la AO y de la PO.
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CAPITULO V

En la presente tesis hemos presentado resultados que contribuyen al conocimiento de la
arquitectura genética del comportamiento de oviposicion en la especie modelo Drosophila
melanogaster.

La arquitectura genética es el conjunto de factores genéticos y sus interacciones mutuas y con el
ambiente, que determinan y controlan un fenotipo y su variacion (Hansen, 2006). El estudio de la
misma implica:

* Identificar los genes que contribuyen a la manifestacion del caracter

* Conocer las interacciones entre estos genes como ensambles funcionales.

+ También interesa saber si hay pleiotropia, es decir si los genes que afectan un
caracter participan en la expresion de otros fenotipos.

» Identificar cudles de estos genes contribuyen a la variabilidad fenotipica natural y
entender las bases moleculares de la variacion alélica.

* Conocer la relacion de los aspectos genéticos con el ambiente

Hasta aqui solamente se han enumerado aspectos que permiten caracterizar y comprender la
arquitectura genética a nivel genético-molecular; ahora, si entendemos a la arquitectura genética no
como un conjunto de parametros estancos sino como una serie de variables dindmicas, describir la
arquitectura genética de un caracter también implica conocer los aspectos variacionales de las bases
genéticas del caradcter a otros niveles de organizacion biologica como por ejemplo:
interindividuales, interpoblacionales e interespecificos (Nosil, 2008; Berner y Salzburger, 2015).

En este contexto, presentaremos los principales aportes que este trabajo hace al tema de estudio.
Con el objeto de comprender el comportamiento de oviposicion, estudiamos dos caracteres
interdependientes, la Preferencia por los sitios de oviposicion (PO) y la Aceptacion de recursos de
oviposicion (AO). En la primer parte de la Tesis, nos focalizamos en la caracterizacion del fenotipo
comportamental asociado a la oviposiciéon en el Panel de Referencia Genético de Drosophila
(DGRP), ofreciendo a las moscas tres recursos de oviposicion que suelen encontrar en los hébitats
de su amplia area de distribucion: uva, tomate y naranja. Luego, caracterizamos la variacion
genética (Seccion 1) y la variacion a nivel de los transcriptos (Seccion 1V) asociada a la variacion
fenotipica para los dos caracteres por medio del uso de herramientas bioinformaticas.

Los principales resultados fueron:

* Las moscas del DGRP presentan abundante variacion tanto fenotipica como genética
para la AO en los tres recursos y para la PO en las dos combinaciones de recursos
ofrecidas.

* La interaccion Genotipo x Ambiente (IGA) significativa para la AO y PO sugiere no
solo un cierto grado de plasticidad fenotipica, sino también que esta tiene, en ambos
casos, base genética.

* Mediante los analisis de asociacion de genoma completo fue posible identificar genes
candidatos que contribuyen a la variacion genética natural de la AO y la PO.

» Tal como se esperaba, la AO y la PO son caracteres complejos y su expresion esta dada
por la accion de muchos genes que interactian entre si.
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* Los genes identificados para la AO se encuentran enriquecidos en funciones
relacionadas con la fecundidad (genes vinculados a la ovogénesis y el desarrollo del
sistema nervioso.

* Varios de los genes asociados con la variacién en la PO forman parte de la via de
sintesis del Retinol y también, encontramos genes asociados al desarrollo del sistema
nervioso.

* Los resultados de pruebas de wvalidacion funcional, que aportan evidencia
independiente, permitieron aportar evidencia de la participacion de 4 de los 6 genes
estudiados (Ugt36Bb, GAPcenA, Vrpl y tst) en la arquitectura genética de la PO.

* En el caso de #st, ademas de aportar pruebas de su participacion en la expresion de la
preferencia de oviposicion, encontramos indicios de que su efecto sobre el fenotipo
puede ser mayormente explicado por la variacion en un nucleétido.

* Las pruebas de asociacion entre la variacion en el nivel de transcripcion con la
variacion en la AO y la PO, permitieron identificar médulos de transcripcion asociados
a la variacion fenotipica. Los genes que conforman estos modulos de transcripcion se
encuentran relacionados entre si a través de procesos y redes génicas.

+ El analisis conjunto de los resultados de los experimentos de asociacion fenotipica con
la variacion a nivel estructural (secuencia gendémica) y la variacion a nivel de la
transcripcion permitieron identificar un total de 7 eQTL: CG12155, CG989Y, fra, spir,
stai, CG13284 y Mwh. Estos genes son importantes, ya que fue posible asociarlos a la
variacion fenotipica, tanto por su variacion genética como por la variacién a nivel de la
abundancia de sus transcriptos.

Los resultados obtenidos en los diferentes capitulos de la presente tesis nos aportan evidencia de
como la expresion del comportamiento de oviposicion, es reflejo de las interacciones dindmicas
entre los organismos y su ambiente.

Hemos encontrado, que la arquitectura genética del comportamiento de oviposicion presenta
aspectos esperados para un caracter complejo como el gran niimero de genes que la componen, las
redes genéticas interconectadas y la dependencia con el ambiente.

Nuestro estudio revela que el sistema nervioso juega un papel importante en la expresion de
ambos caracteres. El enriquecimiento en genes cuyas funciones estan relacionadas con el desarrollo
neuronal y sobre todo, con la formacion de nuevas conexiones neuronales, es un resultado
recurrente a lo largo de las distintas secciones de esta tesis. Existe evidencia de la importancia del
sistema nervioso en la expresion de diversos comportamientos, algunos de los cuales estan
estrechamente relacionados con la oviposicion como por ejemplo el Cortejo (Pavlou y Goodwin
2013). La expresion de los factores de trascripcion fruitless (fru) y doublesex (dsx) en las neuronas
sensoriales, inter neuronas y neuronas motoras sugiere la existencia de una red capaz de recibir,
procesar y transferir informacién que controla el cortejo tanto en machos como en hembras en
Drosophila (Pavlou y Goodwin 2013). Una de las derivaciones que surgen de esta Tesis es
investigar, especificamente, como regula el sistema nervioso las diferentes etapas de la oviposicion
y los genes involucrados en dicho proceso.
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Por otro lado, encontramos evidencia del rol del sistema visual en el comportamiento de
oviposicion. Especificamente, encontramos que la arquitectura genética de la preferencia de
oviposicion esta enriquecida en genes que participan del camino metabolico del retinol. Este
resultado se dio tanto en la asociacion del fenotipo con la variacion genética como en la asociacion
del fenotipo con la variacién a nivel de los transcriptos. Esta es la primera vez, a nuestro entender,
que se presenta evidencia del rol que cumple el sistema visual en la eleccion del recurso de
oviposicion. Uno de los genes que participan de este camino metabolico, es Ugt36Bb. Ademas, su
participacién en la preferencia de oviposicion fue confirmada mediante pruebas de validacion
funcional. Un estudio que investigue con mayor profundidad la relacion del sistema visual con el
comportamiento de oviposicion resultaria muy interesante a fin de establecer relaciones causales
entre ambos caracteres. Asimismo, identificar el mecanismo de accion de Ugt36Bb en los diferentes
caminos metabolicos asociados al sistema visual y la oviposiciéon permitird establecer nexos entre
ambos caracteres.

En la ultima parte de la tesis, realizamos un analisis integral (asociacion fenotipo-genomico-
transcriptomico) de los resultados obtenidos. Especificamente identificamos que la variacion
genomica y transcriptomica de: CGI12155, CG9897, fra, spir, stai, CG13284 y Mwh se asocian
significativamente con la variacion fenotipica de los caracteres que hemos estudiado. Spir, stai, fra
y CGI12155 participan de los procesos de formacion, diferenciacion y mantenimiento de los
ovocitos. CG9897 esta relacionado con el almacenamiento de esperma y CGI3284 con la
fecundidad. Mwh, estd asociado con la disposicion corporal de las cerdas sensoriales. Estos
resultados, por un lado validan las metodologias que utilizamos, ya que analisis distintos llegan a un
mismo resultado, y por el otro aportan nueva informacion sobre los procesos que regulan el
comportamiento de oviposicion. La formacion de los oocitos, el almacenamiento del esperma y el
sistema sensitivo parecen ser elementos claves en el comportamiento de oviposicion.

Finalmente, un aspecto que destacamos del trabajo realizado en esta Tesis Doctoral es la
utilizacion de diferentes metodologias experimentales y de analisis bioinformaticos a fin de aportar
al conocimiento de la arquitectura genética de este complejo caracter adaptativo. En este sentido, el
trabajo realizado permitié dilucidar los factores que operan a nivel gendémico y de la expresion
génica, los factores ambientales (plasticidad fenotipica) y la interrelacion entre todos estos
componentes involucrados en la variacion fenotipica del cardcter y, consecuentemente, que
orquestan su expresion fenotipica.

Lic. Maria I L Betti Dr. Esteban Hasson Dr. Juan José Fanara
Doctoranda Director de Tesis Director Asistente
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ANEXO METOLOGICO

1. Stock de lineas del panel de referencia genética de Drosophila (DGRP)

En esta tesis utilizamos 40 lineas que conforman el nucleo fundacional del panel de referencia
genética de Drosophila (por sus siglas en ingles DGRP). El stock de lineas es una muestra de la
poblacion natural de Drosophila melanogaster de la localidad de Raleigh en el estado de Carolina
del Norte en Estados Unidos. El muestreo que dio lugar al DGRP se realizd en la primavera del afio
2003 en el Mercado NC Farmer’s de Raleigh (35°45'46" N 78°39'44" O; Figura 1).

farmers Mari{e{-u

f

~ Raleigh, NC
&

"

Figura 1. Mercado NC Farmer’s en la ciudad de Raleigh. Carolina del norte. USA en donde se
realiz6 el muestro original para fundar el DGRP.

Cada una de las lineas del panel deriva de una hembra fecundada en la naturaleza y se mantuvo
por cruzamientos hermano x hermana a lo largo de 20 generaciones (Figura 2) para alcanzar un
grado de isogenisacion del 98.6% (Huang et al., 2014). Como resultado del procedimiento de
isogenisacion se establecieron lineas viables y fértiles altamente homocigoticas para todos sus loci,
con una reduccion significativa de alelos deletéreos.
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Figura 2. Metodologia utilizada para la obtencion del DGRP con el protocolo de
isogenisacion y posterior secuenciacion de cada una de las lineas.

Una vez finalizada la isogenisacion y hasta el momento de efectuarse los ensayos fenotipicos, las
lineas se mantuvieron como poblaciones estables en el laboratorio. Los adultos de las diferentes
lineas se criaron en medio de cultivo estandar de Drosophila. Este medio de cultivo es alimento
preparado a base de harina de maiz, azlicar y agar. Aproximadamente cada 15 dias los adultos se
transferian a tubos con medio de cultivo fresco para evitar mortalidad larvaria denso-dependiente y
para mantener un control del tamafio poblacional. Todas las lineas se mantuvieron en camaras de
cria bajo condiciones controladas de temperatura (25 = 1 °C), humedad (60 - 70%) y fotoperiodo
(12:12 hs. luz/oscuridad). Transcurrieron aproximadamente 40 generaciones entre el final de la
isogenisacion y el comienzo de los ensayos fenotipicos.

2. Ensayos Preferencia de oviposicion (PO)

El ensayo biologico para medir la preferencia de oviposicion (PO) consistio en la liberacion de
veinte machos y veinte hembras maduros (4 a 6 dias de edad) de la misma linea del DGRP en
camaras de oviposicion (cajas de acrilico transparente de 20 cm. x 15 cm. x 5 cm.). Cada camara
contenia en su interior cuatro placas con medio de oviposicion (placas de acrilico transparente de
0.15 cm. x 0.2.5 cm.). El medio de oviposicion consisti6é en un preparado de agar (10 gr./l.), agua
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destilada mas un licuado (200 gr/l) de uno de los recursos elegidos. Las placas de oviposicion se
distribuyeron en el interior de cada camara de oviposicioén de forma tal que los dos tipos de recursos
quedaran intercalados para asegurar la aleatoriedad de las mismas (Figura 3).

[A]

[B]

Figura 3. Camaras de oviposicion utilizadas en los ensayos de PO. [A] cdmara de oviposicion
con la combinacion de recursos UT. [B] cdmara de oviposicion con la combinacion de recursos
UN.

Una vez preparadas las camaras se les permitio a las hembras oviponer durante un periodo de
36 hs. bajo condiciones controladas de luz, temperatura (foto periodo 12:12 a 25°C) y humedad (60
- 70%). Al cabo de las 36 hs. se desarmaron las camaras y se procedio a fotografiar cada una de las
placas de oviposicion (figura 4). El dispositivo para tomar las fotografias consta de una camara
digital (Sony Cybershot DSC-P93A) conectada a una lupa (Leica L2). Por ultimo, de cada fotografia
obtenida se contabilizé el nimero de huevos utilizando el programa Tpsdig v1.40 (Rohlf, 2001).
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Figura 4. Placas de oviposicion. [A] corresponde al recurso uva. [B] corresponde al recurso naranja y [C] al recurso tomate. Las flechas
indican la posicion de un huevo a modo de ejemplo.
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3. Ensayos de Aceptacion de recursos de oviposicion (AO)

Los ensayos de Aceptacion de recursos de oviposicion fueron idénticos a los ensayos
realizados para medir la PO con la diferencia que en vez de usar dos recursos distintos como
estimulos de oviposicion, se utilizé solo un recurso por camara de oviposicion. En otras
palabras, cada camara contenia en su interior 4 placas con el mismo medio de oviposicion
(Figura 5). Los recursos utilizados fueron, alternativamente, uva, tomate y naranja. La
preparacion de los medios de oviposicion, edad de las moscas, tiempos de permanencia de las
mismas en las camaras de recoleccion de huevos fueron iguales a los ensayos de PO. Una vez
finalizado cada ensayo, se fotografié cada placa de oviposicion y se contabilizo el numero de
huevos siguiendo el mismo protocolo descripto en los ensayos de PO. Se realizaron 5 réplicas
por cada linea por cada recurso.

Figura 5. Camaras de oviposicion preparadas para los ensayos de AO. Cada camara posee
un solo recurso en su interior [A] Uva, [B] Naranja, [C] Tomate y [D] Camaras terminadas.

4. Secuenciacion de las DGRP

La extraccion del ADN genomico se realizo utilizando el Gentra Purgene Tissue Kit para un
total de 168 lineas (ver Mackay et al., 2012 para mas detalles). La secuenciacion se realizo
usando dos tecnologias de secuenciacion: Solexa de [lumina inc. 'y 454 de Roche Diagnostics
Corporation. En el ensamblado de los genomas de las lineas del DGRP se utilizaron
complementariamente los resultados de las dos tecnologias de secuenciacion para resolver
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problemas inherentes a cada tecnologia y de ensamble en las secuencias. El genoma de
referencia usado durante el ensamble fue la version 5.13 del genoma de Drosophila
melanogaster. En la genotipificacion e identificacion de las variantes genéticas se empled el
método probabilistico Joint genotyper for inbred lines (JGIL). Para detalles extras sobre la
secuenciacion, ensamblado y genotipificacion ver Mackay et al. (2012) y Huang et al. (2014).

Se han publicado dos versiones de la base de datos del DGRP, la primer base fue la llamada
freeze 1.0 (Mackay et al., 2012) y posteriormente, se publico la segunda version, el freeze 2.0
(Huang et al., 2014). Las bases de datos se utilizan durante los analisis de asociacion fenotipo —
genotipo. La diferencia entre las dos, es que en la segunda se tienen en cuenta los efectos del
genotipo para las inversiones cromosomicas que segregan en la poblacion natural de las DGRP
y también, realizan correcciones por el status de infeccion por Wolbachia sp. de las lineas del
DGRP (Huang et al., 2014).

PBac{PB}

5" pigeyBac 3 piggyBac

Gal4-UAS enhancer Su (Hw)

PBac{WH} White +

3 pigevBac 3 piggyBac

Mi {ET1}

3XP3 promoter

Figura 6. Esquema de los distintos elementos transponibles insertados en las lineas
mutantes usadas en las pruebas de validacion funcional.
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Tabla 1. Medias fenotipicas de las 40 lineas del DGRP utilizadas en los experimentos de AO en
los tres medios de recoleccién de huevos. MEDIA: nimero total de huevos por réplica, DE:
desvio estandar, EE: al error estandar, MIN y MAX: son los valores maximos y minimos,
respetivamente, del valor fenotipico obtenidos para cada linea, n: nimero de réplicas.

UVA

LINEA DGRP n  MEDIA DE EE MIN MAX

RA_208 5 13.31 2.28 1.02 11.42 17.19
RA_301 5 11.52 0.63 0.28 10.74 12.18
RA_303 5 13.47 1.88 0.84 11.51 16.07
RA_304 5 7.04 2.34 1.05 4.17 9.82
RA_306 5 12.65 3 1.34 8.27 14.91
RA_307 5 13.27 2.78 1.25 8.39 15.05
RA_313 5 6.79 1.14 0.51 5.95 8.74
RA 315 5 12.48 1.62 0.73 10.88 14.88
RA 324 5 14.03 1.98 0.88 11.33 16.2
RA_335 5 11.03 1.98 0.88 8.33 13.54
RA_357 5 12.64 1.69 0.76 10.27 15.05
RA_358 5 8.54 1.32 0.59 6.35 9.56
RA_360 5 9.95 2.02 0.91 7.51 12.14
RA_362 5 11.77 1.43 0.64 9.97 13.91
RA_365 5 14.92 2.32 1.04 12.54 17.84
RA_375 5 11.88 1.65 0.74 9.29 13.62
RA_379 5 6.92 0.6 0.27 6.03 7.44
RA_380 5 17.39 2.14 0.96 15.89 21.15
RA_391 5 8.72 1.8 0.81 6.11 11.15
RA_399 5 12.13 0.84 0.37 11.06 13.09
RA_427 5 13.05 1.24 0.55 11.33 143
RA_437 5 8.58 2.05 0.92 6.66 12.06
RA 486 5 12.23 2.21 0.99 9.29 15.11
RA_514 5 12.62 1.39 0.62 10.17 13.43
RA_517 5 11.22 1.34 0.6 9.4 12.5
RA_555 5 14 0.72 0.32 13.09 14.88
RA_639 5 11.13 1.55 0.69 9.71 13.65
RA_705 5 10 1.57 0.7 7.57 11.64
RA 707 5 10.02 1.11 0.5 8.97 11.33
RA 712 5 12.74 1.64 0.73 10.83 14.85
RA_714 5 7.69 0.78 0.35 6.66 8.33
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RA_730 5 9.46 1.12 0.5 8.51 11.37
RA 732 5 11.21 153 0.68 8.74 12.9
RA 765 5 12.59 082 037 1137 13.43
RA 774 5 12.61 149 067  11.33 15.18
RA_786 5 8.25 249 111 6.35 12.34
RA 799 5 10.85 3.23 1.44 5.6 13.43
RA 820 5 13.56 3.57 1.6 8.62 17.19
RA 852 5 11.81 1.35 0.6 9.77 13.32
RA_859 5 12.24 054 024 1155 12.94
NARANJA

LINEA DGRP n  MEDIA DE EE MiN MAX
RA 208 5 11.92 1.06 047 10.6 13.32
RA 301 5 12.93 266  1.19  10.36 16.86
RA 303 5 12.42 196  0.88 9.02 13.87
RA_304 5 9.47 099  0.44 7.77 10.22
RA 306 5 11.45 2.4 1.08 8.62 15.11
RA 307 5 13.59 2.69 1.2 10.74 17.62
RA 313 5 8.91 0.95 043 7.96 10.12
RA 315 5 6.6 1 0.45 5.33 8.09
RA 324 5 15.08 193 086  13.43 18.29
RA 335 5 14.46 1 0.45  13.39 15.47
RA 357 5 10.07 1.12 0.5 9.13 11.89
RA 358 5 9.19 1.15  0.51 7.64 10.31
RA 360 5 8.97 2.14 096 5.6 11.33
RA 362 5 11.72 2.71 1.21 9.08 14.98
RA 365 5 12.33 272 1.22 7.57 14.37
RA 375 5 11.89 2.55 1.14 7.51 13.94
RA 379 5 7.63 162  0.72 5.04 9.4
RA_380 5 14.53 086 038  13.01 15.08
RA 391 5 9.72 0.68 031 8.85 10.6
RA 399 5 16.08 155 069  13.98 17.7
RA 427 5 16.11 2.4 1.07  13.24 19.14
RA 437 5 8.41 229  1.02 6.03 11.15
RA 486 5 11.15 123 0.55 9.92 12.5
RA 514 5 13.55 2.02 0.9 10.12 15.47
RA 517 5 9.68 0.56 025 8.8 10.31
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RA_555 5 14.73 163 073 12.62 16.53
RA 639 5 9.69 1.88  0.84 6.96 11.64
RA 705 5 14.15 078 035 13.47 15.05
RA_707 5 13.89 1.5 0.67  12.62 16.38
RA 712 5 8.29 128  0.57 7.1 10.07
RA 714 5 7.48 2.14 096 5.86 11.06
RA 730 5 13.06 1.16 052 1142 14.44
RA_732 5 15.06 136  0.61 13.58 16.44
RA_765 5 16.1 124 056  14.19 17.13
RA 774 5 12.1 2.38 1.06 9.77 15.57
RA_786 5 8.89 133 0.59 7.57 10.88
RA_799 5 727 172 0.77 5.42 9.61
RA_820 5 10.76 158  0.71 8.68 12.5
RA 852 5 8.06 086  0.38 6.66 8.97
RA 859 5 6.01 432 193 0.61 11.81
TOMATE

LINEADGRP n  MEDIA DE EE MIN MAX
RA 208 5 15.48 326 146 1055 19.45
RA 301 5 15.46 192 086  12.78 18.07
RA 303 5 12.27 376 1.68 6.19 15.41
RA_304 5 6.96 1.16  0.52 5.14 7.9
RA 306 5 9.88 171 0.77 7.17 11.33
RA 307 5 11.99 194 087  10.36 15.08
RA 313 5 13.72 2.7 1.21 10.6 17.53
RA 315 5 7.52 148  0.66 5.23 8.8
RA 324 5 12.76 2.6 1.16 8.8 15.01
RA 335 5 9.64 23 1.03 6.19 12.34
RA 357 5 9.69 192 0.86 6.27 10.79
RA 358 5 9.4 1.74  0.78 7.03 11.11
RA 360 5 10.02 153 0.68 8.15 11.76
RA 362 5 17.09 234 1.05 13.94 19.53
RA 365 5 15.37 219 098  12.62 18.61
RA 375 5 15.35 3.33 149  10.55 19.45
RA 379 5 12.45 1.64 073 9.87 14.08
RA_380 5 15.98 125 056  14.57 17.42
RA 391 5 12.84 034 015 1234 13.28
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RA_399
RA_427
RA_437
RA_486
RA 514
RA 517
RA_555
RA_639
RA_705
RA_707
RA 712
RA 714
RA_730
RA_732
RA_765
RA_774
RA_786
RA_799
RA_820
RA_852
RA_859
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10.18
15.15
7.39
12.3
15.26
9.67
15.28
5.65
12.51
15.7

7.64
14.39
12.28
14.04
15.68
4.96
9.02
12.32
12.34
5.38

1.75
3.39
1.94
1.3
1.88
0.73
0.51
1.01
2.32
1.74
2.11
0.5
1.87
3.31
3.65
1.46
1.85
1.31
1.89
2.28
1.02

0.78
1.52
0.87
0.58
0.84
0.33
0.23
0.45
1.04
0.78
0.95
0.22
0.84
1.48
1.63
0.65
0.83
0.58
0.84
1.02
0.46

7.64
11.46
4.51
10.51
13.01
8.74
14.47
4.51
9.45
13.76
4.62
7.1
13.13
8.51
9.4
13.24
3.22
7.717
10.93
8.33
4.62

11.97
18.5
9.13

13.72

18.12

10.69

15.76
7.03

15.85

18.26
9.24
8.39

17.65

16.53

18.39

16.83
8.09

10.74

15.54

13.83
6.96

Tabla 2. Medias fenotipicas de las 40 lineas del DGRP en los experimentos de PO en las dos
combinaciones de medios de recoleccion de huevos. MEDIA: valor medio por réplica del indice
de preferencia (IP), DE: desvio estandar, EE: al error estandar, MIN y MAX: son los valores
maximos y minimos, respetivamente, del valor fenotipico obtenidos para cada linea, n: nimero

de réplicas.

UT

LINEA DGRP n MEDIA DE EE MIN MAX
RA 208 5 0.27 0.2 0.09 0.01 0.55
RA 301 5 0.38 021  0.09 0.05 0.57
RA 303 5 0.25 0.21 0.1 0.08 0.52
RA 304 5 0.29 029  0.13 0.04 0.7
RA 306 5 0.19 0.15  0.07 0.04 0.41
RA 307 5 0.42 0.23 0.1 0.04 0.63
RA 313 5 0.12 038  0.17 -0.28 0.55
RA 315 5 0.16 029  0.13 -0.33 0.41
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RA 324
RA_335
RA_357
RA_358
RA_360
RA_362
RA_365
RA_375
RA_379
RA_380
RA 391
RA_399
RA_427
RA_437
RA_486
RA 514
RA 517
RA_555
RA_639
RA_705
RA_707
RA_712
RA_714
RA_730
RA_732
RA_765
RA_774
RA_786
RA_799
RA_820
RA_852
RA_859
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0.2
0.16
0.16
0.29

0.2

0.5

0.3
0.47
0.48
0.24
0.28
0.51
0.37
0.49
0.27
0.52
0.48
0.32
0.23
0.38
0.35
0.16

0.2

0.1
0.22
0.24
0.36

0.1
0.52
0.28
0.29
0.53

L W L W b U i b b b i L b b b b i b b b b b b b b b b i b e e O

0.3
0.23
0.15
0.17
0.24
0.11
0.33
0.23
0.16
0.28
0.23
0.24
0.18
0.05
0.15
0.27
0.07
0.26
0.18

0.2
0.27
0.19
0.31

0.1
0.31
0.15
0.18
0.38
0.11
0.28
0.36
0.11

0.13
0.1
0.07
0.08
0.11
0.05
0.15
0.1
0.07
0.12
0.1
0.11
0.08
0.02
0.07
0.12
0.03
0.12
0.08
0.09
0.12
0.09
0.14
0.05
0.14
0.07
0.08
0.17
0.05
0.13
0.16
0.05

-0.13
-0.19
-0.08
0.05

-0.12
0.34
-0.22

0.2

0.27
-0.08
-0.08
0.25

0.17
0.43

0.11

0.1

0.36
0.05

0.07
0.06
0.06
-0.12
-0.28

0.0034

-0.05
0.07
0.16
-0.43
0.34
-0.16
-0.03
0.35

0.52
0.41
0.3
0.52
0.56
0.63
0.66
0.67
0.67
0.67
0.53
0.77
0.62
0.55
0.44
0.71
0.56
0.69
0.44
0.55
0.68
0.37
0.55
0.27
0.56
0.41
0.58
0.6
0.63
0.47
0.89
0.62
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UN
LINEA DGRP n MEDIA DE EE MIN MAX
RA 208 5 0.26 0.2 0.09 -0.06 0.44
RA 301 5 0.16 0.19  0.08 -0.14 0.34
RA 303 5 0.33 0.15  0.07 0.07 0.46
RA 304 5 0.57 0.2 0.09 0.26 0.75
RA 306 5 -0.1 034  0.15 0.3 0.5
RA 307 5 0.52 0.15  0.07 0.35 0.68
RA 313 5 -0.001 026  0.12 -0.31 0.26
RA 315 5 0.22 0.14  0.06 0.03 0.4
RA 324 5 0.14 0.19  0.08 0.17 0.28
RA 335 5 -0.03 0.07  0.03 -0.13 0.05
RA 357 5 0.19 0.23 0.1 -0.21 0.36
RA 358 5 0.3 0.21 0.1 0.05 0.58
RA 360 5 0.09 0.4 0.18 0.61 0.35
RA 362 5 0.11 037  0.16 -0.4 0.63
RA 365 5 0.35 031  0.14 -0.07 0.74
RA 375 5 0.15 0.18  0.08 -0.05 0.38
RA 379 5 0.03 0.1 0.05 0.11 0.17
RA 380 5 0.22 024 0.1 0 0.61
RA 391 5 0.55 0.13  0.06 0.41 0.71
RA 399 5 0.05 0.13  0.06 -0.13 0.19
RA 427 5 0.37 0.15  0.07 0.2 0.53
RA 437 5 -0.15 0.3 0.13 -0.42 0.34
RA_486 5 0.04 027  0.12 -0.28 0.32
RA 514 5 0.22 027  0.12 -0.07 0.61
RA 517 5 0.62 0.14  0.06 0.44 0.76
RA 555 5 0.08 0.23 0.1 -0.26 0.31
RA 639 5 0.03 0.17  0.08 -0.22 0.24
RA 705 5 0.47 035  0.16 -0.05 0.8
RA 707 5 0.06 0.2 0.09 -0.09 0.39
RA 712 5 0.17 0.14  0.06 -0.01 0.32
RA 714 5 0.17 0.21 0.1 -0.07 0.47
RA 730 5 0.2 0.16  0.07 -0.01 0.44
RA_732 5 0.01 0.15  0.07 0.17 0.21
RA_765 5 0.02 0.13  0.06 -0.21 0.13
RA 774 5 0.11 0.19  0.09 -0.12 0.34
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RA_786 5 0.14 0.35 0.15 -0.25 0.51
RA_799 5 -0.24 0.23 0.1 -0.5 0.03
RA 820 5 0.1 0.43 0.19 -0.5 0.53
RA_852 5 0.01 0.21 0.09 -0.19 0.28
RA_859 5 -0.08 0.22 0.1 -0.4 0.14

Tabla 3. Resultados de los GWAS realizados para los recursos uva, naranja y tomate y sus
interacciones obtenidos en los experimentos de AO. FAM corresponde a la Frecuencia del alelo
minoritario, EFECTO es el efecto medio de los alelos.

UVA
POLIMORFISMO FAM EFECTO P valor
2L 5861809 DEL 0.303 1.729 1.358x10™®
2R_18878291 SNP 0.184 1.767 4.103x10"7
3L 6457637 SNP 0.250 1.598 7.645 x10™7
2L 20317282 SNP 0.457 -1.394 1.113 x10
3L 13740771 _SNP 0.462 -1.308 1.472 x10
X 7621720 SNP 0.324 -1.427 1.598 x10
2L 7058177 SNP 0.270 1.495 1.923 x10
X 7621807 SNP 0.342 -1.376 2.159 x10¢
3L 5543268 SNP 0.205 1.594 2.270 x10¢
2R 2803308 DEL 0.297 1.440 2.545x10¢
2R 2803317 INS 0.297 1.440 2.545x10
2L 7186753 SNP 0.487 1.310 3.027 x10™¢
X 7621822 SNP 0.342 -1.351 3.782x10™¢
3L 6459120 SNP 0.194 1.662 3.952 x10%
3L 13704840 DEL 0.158 1.741 5.075x10™°
2L 8767323 SNP 0.500 -1.297 5.958 x10%
X 7621816 _SNP 0.316 -1.355 6.255 x10™°
2R 8591184 SNP 0.487 1272 7.010 x10¢
2L 15083782 SNP 0.351 -1.331 7.108 10
2R 18874786 SNP 0.167 1.727 7.346 x10™¢
2L 8767272 SNP 0.486 -1.298 8.650 x10
X 7622091 SNP 0.359 -1.279 9.009 x10™°
X 7622092 SNP 0.359 -1.279 9.009 x10™¢
X 7622118 SNP 0.359 -1.279 9.009 x10¢
X 7622125 SNP 0.359 -1.279 9.009 x10™¢
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NARANJA
POLIMORFISMO FAM EFECTO P valor
2L 4629840 SNP 0.429 1.880 3.682x10™
X 8719158 SNP 0.180 2275 1.363 x10
2L 5611472 _SNP 0.294 -1.999 1.679 x10™°
2L 19900436 INS 0.235 -2.144 1.838 x10™
2L 20255829 DEL 0.158 -2.350 2238 x10
X 17268493 SNP 0.263 1.871 3.825x10°
3L 5566999 SNP 0.189 -2.120 4.029 x10°°
2R 2860360 SNP 0.189 -2.147 5.258 x10™¢
3L 16481089 SNP 0.229 2.097 5.805 x10™°
3L 16481072 INS 0.250 1.970 6.657 x10™°
3R 12315144 SNP 0.135 -2.453 6.985 x10™¢
X 17076304 INS 0.308 -1.719 7.098 x10¢
X 15288456 _SNP 0.290 1.818 7.121 x10°
3L 16481086 SNP 0.243 1.966 7.387 x10¢
3L 16481087 SNP 0.243 1.966 7.387 x10™¢
3L 16481091 SNP 0.243 1.966 7.387 x10¢
2L 7085689 SNP 0.250 -1.913 7.955 x10%
2R 8646252 SNP 0.342 -1.752 8.746 x10
3L 16481067 SNP 0.265 1.961 9.472 x10™¢
2R 1718935 SNP 0.108 -2.647 9.700 x10™°
TOMATE
POLIMORFISMO FAM EFECTO P valor
2L 16334560 SNP 0.417 -2.246 2.350x10"’
3L 10932552 _SNP 0.421 2.119 3.734x10"
2L 10510926 _SNP 0.472 2.127 5.077x10™
X_ 14339942 SNP 0.395 2.072 8.129x10"’
3L 3935808 DEL 0.189 2.597 1.050 x10™¢
2R 2015111 SNP 0.333 -2.180 1.098 x10
2L 16334400 SNP 0.471 2.213 1.168 10
X 14339941 SNP 0.421 -2.026 1.206 10
3R 9635393 DEL 0.250 2.451 1.255 x10™°
X 17658734 SNP 0.308 -2.187 1.378 x10
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2L 16334673 SNP 0.382 -2.156 2.177 x10¢
X _ 17658804 INS 0.316 -2.167 2.553 x10
X_ 17658807 _SNP 0.316 -2.167 2.553 x10
2L 4151015 _SNP 0211 2.446 2.633 x10°
2L 6114772 _SNP 0.132 2.951 3.609 x10¢
3L 3935924 SNP 0.231 2.210 5.929 x10™°
X_ 14340068 SNP 0.417 -1.980 6.774 x10°
2R 8446682 SNP 0.421 1.935 7.387 x10¢
X 12643623 SNP 0.417 -1.884 7.553 x10¢
X 12645967 SNP 0.389 -1.888 7.775 x10%
2R 6252725 SNP 0.343 2.094 7.994 x10¢
2R 2059465 SNP 0.474 -2.025 8.206 x10
2R 17307040 SNP 0.306 2.096 8.396 x10
3R 23526606 SNP 0.405 -1.962 8.700 x10
2R 16971153 SNP 0.444 -1.947 8.736 x10
2L 5462164 SNP 0.432 1.845 8.906 x10
X 12644653 SNP 0.444 -1.831 8.923 x10™°
2L 16334529 SNP 0.342 -2.033 9.345 x10™°
X 17658736 _SNP 0.290 2.118 9.497 x10™¢
X 16148634 INS 0.432 -1.977 9.717 x10™°
2R 4502553 SNP 0.270 2.156 9.720 x10%

INTERACCION UVA-NARANJA

POLIMORFISMO FAM EFECTO P valor
X 18222820 DEL 0.167 -2.984 1.355x10
2L 13665798 SNP 0.132 -3.207 1.474 x10°
3R 15728462 SNP 0.105 -3.520 1.825 x10°
3R 18211656 _SNP 0.132 -3.153 2.485x107
2R 7605545 SNP 0.105 -3.502 2.770 x10
2R 9806725 SNP 0.108 -3.463 2.774 x10¢
2R 9802542 INS 0.105 -3.452 2.816x10°
2R 9802544 SNP 0.105 -3.452 2.816x10™
2R 9804296 SNP 0.105 -3.452 2.816 x10™¢
2R 9804866 SNP 0.105 -3.452 2.816 x10¢
2R 9805778 SNP 0.105 -3.452 2.816x10™
2R 9808494 SNP 0.105 -3.452 2.816 x10¢
2R 9808685 SNP 0.105 -3.452 2.816 x10™¢
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2R 9808941 SNP 0.105 -3.452 2.816 x10¢
2L 20255829 DEL 0.158 -2.930 2.936 x10

X 8625171 _SNP 0.108 -3.435 3.266 x10™°

X_ 8625188 SNP 0.108 -3.435 3.266 x10™°
2R 8565535 SNP 0.105 -3.425 3.532x10
2L 3412491 SNP 0.105 -3.431 3.712x10°
3R 7789458 SNP 0.111 -3.415 4539 x10™
3R_7705047 DEL 0.111 -3.445 4.543 x10°°
2L 20255828 SNP 0.135 -3.110 4.619 x10°°
3R 16814693 SNP 0.135 -3.094 4.957 x10
3L 16808001 INS 0.235 2,610 5.031 x10¢
2R 7588731 SNP 0.103 -3.434 5.211x10
3R 5660260 SNP 0.103 -3.434 5.211x10
3L 8076749 SNP 0.108 -3.382 5226 x10°
3R 18297933 SNP 0.105 -3.390 5.379 x10¢
3R 18297935 SNP 0.105 -3.390 5.379 x10™¢
3R 18297941 SNP 0.105 -3.390 5379 x10°
2L 6887035 _SNP 0.105 -3.432 5.591 x10
2L 6887132 SNP 0.105 -3.432 5.591 x10™¢
3R 18397772 SNP 0.103 -3.358 5.850 x10%
2R 7295906 _SNP 0.103 -3.427 6.482 x10™°
2L 20265188 DEL 0.105 -3.431 7.382x10°
3R 24561305 SNP 0.162 -2.846 7.403 x10¢
3R 22880834 INS 0.108 -3.333 7.459 x10%
2L 6227483 SNP 0.118 -3.437 7.545 x10°
2L 6887142 SNP 0.108 -3.389 7.680 x10°
2R 3609310 SNP 0.342 2.167 7.758 x10™¢
3L_3010876_SNP 0.108 -3.321 8.386 x10
3L 3010579 SNP 0.108 -3.332 8.431 x10
2L 20083929 SNP 0.286 -2.404 9.574 x10™¢
3R 26298741 INS 0.111 -3.379 9.756 x10™¢
X 17244532 _SNP 0.132 -3.005 9.772 x10™°
X 17244555 SNP 0.132 -3.005 9.772 x10™¢
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INTERACCION UVA-TOMATE

POLIMORFISMO FAM EFECTO P valor
2R_10248195SNP 0.111 -3.801 3.656 x10™°
2L_11980200SNP 0.194 -2.993 4.621x10%
2R 10248142SNP 0.108 -3.761 4.672x10°
2R_10248192SNP 0.108 -3.761 4.672x10™°

2R 10248264 MNP 0.108 -3.761 4.672x10™
2R_10248268SNP 0.108 -3.761 4.672x10™°
2R_10248290SNP 0.108 -3.761 4.672x10°
2R_10248291SNP 0.108 -3.761 4.672x10°
2R_10248293DEL 0.108 -3.761 4.672x10™
2R_10248300SNP 0.108 -3.761 4.672x10°
2R 10248315SNP 0.108 -3.761 4.672x10™°
2R_10248317SNP 0.108 -3.761 4.672x107%
2R_10248331DEL 0.108 -3.761 4.672x10™
2R_10248382SNP 0.108 -3.761 4.672x10°
2R_10248390SNP 0.108 -3.761 4.672x10
2R_10248391SNP 0.108 -3.761 4.672x107%
2R_10248396SNP 0.108 -3.761 4.672x10™
2R_10248400SNP 0.108 -3.761 4.672x10°
2R_10247986SNP 0.132 -3.401 4.834x10™
2R_10237768SNP 0.128 -3.394 5.681x10%

X_9446758SNP 0.460 2.157 6.347x10™°
3R_18491021DEL 0.154 -3.118 6.725x10™°
3R_18491025SNP 0.154 -3.118 6.725x10™
2L _16334560SNP 0.417 -2.328 6.767x10™°
2L 11980178SNP 0.177 -3.155 7.774x10°
2R_10248381SNP 0.111 -3.691 8.229x10™°
2L _11980205SNP 0.216 2.744 8.385x10™
2L _16334400SNP 0.471 -2.353 8.672x10™°
X_14434713SNP 0.158 -3.015 9.040x10™°
2R_10236592SNP 0.105 -3.665 9.411x10°
2L _7635359SNP 0.111 -3.648 9.639x10™
X_19223170SNP 0.108 -3.672 9.781x10™°
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INTERACCION NARANJA-TOMATE

POLIMORFISMO FAM EFECTO P valor
3R 26297607 SNP 0.158 2217 7.388x10™
3R 26295477 SNP 0.135 2.330 1.718 x10%
3R 26295277 SNP 0.132 2.320 1.885 x107
3R 26295430 SNP 0.132 2.320 1.885 x10%
3R 23503045 SNP 0.132 2312 1.929 x10°
3R 26295413 SNP 0.139 2310 2.536 x10¢
X 12643496 _SNP 0.243 -1.870 2.779 x10¢
X 12643515 SNP 0.243 -1.870 2.779 x10¢
2L 12266179 SNP 0.406 1.728 2.822x10¢
3L_12451487 SNP 0.158 2.092 3.186 x10°
3R 26295335 DEL 0.108 2.506 3.847 x10™¢
3R 26295468 SNP 0.108 2.506 3.847 x10¢
X 15155169 SNP 0.235 1.892 3.984 x10
3R 26961773 SNP 0.237 1.779 4.186 x10°
3L 9626431 SNP 0.135 2.298 4.538 x10
3R 25026094 SNP 0.421 -1.569 4552 x10™
3R 26297352 SNP 0.139 2259 4.895 x10
3L 18970882 SNP 0.395 1.622 5.420 x10™°
2L 21939393 SNP 0.250 1.826 6.260 x10™°
3R 26291288 SNP 0.105 2.460 6.303 x10%
3R 26291290 SNP 0.105 2.460 6.303 x10™°
3R 26291472 SNP 0.105 2.460 6.303 x10™¢
3R 26291687 SNP 0.105 2.460 6.303 x10™¢
3R 26292343 SNP 0.105 2.460 6.303 x10
3R 26294445 SNP 0.105 2.460 6.303 x10¢
3L 9393139 SNP 0.216 1.867 6.689 x10™¢
3L 18973933 SNP 0.378 1.647 6.841 x10™¢
2L 7112518 SNP 0.211 1.872 7.408 x10%
3R 26295646 SNP 0.111 2.503 7.560 10
3L 13244509 SNP 0.231 1.741 7.601 x10¢
3R 23858912 SNP 0.216 1.831 7.757 x107%
3R 23482323 SNP 0.171 2.082 7.869 x10%
2L 12266185 SNP 0.429 1.587 7.932x10¢
3R 26291481 SNP 0.108 2436 8.399 x10™°
3L_18991078 SNP 0.211 1.866 8.927 x10
3R 12262990 SNP 0.205 1.828 9.906 x10™°
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Tabla 4. Resultados de los GWAS realizados para las combinaciones de recursos uva-naranja,
uva-tomate y su interacciones obtenidos en los experimentos de PO. FAM corresponde a la
Frecuencia del alelo minoritario, EFECTO es el efecto medio de los alelos.

uT
POLIMORFISMO FAM EFECTO P valor
2R 6732582 SNP 0.500 0.078 3.210x10"’
2L 2409741 SNP 0.460 0.076 1.640 x10
2L 13641525 DEL 0.382 0.079 3.191 x10™¢
2L 15398051 SNP 0.405 -0.075 3.555x10¢
X 11924948 SNP 0.351 0.076 4.806 x10
2L 13641592 SNP 0.371 0.077 5.220x10¢
2L 5918357 SNP 0.263 -0.081 5.233x10¢
2L 13641674 SNP 0.250 0.085 5.520x10™°
3R_4839140 SNP 0.342 -0.075 6.025 x10¢
3R 10593340 SNP 0.405 0.073 6.661 x10™°
2R 1111096 SNP 0.324 -0.080 6.909x10°
2L 10860001 SNP 0.486 0.073 9.105x10™°
3L 5430378 SNP 0.368 -0.073 9.779x10°%
UN
POLIMORFISMO FAM EFECTO P valor
2L 16797835 SNP 0.180 -0.173 9.963x10™®
2L 16798087 SNP 0.180 -0.173 9.963x10%
3R 19596643 SNP 0.237 -0.153 4.282x10™7
2L 16862000 SNP 0.180 -0.166 5.001x107
21 16843057 _SNP 0.432 -0.132 5292 x10™7
3L 6764833 INS 0.194 -0.180 6.031 x10"’
2L 16815760 SNP 0.184 -0.166 6.167 x107
2L _16815770_SNP 0.184 -0.166 6.167 x10™7
2L 16840444 INS 0.324 -0.143 1.060x10
3R 20347647 SNP 0.167 -0.173 1.308 x10%
2L 5570497 SNP 0.167 -0.172 1.790 x10™¢
2L 16843030 SNP 0.405 -0.129 1.793 x10™¢
3L 4601550 INS 0.290 -0.137 2.055 x10™°
3R 26069873 SNP 0.417 -0.129 2.250 x10™°
3L 1210458 SNP 0.161 -0.186 2.343 x10™°
2L 16815436 SNP 0.128 -0.181 2.784 x10™°
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2L 16815455 SNP
2L 16815461 SNP
3116886623 SNP
2L 4598904 SNP
2L 4599045 SNP
2L 4599227 SNP
2L _8774516_SNP
3R_5298092_SNP
3L 18492618 SNP
3L_14848234 SNP
3L 14848238 SNP
2L 9335902 SNP
2L 9335924 SNP
3116898432 SNP
3L 5961490 SNP
3L 5961708 SNP
3L 5961727 _SNP
2L 16778469 SNP
3L 10256550 SNP
2L 16842796 _SNP
2L 16841704 _SNP
3L 1210299 SNP
2L 5885247 SNP
2R 7847821 _SNP
2L 16852742 _SNP
2L 16842209 SNP
2L 16842493 SNP
3L 12996593 SNP
3L 12478303 SNP
2R_4603032_SNP
3L 16896924 SNP
2L 16815413 SNP
2L 19761391 SNP
2L 16855578 SNP
X_20928257_SNP
2L 16852690 DEL
2L 16842795 SNP
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0.128
0.128
0.135
0.243
0.243
0.243
0.361
0.105
0.457
0.158
0.158
0.132
0.132
0.103
0.103
0.103
0.103
0.371
0.368
0.297
0.444
0.114
0.297
0.278
0.135
0.135
0.189
0.474
0.316
0.118
0.231
0.105
0.105
0.270
0.316
0.194
0.290
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-0.181
-0.181
-0.182
-0.145
-0.145
-0.145
0.131

-0.199
-0.128
-0.167
-0.167
-0.180
-0.180
-0.198
-0.198
-0.198
-0.198
-0.131
-0.126
-0.134
-0.125
-0.198
0.134

-0.139
-0.179
-0.179
-0.156
-0.120
-0.129
-0.196
-0.140
-0.195
-0.195
-0.136
-0.128
-0.167
-0.131

2.784 x10
2.784 x10™°
2.870 x10™°
3.130 x10™
3.130 x10™
3.130 x10™
3.154 x10™
3.420 x10™
3.561 x10™
3.665 x10™
3.665 x10™
3.714 x10
3.714 x10
3.721 x10™
3.721 x10™
3.721 x10
3.721 x10™
3.950 x10™
3.994 x10™
4.158 x10™°
4.286 x10™°
4.454 x10™°
4519 x10
4.669 x10™°
4.822 x10™°
5.077 x10
5.178 x10™
5314 x10™
5.492 x10™
5.978 x10™
6.080 x10™
6.188 x10™
6.515 x10
6.588 x10™
7.043 x10
7.355x10™
7.549 x10™
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3L 1210198 SNP 0.105 -0.193 8.164 x10™
3L_1210204 SNP 0.105 -0.193 8.164 x10™
2R 3836770 _SNP 0.105 -0.193 8.164 x10™
3L 16896832 _SNP 0.103 -0.192 8.504 x10%
3R 19598056 SNP 0.103 -0.192 8.504 x10™
3R 19598278 SNP 0.103 -0.192 8.504 x10%
2L 16842538 SNP 0.211 -0.145 8.514x10™
3L 781209 SNP 0.472 -0.122 8.704 x10™
2L 5885289 SNP 0.324 0.128 8.857 x10™
2R 10031763 SNP 0.129 -0.194 9.605 x10™°
3L 14376313 SNP 0.211 -0.144 9.694 x10™
3R 26582085 SNP 0.103 -0.191 9.947 x10™
INTERACCION UT-UN
POLIMORFISMO FAM EFECTO P valor
3R_4800216 SNP 0.194 0.221 2.104x10™®
3L 4396938 SNP 0.184 0.209 1.627x10""
3L 10222344 SNP 0.286 0.188 1.903x10"
3L 12996599 SNP 0.472 0.163 5.181x10™7
3L 12996594 SNP 0.487 -0.161 6.103x10™7
3L 820596 _SNP 0.297 0.171 6.952x10""
3L 4547637 SNP 0.105 0.255 9.837x10™7
3L 11361055 SNP 0.105 0.254 1.033 x10™¢
2L 9339890 SNP 0.105 0.253 1.232x10™°
2L 9340192 SNP 0.105 0.253 1.232x10™°
2L 9340505 SNP 0.105 0.253 1.232x10™¢
X 9499643 SNP 0.154 0.210 1.386 x10™°
X_ 9499649 SNP 0.154 0.210 1.386 x10™°
X 9499670 SNP 0.154 0.210 1.386 x10™°
3R 4790679 SNP 0.105 0.250 1.409 x10™¢
2L 6128832 SNP 0.103 0.249 1.504 x10%
2L 6128862 SNP 0.103 0.249 1.504 x10%
2R 13837704 SNP 0.103 0.249 1.504 x10™¢
3R 4741600 SNP 0.103 0.249 1.504 x10™¢
3R_4741611 _SNP 0.103 0.249 1.504 x10%
3R 11898025 SNP 0.243 0.182 1.598 x10™¢
3R 4777785 _SNP 0.108 0.249 1.615 x10™¢
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3L 4547759 SNP
2L 12598975 SNP
2L 5912132_SNP
2L _17249008_SNP
3R_4743618_SNP
2L 5611062 _SNP
X_12009087_SNP
X_12008868 SNP
X_12008899 SNP
X_12008906_SNP
X_12008921 SNP
X_12008932_SNP
X_12008971_SNP
X_12009076_SNP
X_10309206_INS
2L 13521337 SNP
3L_820516_SNP
3L 5301727 _SNP
X_1594171_SNP
3R_25584498 SNP
2L 6722668 _DEL
3L_5301722_SNP
3L 1059550 SNP
2L 6223899 SNP
3L_6758455 SNP
X_12009390 SNP
2L 12472955 DEL
2L 14429488 DEL
2L 16617899 SNP
3L 11361124 SNP
3L 15469812 SNP
3L 11361029 SNP
3L 11361034 SNP
2L 19996396 SNP
3L_820511_SNP
3R 22246979 SNP
3R_15309002_SNP
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0.105
0.154
0.368
0.162
0.114
0.222
0.158
0.154
0.154
0.154
0.154
0.154
0.154
0.154
0.353
0.105
0.306
0.333
0.103
0.132
0.171
0.378
0.135
0.351
0.147
0.167
0.139
0.111
0.229
0.132
0.132
0.128
0.128
0.171
0.324
0.250
0.447
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0.251
0.207
0.157
0.206
0.245
0.184
0.206
0.205
0.205
0.205
0.205
0.205
0.205
0.205
0.161
0.244
0.161
0.162
0.243
0.219
0.209
0.154
0.221
-0.153
0.222
0.201
0.221
0.242
0.184
0.217
0.215
0.217
0.217
0.202
0.154
0.173
0.147

1.688 x10%
2.052x10™°
2.417 x10™°
2.820 x10™°
2.884 x10
2.947 x10™°
3.156 x10™
3.179 x10
3.179 x10
3.179 x10™
3.179 x10
3.179 x10
3.179 x10
3.179 x10™
3.250 x10™
3.561 x10™
3.593 x10™°
3.620 x10™
4214 x10°
4.269 x10™°
4.404 x10™°
4.480 x10™°
4.529 x10
4.627 x10™°
4.931 x10™°
5.203 x10™
5.463 x10™°
5.680 x10™
5.983 x10™
5.996 x10™
6.088 x10™
6.395 x10™
6.395 x10™
6.442 x10™
6.551 x10™
6.672 x10™
6.972 x10
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3L 4397738 _SNP
2L 6722549 SNP
3L_7083799 SNP
3L_9296407 SNP
2R_16069268_SNP
3L 5241861 _DEL
2L 11589249 SNP
2L 9316487 SNP
3R_19020666 DEL
2L _1195122_SNP
2R_18966041 SNP

0.263
0.162
0.211
0.189
0.132
0.290
0.237
0.206
0.114
0.237
0.486

0.164
0.203
0.177
0.195
0.214
0.171
0.171
0.192
0.235
0.171
0.148

7.378 x10
7.526 x10™
7.770 x10
7.833 x10™°
7.901 x10™
8.450 x10™
8.729 x10™
9.323 x10™
9.356 x10™
9.598 x10™
9.884 x10™

Tabla 5. Resultados de los andlisis de asociacioén fenotipo — transcriptoma para los recursos
uva, naranja y tomate en los experimentos de AO. ID corresponde a la identificacion unica del
OTT, MOD es el namero de modulo de transcripcion al cual el QTT pertenece, CM son los
cuadrados medios, F es el estadistico de Fisher. SIMBOLO corresponde a la abreviatura del
nombre conocido de los genes que mapean con cada QTTs. Todos los QTTs son significativos
con un P valor <0.03.

UVA
ID MOD CM F SIMBOLO
1623576 _at 1 28.598 5.948 CG1850
1634871 s_at 1 26.563 5.464 Src64B
1637564 _a_at 1 26.874 5.537 CG5382 muted CG7071
1629239 s_at 2 35.406 7.648 CG2246
1637578 _at 2 34.146 7.324 Set
1640980 _at 2 29.416 6.145 CG7218
1640077 _at 2 26.987 5.563
1637453 _at 2 26.960 5.557 CG3797
1629470 _at 2 26.641 5.482 HPIc CG17141
1639522 _at 2 26.561 5.463 CG31950
1639046 _at 2 26.475 5.443 snRNP-UI-C
1626823 a_at 2 26.065 5.347 CG7945
1641336 _at 2 25.694 5.260 CG6443 CG17118
1629809 at 3 48.469 11.310 CG30491
1630453 _at 3 47.989 11.165 CG32267
1623827 a_at 3 45.892 10.542 fra
1637520 _at 3 42.706 9.625 CGI518
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1626096 _at
1636597 at
1624252 s_at
1632654 at
1634672 _at
1625801 _s_at
1631577 a_at
1638166 _at
1626523 _a at
1634501 _at
1623470_at
1638541 _at
1634281 _at
1627739 _at
1641214 _at
1627945 _at
1631996 _at
1632985 at
1632789 _at
1627749 _at
1640069 _at
1639856 _at
1638456_at
1638942 at
1639768 _at
1629432 _at
1636718 _s_at
1625573 at
1627109 _at
1627788 _at
1627778 a_at
1637923 at
1639085 _at
1627938 _at
1629510 _at
1625725 at
1627118 _at

A B B DB PP W W W W W W W W W W W W W W W W w W W W W W W W W W W W W wWw w w
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41.559
40.949
40.229
34.946
33.001
31.878
31.778
31.642
31.488
31.187
31.162
31.136
30.170
29.946
29.104
29.091
28.506
28.433
27.896
27.863
27.449
27.359
26.460
26.416
26.409
26.221
26.025
25.972
25.330
25.259
24.830
24.696
38.182
32.705
30.159
28.244
26.484

9.303
9.134
8.935
7.529
7.033
6.751
6.726
6.692
6.654
6.579
6.573
6.567
6.329
6.274
6.070
6.067
5.926
5.908
5.779
5.771
5.673
5.651
5.439
5.429
5.427
5.383
5.337
5.325
5.175
5.159
5.060
5.029
8.380
6.958
6.326
5.863
5.445

182

CG5220
Osil3

sle

Srp68
skpA
CG3760
Rpb10
Aats-glupro
CG16979
Las
mRpL32
CGI12343
SC35
Trs23
Fdxh
CG4925
scramb?2
CG3701
CG6412
CG4866
CG5727
CG8531
CG30499
Ptth
Psn
CG4502
Yippee
Hsc70-5
CG14722
Art3
Eno

CG17840
CG4294
CG17922
HPS1

CG2811
CGI13630

CGI1750

CG4452
mRpS34
Jafrac?2

Patronin

cold
mRpL15

Tim9a
Mdr50

Cafl
Rrp40

Ppcdc

CG42496




1633799 _a_ at
1635074 s_at
1632139 at
1634845 at
1630753 _at
1639337 _at
1627827 a_at
1639430 _at
1626211 _at
1628290 s_at
1632971 _at
1631412 _at
1640824 _at
1625377 _at
1629676 _at
1627621 _at
1639064 s _at
1641305 _at
1624153 _at
1624649 a at
1634522 s_at
1637676 _at
1629791 _at
1637302 _s_at
1632322 at
1625879 _at
1639091 _at
1631637 a_at
1623422 a at
1632946 _at
1628662 _at
1640352 at
1634899 _a at
1623648 _s_at
1637149 s_at
1623481 _at
1634041 _at

LN L L i b L b L D i U b b b b e b i b e i b i b e b b b b i b b b b A B
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26.454
24.971
24.827
48.519
47.035
44.261
42.758
42.619
40.390
40.130
38.250
38.240
38.094
37.654
37.430
37.207
37.015
36.987
36.720
36.628
36.374
36.294
36.221
36.126
35.439
35.419
34.385
34.113
33.966
33.675
33.498
33.199
32.205
31.954
31.900
31.527
31.101

5.438
5.092
5.059
11.325
10.880
10.068
9.639
9.600
8.979
8.908
8.399
8.396
8.357
8.239
8.180
8.121
8.070
8.062
7.992
7.968
7.901
7.880
7.861
7.836
7.657
7.652
7.385
7.315
7.278
7.204
7.159
7.083
6.832
6.770
6.756
6.663
6.558
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CGI2010

CG14174
Tsp42Ef
ric8a
CGY346
Rpli33
CG6569
CG34351
CG17292
CG12895
Patl
CG11306
CG5104
Hrd3

Akt
piwi
Tina-1
rogdi
Papss
CG5482
CG17271
S
CG16953
Pomp
Rpn5
Cpr
CG31908
Stlk
CG3649
Nuf2
CGo6512
Psa
Fit]
MSBP
CG31548

Snap25

nbs

CG3295
mRpS23
Isn
RanBPM
MEDI

CG4825
Thp-1

SCAR

vari

CGI3531
CG13779

CGI15831




1627216_s_at
1635737 _at
1638119 at
1640146 _at
1633918_s_at
1624324 a at
1634070_at
1632936 _at
1625836 _at
1635079 _at
1623288 _at
1630750_at
1629600 _at
1636695 _at
1629844 _s_at
1628984 _s_at
1640842 at
1624326 _at
1636596 _at
1636221 a_at
1635706 _at
1631001_s_at
1634650 _at
1635306 _at
1627598 at
1632904 _at
1640619 _at
1627665 _at
1629629 _at
1637679 s at
1634087 _at
1640977 _at
1629078 _s_at
1635335 _at
1634015 s_at
1632306 _at
1624344 _at
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30.835
30.814
30.657
30.476
30.380
30.273
30.190
30.125
30.095
29.982
29.874
29.851
29.779
29.423
29.387
29.082
28.713
28.683
28.675
28.478
28.032
27.689
27.604
27.417
27.391
27.220
26.874
26.860
26.852
26.733
26.628
26.628
26.529
26.504
26.499
26.426
26.405

6.492
6.487
6.448
6.404
6.380
6.354
6.334
6.318
6.311
6.283
6.257
6.251
6.234
6.147
6.138
6.064
5.975
5.968
5.966
5.919
5.812
5.730
5.710
5.665
5.659
5.619
5.537
5.534
5.532
5.503
5.479
5.479
5.456
5.450
5.448
5.431
5.426
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Zyx
CG6701
PGRP-LE
CG33116
Rackl
CR42723
CG4101
rec
CG4036
sax
Pros26
CG5323
CG17660
PkI7E
rap
HmgZ
CG34159
Drep-4
CG9948
thv
mRpL20
CG11475
galectin
CG4650
CG11490
wee
CG7028
CG17486
CGI2155
UbcD2
CGi311
CGI12264
Pdkl
CGI12018

CGY467
CG17922

CG7115

alpha-Man-11b
CG13123
CG1550

CG5327

CG6043
CG10075
TpnC25D

Snp

Ratl

CG6746

CG2021

Ppcdc

CG42496




1633931_a at
1628264 a at
1634560 _at
1638342 at
1640520_at
1624881 at
1624471 s _at
1637226_at
1632026 _at
1638044 _a_at
1629363 _at
1633664 _at
1635892 _at
1624364 at
1624372 _at
1626787 s_at
1630943 _at
1637992 at
1627439 _at
1632078 _at
1623194 at
1622995 at
1637307 _at
1633233 a_at
1626729 at
1640997 _at
1634353 _at
1633960 _at
1641560_at
1637280_at
1640090_a_at
1623335 _a_at
1634758 _at
1627323 _at
1637754 at
1624406 _at
1630431_s_at
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26.310
26.220
26.069
25.944
25.923
25.881
25.859
25.759
25.732
25.697
25.640
25.577
25.432
25.229
25.217
25.190
25.186
25.098
25.093
25.018
25.006
24.993
24.985
24.973
24.905
24.892
24.759
24.751
64.195
40.238
39.380
37.968
37.576
37.403
36.558
36.192
35.275

5.404
5.383
5.348
5.318
5.313
5.304
5.298
5.275
5.269
5.261
5.248
5.233
5.199
5.152
5.149
5.143
5.142
5.122
5.120
5.103
5.100
5.097
5.095
5.093
5.077
5.074
5.043
5.041
16.581
8.938
8.704
8.323
8.219
8.172
7.949
7.853
7.615

RecQ5
140up
CGI218
ChLD3
CG11448
Act424
RpLPI
EndoGI
CG5902
Acyp2
bcl0
Arp5
CG4849
Der-1
CG3678
sec3
CG6607
CG14840
CG10326
CGI12935
mRpS17
CG31694
CG15817
CG2970
CG30122
Lep3
CG5823
Drpl
LpRI
slgA
ldiCp
CG34393
CG8388
CGY458
CG5168
CG10417

CGY628

wf
CG2046
LSm7

Pngl
CG11885

CGI12321

CGI17556

CG13623

CG10324
CG7637

CG3803

CG5044

CG8389

CG31274
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1633389 _at 6 34.219 7.342 CG12404
1633586_at 6 34.166 7.329 [(3)neol8 Atgl2
1634173 _at 6 34.078 7.306 Trapl
1624560 _at 6 32.227 6.838 ergic53
1641583 _at 6 31.568 6.674 CG14443 pigs
1623402 _at 6 31.515 6.661 Arc-p34
1640313 s _at 6 31.370 6.625 Surf4
1630930_a_at 6 31.302 6.608 fus
1631076_at 6 31.285 6.604 CG11070 CG13771
1624029 at 6 31.208 6.584 CG3608 CG4741
1626177_s_at 6 31.091 6.555 Gint3 CG42306
1636546_s_at 6 30.612 6.437 CG1640
1627248 _at 6 30.493 6.408
1626047 _at 6 30.254 6.349 Ssl2
1634614 _at 6 30.158 6.326 hfw CG32809
1625949 _at 6 30.058 6.302 Gpdh
1640351 s_at 6 29.541 6.176 CG4390
1635281 _at 6 29.469 6.158 CG8237
1627850_at 6 29.167 6.085 CG3689 CG3967
1640311 s _at 6 28.922 6.026 lolal
1638113 _at 6 28.789 5.994 beta4GalNAcTA
1623983 _at 6 28.099 5.828 CG9514 Flo-2
1625374 _at 6 27.640 5.718 CG9466
1625466 _at 6 27.454 5.674 CG2656
1631389_at 6 26.734 5.504 CG30440
1632846 _at 6 26.412 5.428 CG17264 alpha4GT1I
1632195 _at 6 26.163 5.370 CG4645
1625528 _at 6 25.824 5.290 CG17593
1637771 _s_at 6 25.376 5.186 CG7220
1625851 _s_at 6 25.374 5.186 Pp24-29B
1632980 _at 6 25.070 5.115 CG11637 CG3902
1633613 _at 7 45.482 10.422 CG2765
1629191 _s_at 7 44.192 10.048 CG6154
1633559 _at 7 38.403 8.440 CG8331
1633253 _s_at 7 36.317 7.886 CG2991
1640734 _a_at 7 35.742 7.736 CG16718
1632453 _at 7 34.315 7.367 eloF
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1638844 _s_at
1627283 at
1635661 _at

1638963 s_at
1636352 _at
1631392 at

1629055 _a_at
1637829 _at

1624464 _s_at

1624889 a_at
1636382 _at
1637768 _at

1640822 _s_at
1636223 at
1624775 _at

1631579 a_at
1629207 _at

1628602 _a_at
1639095 _at

1625082 a_at
1630551 _at
1622929 at
1629963 _at

1629843 s at

1635125 a_at
1632228 _at
1633691 _at

1634738 s_at
1626745 _at

1626707 a_at
1627448 _at
1626591 at

1628929 _s_at

1632497 _a at
1623302 _at
1634222 at
1641206_at

O© © OV VO VO vV LV LV LV LV LV LV LV XV X O W 0 N N NN N N NN NN NN NN NN NN
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33.783
33.518
33.048
31.554
30.787
30.694
30.000
29.099
28.982
28.757
28.074
27.847
27.189
26.907
26.606
25.434
25.433
25.308
25.207
34.228
34.199
31.694
29.725
26.263
51.497
48.867
48.070
44.661
44.189
43.276
42.643
41.863
41.640
39.730
39.723
39.331
39.180

7.231
7.164
7.045
6.670
6.481
6.458
6.287
6.069
6.040
5.986
5.822
5.768
5.611
5.545
5.474
5.200
5.199
5.170
5.147
7.345
7.337
6.705
6.220
5.393
12.244
11.431
11.190
10.183
10.047
9.786
9.607
9.388
9.326
8.799
8.797
8.690
8.649

CG3714
CG42458
CG14777

mrj
CG15435
CG11089
Got2
CG4020
CGl14712
1(2)k16918
CG17574
CG30100
qkr54B
Hex-t1
CG10628

CG6287
CG9248
CG10426
CG7882
CG14353
CG42613
sutl
Ubc-E2H
CG6206
CG6733
CG32262
msl-1
Such
AnnlX
Updo
Siz
CG1902
Gug
RN-tre
CG18596

sima
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CG14778

CG15443

CG31381

CG7289

Csk

CG42372

Nbr

CG5290
CG43732

CG13830

CG31751

CGI12929

CG8067

CG32808

CG31121




1623770_at
1627489 a_at
1628858 at
1632490 _at
1637141 _at
1632839 a_at
1631675 _a_at
1625197 _at
1629934 _at
1639040_s_at
1635956_at
1641492 _at
1632154 _at
1633547 _a_at
1623624 _at
1635211 _at
1627423 at
1631380_s_at
1641183 _a at
1634583 s _at
1625857 at
1630112 at
1632289 _at
1634466 _at
1624829 at
1640485 _at
1628795 s at
1639588 _at
1623363 _at
1629680 _at
1623777 s_at
1629759 at
1630761 _at
1631328 _s_at
1637960 _at
1633752 at
1632728 _at

O© © v VO LV LV LV LV VYV LV VvV VYV LV LV v VvV VvV v LV LV VvV LV VvV VvV LV Vv VvV Vv LV VvV VvV Vv Vv Vv Vv Vv ©
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39.047
38.467
37.937
37.807
37.767
37.246
37.228
36.113
34.814
34.290
33.788
33.573
32.892
32.698
32.636
32.538
32.470
32.344
32.158
31.360
31.267
31.197
30.830
30.815
30.604
30.126
29.886
29.681
29.626
29.609
29.413
29.194
29.144
28.981
28.653
27.594
27.536

8.613
8.457
8.315
8.280
8.269
8.131
8.126
7.833
7.495
7.361
7.232
7.178
7.005
6.956
6.941
6.916
6.899
6.867
6.821
6.622
6.599
6.582
6.491
6.487
6.435
6.318
6.259
6.210
6.196
6.192
6.145
6.091
6.079
6.040
5.961
5.707
5.694
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CG1673
CG10433

CG8008
CG4705
CG8312
Phm
exba
CGl14219
bdg
CG10089
SP2353

CG18336
CG14869
sbb
CG6178
LanBl1
Pect
CG4822
CG8455
CG18731
CG33333
CG9Y507
barc
CG7616
CG9175
CG5073
CG6432
CG5984

CGI18815

DnaJ-H

trx

Gen2

CG42336

Myo95E
CG15482

CGl1455
CG8451

CG42368
CG33288

CG1358
mir-3642
bam

CG14839

CGl11337

scra

CG11854
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1626044 _at 9 27.462 5.676 CG42575
1637962_at 9 26.685 5.492 spir
1637159 _at 9 26.609 5.474 CG9065
1633884 _at 9 26.521 5.454 Rifl
1632182_at 9 26.328 5.408 CG12096
1639803 _at 9 26.204 5.379 CG5151 CG32152
1636437 _at 9 26.103 5.355 CG31638
1641501 a_at 9 26.043 5.342 Sh
1626477 at 9 26.008 5.333 CG7236
1623510 at 9 25.978 5.326 CG7970
1636456 _at 9 25.642 5.248 CG13053
1637338 _at 9 25.595 5.237 CGI12517
1626499 at 9 25.505 5.216 GATAe
1626187 _at 9 25.455 5.204 Brf
1624923 s at 9 25211 5.148 Pak3
1630436_at 10 46.072  10.595
1623697 s at 10 42.128 9.462 CG33465
1633308_at 10 40.229 8.935 kg CG6660
1631481 a_at 10 40.060 8.889 Kr-hl
1637491 s_at 10 37.747 8.264 CG3835
1637030_at 10 37.394 8.170 CG5948
1628752_at 10 35.341 7.632 CG43129
1632655_at 10 34.196 7.337 Hsc70Ch blue
1635199 _at 10 33.557 7.174 barc rgn
1637359 _at 10 33.179 7.078 Lsd-2
1639599 at 10 31.400 6.632 CG4887
1629194 s at 10 31.190 6.580 ade2 CG31643
1633675_at 10 30.860 6.499 CG12923 CG1513 CG30008
1625695 _at 10 29.091 6.066 Ets98B
1626294 a_at 10 28.871 6.013 stai
1624721 at 10 26.486 5.445 vimar
1627073 a_at 10 26.477 5.443 CG10126
1632672_at 10 25.034 5.107 Ibk
1633814 _at 11 44223 10.057 CG3842
1632959 _at 11 36.985 8.062 CG8854
1636885_at 11 35.302 7.621 CG17560
1631763 _at 11 34.504 7.416 CG31793
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1629423 _at
1641143 s _at
1635792 _a_at
1631085 _a_at

1627884 _at

1627272 at
1635803_s_at

1639229 _at
1627420_s_at

1626529 at
1630150_s_at

1634971 _at
1631188 _a at

1639890_at
1631333 _s_at

1639101 _at

1633480 _at

1629066 _at

1625341 _at

1640831 _at

1629184 at

1624448 at
1629089 _a_ at

1641192 at
1637786_s_at

1630951 _at

1625833 _at

1635065_at

1626927 _at
1626473 _a at
1624371 _a_at

1629442 at

1630302 _at
1636923 a at

1627662 at

1636688 _at

1629837 _at

11
11
11
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
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32.166
30.640
26.282
46.974
40.714
39.791
38.002
37.086
35.601
33.285
32.802
31.484
31.158
31.146
31.051
30.926
30.749
29.163
25.551
25.239
24914
24.788
24.750
24.746
59.821
57.676
52.866
51.815
49.612
49.300
49.108
48.265
47.659
47.126
45.437
44.034
43.468

6.823
6.444
5.398
10.862
9.069
8.816
8.332
8.089
7.699
7.105
6.983
6.653
6.572
6.569
6.546
6.515
6.471
6.084
5.227
5.154
5.079
5.050
5.041
5.040
15.005
14.265
12.679
12.345
11.659
11.563
11.505
11.249
11.066
10.907
10.409
10.003
9.841

ics
tsl
Ela

CG5281
CG8728
bowl
vkg
CG7702
CG42337
Cg25C
CG6465
CGY098
CG17508
Adh
CG9837
Prosbeta?2
GRHRII
FucTC
Teh?2
CG3819
CG6356
CGI12963
CG14523

CG13373
CG9896
CG18585
PifiB
CG17350
Tg
egr
CG8562
CSN4
Ugt35a
rab3-GEF

Neurochondrin
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sals

CG30380

CG3887
CG7705

Adhr

Reck

CG18675

mir-5614

CG33203

CRI18275

CG7025

PifiA

fon
CG7367

ACC

Cyp4s3

osp

CG18273




1634174 _at
1632132 at
1630320 _at
1637250 _at
1639155 _at
1634515 at
1635544 s at
1639638 _a_at
1625844 _s_at
1628005 _at
1637301_a_at
1625745 _at
1633866 _at
1640276 _a_at
1627632 _at
1639883 _at
1633089 a_at
1633135 s _at
1623430_at
1632873 _at
1637361 a_at
1627162 at
1631058 _s_at
1635379 _at
1630127 at
1635227 _at
1624626 _at
1638154 at
1626771 _at
1632744 _a at
1630229 _at
1634136 _at
1632908_s_at
1629317 _at
1637404 _at
1635500_a_at
1633647 _at

13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
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43.002
42.041
40.997
40.599
40.259
40.052
39.893
38.899
38.443
36.292
35.988
35.949
35.916
35.698
35.382
34.621
34.043
33.842
33.624
33.409
33.403
33.334
33.197
32.432
32.167
32.127
32.042
31.677
31.358
31.310
30.944
30.355
29.738
29.694
29.356
29.296
29.142

9.708
9.438
9.147
9.037
8.943
8.887
8.843
8.573
8.450
7.879
7.800
7.790
7.781
7.724
7.642
7.446
7.297
7.246
7.191
7.136
7.134
7.117
7.082
6.890
6.823
6.813
6.792
6.701
6.622
6.610
6.519
6.374
6.223
6.213
6.131
6.116
6.079

CG9702

betaTry
CG17816

pncr003:2L
sbb
apt
chinmo
slo
ade?2
Su(z)2
Flo-1
CG17777
fz
lola

IP3K1

MinA
CGI12179
CG31681

Mgstl
CG31300
CG42533

ImpL3
CG32521

CG2187
spri
if
CG9815
CG2157

Lerp

Nplp3
CG10262

pros

Cpr494h

CGI14502
CG42559

CG31643

CRI18854

CGI1637
Tl

CG42560




1633637 _at
1632695_at
1638226 _at
1636869 _at
1628190 _at
1640162 at
1639237 _at
1636970_at
1628689 _at
1637072 _at
1634619 _at
1639504 _at
1623769 _at
1639885_at
1641659_s_at
1623411 _at
1623199 a_at
1635744 at
1636168 _s_at
1637360_at
1631403 _at
1635287 _at

1623759 at

1639268 _at
1633792 a_at
1638523 _at
1640191 a_at
1632019 s_at

1631405 _at
1628927 at
1624537 s at
1625061 _at
1635312 at
1629238 at
1623069 _s_at

1626988 _at
1640282 at
1626637 _a_at

13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13

13

13
13
13
13
13

13
13
13
13
13
13
13

14
14
14
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29.060
29.020
28.994
28.603
28.322
28.170
28.041
27.815
27.472
27.372
27.302
27.299
27.107
27.035
26.818
26.709
26.654
26.649
26.608
26.390
25.985
25.923

25.881

25.677
25.663
25.434
25.412
25.268

25.240
25.185
25.147
25.118
25.058
24.848

24.773

27.270
28.661
39.803

6.059
6.049
6.043
5.949
5.881
5.845
5.814
5.760
5.678
5.655
5.638
5.637
5.592
5.575
5.524
5.498
5.485
5.484
5.474
5.423
5.328
5.313

5.304

5.256
5.253
5.199
5.194
5.161

5.155
5.142
5.133
5.126
5.112
5.064

5.046

5.630
5.963
8.819

brm
CG18585
CG10562
AGOI
fabl
CG43729
su(wlal)
king-tubby
CG17211
CG11459
IP3K1
CG14855
CG7322
byn
CG7834
lola

CG43078

CGI13101
CGl11382
CG14445

CG7267

CG13428

CG13324
osa
CG32633
CTPsyn
CG9008

CG42368
yellow-b

CG17298

Snoo

CG17544

CG6805
CG6843

bif

CGI17026
Myo28B1

CG33981

CGl11638

CG9394

CR18854

CG14126

CGI15366

CG43376
CG42370

SIFR

CG13047

CG32814
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NARANJA
ID MOD CM F SiMBOLO
1635833 at 1 59.554 8.658 CG4198 CG15930
1637969 _at 1 46.972 6.515 CG12182 CG16984
1637127 at 1 46.923 6.507 cyr CG10958
1632999 at 1 43.039 5.885 SIP3
1635952 _at 2 75.556 11.701 1(2)efl
1634187 x_at 2 55.682 7.977 CG40378
1629385 s at 2 54.870 7.837 Cralbp Pmi PGRP-LD
1626552_at 2 50.440 7.086 CG3568 CG32773
1638484 at 2 48.820 6.817 Hsp67Bc
1626435 _at 2 44.568 6.128 CG15263
1632841 x_at 2 43.623 5.978 Hsp70Ba Hsp70Bc
1629906 _s_at 2 43.065 5.889 CG13877 pyx KazI-ORFB
1635282 at 2 41.646 5.666 elF-14 CG7142
1631204 _at 2 38.234 5.139
1637975 at 3 77.482 12.094 Dhc36C CG15144
1634125 at 3 55.533 7.951 CG30440
1639170 _at 3 49.642 6.953 Cyp4d21
1636647 s_at 3 47.514 6.603 CG40160
1637835 at 3 46.531 6.444 CG12177
1627405 _at 3 44.511 6.119 Hsp83 CG14966
1635070 _at 3 43.875 6.018 CG9953 CG10063
1625059 at 4 77.376 12.072 Lk CG34039
1638282 at 4 69.494 10.502 CG14196
1641660 _at 4 65.144 9.677 CG18744
1626949 at 4 65.098 9.669 CG11158 CG9940
1625053 _at 4 62.055 9.109 CG16898
1626734 at 4 61.177 8.950 CG6484
1632345 _at 4 56.161 8.060 CG8353
1638182 _at 4 55.280 7.907 CG5999
1636510 a_at 4 54.506 7.774 Lsd-1 CG10214
1625743 at 4 54.156 7.714 ninaB Adgf-D
1637360 _at 4 52.785 7.480 CG11382
1635573 at 4 47.592 6.616 CG42663
1632498 at 4 46.332 6.411 CG15629 CG3225
1630979 _at 4 46.292 6.405 CG6144 CG13144
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1626309 at
1636583 _at
1628296 _at
1640991 at
1640231 a at
1626759 _at
1630419 a at
1634935 a at
1640407 at
1630159 at
1627583 at
1634310 _at
1638496 _at
1631408 at
1639320 a at
1633039 at
1632782 a_at
1633846 _at
1641464 s at
1626413 _at
1632655 _at
1630667 _at
1630616_at
1638636 _at
1635349 a at
1631606_at
1627528 at
1637393 at
1640957 at
1633089 a at
1632839 a at
1624405 a at
1626473 a at
1639805 at
1637233 _at
1633205 _at
1633818 at

L L L L Li L L LI L L L L b b b b b b b b b A R R R DR R R bR, R DR PR DS
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43.025
42912
42.755
42.712
42.032
41.032
40.708
39.879
39.841
39.508
39.389
39.076
38.632
38.327
37.837
37.803
77.201
65.306
63.335
58.986
56.162
56.088
56.010
55.890
55.854
54.714
53.712
53.326
51.017
50.320
48.671
48.096
45.601
45.472
44.481
43.672
43.467

5.883
5.865
5.840
5.834
5.727
5.571
5.520
5.392
5.386
5.335
5.316
5.268
5.200
5.154
5.079
5.074
12.036
9.708
9.343
8.557
8.060
8.047
8.034
8.013
8.007
7.810
7.638
7.572
7.182
7.066
6.793
6.698
6.294
6.273
6.114
5.985
5.953

Muc68D
CG5195
pgant4
CG6071
CG8908

CGI12050
CG7300
CG1648
CG9897

CGl11672

CG15213

TpnC4
CG42521
SoxN
Ddc

CG5646
CG7675

CGI15523

RbpI-like
Hsc70Cb
CG34043
Ugt37al
CGI2512
nAcRbeta-96A4
CG14285

Vmat
CG2004
lola
CG8312
CG7059
CG17350

CG13229
DAT
CG7368

mag

CG32091

CG34136

CG30438

CG10561

CG17839

blue

Hexo?2

CG13857
fon

CG32850




ANEXO DE RESULTADOS

1628190 _at 5 43.081 5.892 fabl CG33981
1633268 s_at 5 42.389 5.783 Nhal 1(2)k09022
1640639 _at 5 42.373 5.780 CG42235
1623304 _at 5 42.150 5.745 CG9107
1630976 _at 5 41.937 5712 vir CG34424
1625686 _s_at 5 41.826 5.694 su(r)
1627429 at 5 41.197 5.596 Snoo
1625265 _at 5 40.543 5.495 CG9119 mwh
1630897 _at 5 40.402 5.473 GluClalpha
1624402_at 5 40.047 5.418 alien CG17906
1635744 _at 5 39.989 5.409
1634662_at 5 38.422 5.168 Cyp313al Pde6
1641508 s_at 5 37.792 5.072 Tsp42Eh
TOMATE
ID MOD CM F SIMBOLO
1639229 at 1 64.165 6.377 vkg CG3887
1639896 _at 1 74.789 7.645
1623371 _at 2 62.243 6.155 CG42249
1623559 s_at 2 55.605 5.405 nAcRalpha-7E
1625336 _s_at 3 64.432 6.408 CG42324 CG43074
1627653 _at 3 54.093 5.238 I(1)G0007 1(1)G0469
1630163 _at 3 53.007 5.118 CG32373
1624275 _at 4 66.284 6.624 insc skl
1632369 _at 4 63.203 6.265 CG5142
1623714 _at 4 61.442 6.063 CG8620
1637918 s_at 4 59.786 5.874
1626624 s_at 4 56.581 5.514 Pax
1629216 _at 4 56.338 5.487 inc
1629507 a_at 4 54.167 5.246 mle
1638305_at 5 129.244  15.479 Mip
1623304 _at 5 105.243  11.718 CG9107
1632498 _at 5 105.082  11.694 CG15629 CG3225
1635952 _at 5 96.922 10.534 1(2)efl
1631246 _at 5 93.538 10.069 Fmrf
1637301 _a_at 5 92.887 9.981 slo
1627974 _at 5 91.161 9.748 Cyp613
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1639575 at
1638496 _at
1627855 at
1627069 _at
1632959 at
1634305 _at
1636275 _a_at
1635005 _a_at
1633039 at
1636015_s_at
1633088 _at
1628159 a at
1639001 a at
1624448 at
1637648 at
1627250 _at
1636028 _at
1627709 _at
1623007 a at
1632337 _at
1624995 at
1625053 _at
1634619 at
1635349 a at
1629474 at
1641513 at
1634296 s _at
1641137 at
1625065 s _at
1628572 s at
1627167 a_at
1631340 _at
1636377 at
1628989 at
1630897 _at
1633512 at
1633589 a at
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85.347
82.786
82.450
82.028
81.598
81.282
80.820
80.161
75.766
75.284
71.202
70.142
68.403
68.364
67.968
66.986
66.127
65.757
65.282
64.864
64.783
64.648
64.296
64.282
62.881
61.796
61.619
61.547
60.881
60.590
58.309
57.436
56.840
56.720
56.520
56.158
55.219

8.979
8.648
8.605
8.551
8.497
8.456
8.398
8.314
7.765
7.706
7.209
7.081
6.874
6.869
6.822
6.707
6.606
6.562
6.507
6.458
6.449
6.433
6.392
6.390
6.228
6.103
6.083
6.075
5.999
5.966
5.707
5.609
5.543
5.529
5.507
5.466
5.362

chbx CGl18446
CG42521
yellow-e
CG7191
CG8854
mim CheB42c
Vmat
Rdl
CG5646
CG17839
CG4733
CG32206
alpha-Est9
CG6356
CGl11191
Msp-300
CG6723
CG30371

Sur
CGI12355
CG16898
IP3K1 CR18854
nAcRbeta-96A4
CG11368
CG12239
CG17646
Dr
SK
Gycbetal 00B stops
CG40485

CG43198

Ggammal CG8258

pHCI

GluClalpha
toy
CG1552

CheB42b

CG17684




1634093 at
1635009 _at
1631274 at
1633913 at
1638282 at
1638583 _at
1630829 at
1636407 at
1631606_at
1628190 _at
1633142 at
1634279 at
1640831 at
1631763 _at
1626503 at
1637393 at
1629757 at
1634071 _at
1633773 s_at
1633852 at
1631806 _at
1640143 _at
1624721 at
1630466 _at
1629749 a_at
1627882 at
1636005 _at
1640215 _at
1630749 at
1635812 at
1624924 at
1638182 at

1624267 at

1624371 _a_at
1634143 _at
1625168 _at
1629688 _at
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55.163
54.652
54.264
54.110
53.364
53.248
52.889
52.579
151.435
114.210
85.197
82.977
77.921
75.661
74.356
69.799
69.219
66.916
65.146
64.071
63.500
62.377
61.100
59.876
59.512
58.594
58.512
57.794
57.772
56.836
56.826
56.334

55.379

54.319
54.273
53.842
53.013

5.356
5.299
5.257
5.240
5.158
5.145
5.105
5.072
19.500
13.059
8.960
8.673
8.033
7.752
7.592
7.040
6.971
6.698
6.491
6.366
6.300
6.170
6.024
5.884
5.843
5.739
5.730
5.649
5.647
5.542
5.541
5.486

5.380

5.263
5.258
5.210
5.119

CGl11155
CG8500
CG18095
all
CG14196
CG31103
PIP5K59B
gol
CG14285
fabl
CG17681
CG11529
Teh2
CG31793
CG2254
Vmat
Snp
kekl
Keapl
fne
Mal-A4
CG10463
vimar
1(2)k09022
CG13870

CG14495
MRGI5
CGI11052
CG16965
CG16791

CG5999
DNApol-
alpha50
Tg
Cyp6wl
bl

drpr
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CG32017

CGI12945

CG3501

CG33981

CGI18675

CG4338

CG7182
CG7367

Oseg4




1638636_at
1625341 _at
1627448 _at
1635927 at

A N O D

ANEXO DE RESULTADOS

52.949
52.793
52.518
52.155

5.112
5.095
5.065
5.025

CGl2512
FucTC
Updo
irdl

CG12929

Tabla 6. Resultados de los analisis de asociacion fenotipo — transcriptoma para las
combinaciones de recursos uva-naranja. uva-tomate en los experimentos de PO. ID corresponde
a la identificacion unica del QTT. MODULO es el namero de modulo de transcripcion al cual el
QTT pertenece. CM son los cuadrados medios. F es el estadistico de Fisher. SIMBOLO
corresponde a la abreviatura del nombre conocido de los genes que mapean con cada Q7TTs.
Todos los QTTs son significativos con un P valor < 0.03.

UT
ID MOD CM F SIMBOLO
1625597 a_at 1 0.023  5.306 CG6441
1625698 _at 1 0.028  6.578 CG6639
1635233 at 1 0.023  5.178 CG15258
1636743 s_at 1 0.024  5.475
1627097 at 2 0.025  5.798 T-CUP
1628852_at 2 0.025 5812 CG14262
1630121 _at 2 0.026  6.148 CG9392
1631451 _at 2 0.023  5.202 CG32061
1632703 _at 2 0.025  5.773 CG17003
1639446 at 2 0.023 5214 CG13243
1640740 a at 2 0.026  5.906 MS(2)35CI
1640789 a_at 2 0.027  6.228 CG32392
1641311 at 2 0.024 5382 SFP53D CG14077
1622965 s_at 3 0.027  6.298 CGI5617
1623175 at 3 0.024 5.6l CG42568 CG42567 GRX-1
1623925 at 3 0.023 528 CG4477
1624949 at 3 0.023  5.127 CG31546
1625767 _at 3 0.026  6.097 CG30056
1627867 at 3 0.025  5.873 spri CG12438
1630300 _at 3 0.025  5.804 CG4706
1630967 _at 3 0.025  5.631 CG13385
1631025 _at 3 0.029  6.913 PROSBETASR
1631206 _a_at 3 0.022  5.042 CG34417 CG17717
1635149 at 3 0.033  7.963 CG32117
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1640544 _a_at
1625177 _at
1626502 s_at
1627307 _at
1629246_at
1623115 _at
1624902 _at
1628832 _s_at
1629535 _at
1631174 _at
1631477 a at
1631767 _at
1632435 _at
1635255 _at
1635629 _at
1636375_at
1640532 _at
1625585 _at
1630641 _at
1636589 s_at
1636957 s_at
1638980_at
1640343 _at
1629754 s at
1633906_at
1640076_at
1628408 _at
1637271 a_at
1639960 _at
1641456_at
1625549 _at
1625727 at
1626615_at
1627676_at
1628019 a_at
1629198 _at
1631383 _at
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0.024
0.022
0.026
0.023
0.022
0.025
0.022
0.023
0.026
0.028
0.027
0.025
0.024
0.025
0.023
0.022
0.032
0.024
0.023
0.027
0.022
0.031
0.024
0.022
0.022
0.024
0.023
0.027
0.031
0.028
0.026
0.03
0.026
0.023
0.031
0.038
0.024

5.486
5.091
6.133
5.209
5.063
5.767
5.046
5.187
6.144
6.493
6.177
5.646
5.554
5.732
5.133
5.086
7.813
5.484
5.168
6.252
5.105
7.52
5.541
5.04
5.103
5.531
5.295
6.18
7.423
6.499
5.932
7.079
6.032
5.112
7477
9.667
5.516

PH4ALPHANE?

199

CGIl1112
CGI4182
CRI4578
CG5681
CGI12219
CGI14071

CG43052
CGI4861
CGY875
CG9377
CGI18530
CG7804
CG9173
CG34274
CG30060
CG30356
CG6481
CGI18505
CGI4205
CG34012
CG3611
CGI14106
TRL
CG6485
CG31960
CG34041
CGI4605
CG30093
LAR
CBC
CG32006
CG31156
CG1074
SPAS
INTS4
CG30472

BCD

CGl1634
CG31960

CG42507

OBST-A

CG42368

CG31958

CG42370




1631525_at
1631981 _at
1632438 _at
1633270_at
1633440_a_at
1634553 _at
1636055 _at
1637465_at
1639117 _a_at
1640609 _at
1640643 _a_at
1641702_at
1623806_at
1638988 _at
1633860 _at
1638824 _a_at
1623401 _a at
1623499 _at
1623613 _at
1624514 at
1624663 _a_at
1628671 a_at
1630652_at
1631813 _at
1631937 _at
1632138 _at
1633111 _at
1633433 _at
1633616_at
1634826 _at
1635084 _at
1635445 _at
1637642 _at
1638752 s at
1640060_at
1641177 _at
1631461 _at
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0.023
0.023
0.031
0.033
0.022
0.028
0.047
0.048
0.045
0.023
0.027
0.024
0.024
0.023
0.025
0.026
0.039
0.028
0.024
0.025
0.027
0.025
0.024
0.025
0.024
0.027
0.025
0.029
0.027
0.023
0.025
0.028
0.022
0.024
0.041
0.031
0.022

5.236
5.228
7.394
8.118
5.037
6.565
12.523
12.88
11.93
5.183
6.4
5.487
5.459
5.336
5.886
6.107
9.829
6.492
5.539
5.822
6.254
5.864
5.631
5.808
5.51
6.369
5.818
6.856
6.289
5.148
5.742
6.563
5.058
5.425
10.6
7.473
5.074
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CG3501
CGI14457
CG2091
CG4884
HAKAI
CGI13602
HSC70-2
CG31157
CG33096
CG31493
CG7609

ADA2B
CG12914
CG12078
NONA
ROW
CG12341
BRV3
VHAIG-3
VIS
SLS
CG43104
CG17568
SOYB
54
PORIN?
CG12866
CG7650
CG13337
CG1444
SLS
CG15047
CG31961
CG33095
CG1428
SDICI

CG8147

CG31413

CG31415
YMP




1632705_at
1637873 _at
1623026_a_at
1624678 _at
1625925 _at
1626126_at
1627575 _at
1627603 _at
1627689 _at
1629846_at
1631115_at
1631308 _at
1633128 _at
1633266_at
1634048 _a_at
1634224 _at
1635535_at
1635572 _at
1638273 _at
1638938 _at
1640825 _a_at
1641263 _at
1641660_at
1623199 a_ at
1623848 a_at
1624116_at
1626719 _a_at
1627926_at
1633264 _at
1636465_at
1639792 _at
1640539 a at
1622909 _at
1623119_at
1623226_at
1623372 at
1623491 _at

13
13
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
15
15
15
15
15
15
15
15
15
16
16
16
16
16

ANEXO DE RESULTADOS

0.023
0.028
0.023
0.028
0.024
0.026
0.025
0.039
0.023
0.028
0.026
0.042
0.022
0.025
0.024
0.025
0.023
0.023
0.024
0.023
0.033
0.023
0.027
0.029
0.024
0.024
0.027
0.028
0.041
0.022
0.025
0.022
0.03
0.058
0.025
0.027
0.027

5.171
6.601
5.357
6.588
5.501
5.957
5.882
9.71
5.276
6.504
5.946
10.732
5.019
5.72
5.495
5.867
5.274
5.114
5.569
5.361
8.103
5.172
6.226
6.873
5.489
5.399
6.385
6.672
10.407
5.083
5.885
5.019
7.081
16.617
5.64
6.178
6.288
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NINAD
SCPR-C
CG7573
CG9570
CG32814
CGI8368
CG34204

CGI17010
CGl11619
OBPS84
CGI10737
CGI15471
SPN75F
BGM
CGY997
CG1287
CG34312
CG10000
CGY418
PTXI

CG18744
CG43078
Tep3
MST36FA
WLS
PEX11
CG13024
CG9215
CG30183
CG8866
PI3K21B
Dat
CG10154
CG5873
CGI15155

CG42487

CG34235
CG30058

KAZI-ORFB

ATPCL

CG42568

DnaJ-60




1623558 at
1623659 _at
1623690_at
1623695 a_at
1623710 _at
1623740 _at
1623753 _at
1623766_at
1623899 at
1624080_s_at
1624300 s _at
1624595 a at
1624738 at
1624892 s _at
1624943 at
1625033 at
1625323 at
1625325 s_at
1625401 _at
1625411 _at
1625546_at
1625552 at
1625559 a at
1625617 _at
1625629 _at
1625684 at
1625687 at
1625752 at
1625859 at
1625933 at
1626058 _at
1626098 _at
1626204 _at
1626228 a at
1626248 _at
1626256_at
1626278 at

16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
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0.026
0.024
0.025
0.03
0.047
0.041
0.036
0.03
0.024
0.034
0.029
0.029
0.024
0.026
0.029
0.025
0.032
0.03
0.05
0.032
0.028
0.027
0.025
0.022
0.028
0.029
0.026
0.023
0.022
0.023
0.025
0.028
0.029
0.024
0.029
0.025
0.022

6.087
5.464
5.884
7.192
12.398
10.382
8.772
7.035
5.625
8.422
6.867
6.748
5.541
5.968
6.874
5.67
7.823
7.227
13.53
7.742
6.464
6.371
5.69
5.058
6.559
6.809
6.092
5.233
5.047
5.172
5.817
6.65
6.908
5.449
6.719
5.661
5.028
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CPR49AE
OBP56D
MED25
CG11255
ZYE
MED25
Teplll
CG14054
TAKR99D
TRN
NMO
RBP2
CRI1386
CG11892
CGl1636
CGl16791
CG18769
SIMJ
CG13026
CG42730
CG4557
CG14820
CG43325
Roc2
ALPHA-EST6
CG18769
KON
TPNC41C
Cet2
CGl14731
LBL
CG11453
CG42246
CG6967
CG18547
CG13836
CG6180

CG17190

CG17190

CR33222

Jjv

TECTONIC

CG43326

Jv

CRI18166

L(3)72DR

CGIl1523




1626285 _at
1626429 at
1626439 _at
1626452_at
1626456_at
1626470 _at
1626529 _at
1626574 _at

1626588 a_at
1626606_at
1626650 _at

1626653 a_at

1627055 _at
1627566 _a at
1627738 a at

1627832 _at

1627881 _at

1627890 at
1628101 s _at

1628139 at
1628150 a at

1628231 at

1628245 at

1628310_at

1628353 at

1628369 _at

1628496 _at

1628593 at

1628604 at

1628605 _at

1628657 _at

1628746 _at

1628785 at

1628807 _at

1628907 at

1628927 at
1629061 s _at

16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
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16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
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0.023
0.048
0.024
0.023
0.029
0.03
0.029
0.03
0.022
0.035
0.028

0.023

0.032
0.027
0.029
0.026
0.023
0.023
0.026
0.022
0.034
0.039
0.038
0.03
0.029
0.033
0.024
0.029
0.025
0.037
0.024
0.025
0.028
0.023
0.026
0.032
0.029

5.145
12.913
5.382
5.184
6.935
6.994
6.763
7.237
5.037
8.551
6.585

5.132

7.844
6.172
6.831
5.926
5.292
5.268
6.135
5.026
8.42
9.861
9411
7.242
6.883
8.017
5.627
6.741
5.631
9.058
5.484
5.775
6.458
5.311
5.967
7.58
6.968

FERROCHELATAS
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Cet2
LSP1GAMMA
CG33543
CG2121
L(1)G0320
CG10440
CG42337
CG9935
PEX19
BLANKS
MOD(MDG4)

E
CG6709

CGI2163
MSL-3
SCAT
SALM
GSTDI10
CG8974
CG30385
CG9449
AC76E
SENS-2

GSTD1
BOSS
dprl6

CG33252
D

CG5662
GSTEY

CG8851

L(3)04053
CG5205
pgc
YELLOW-B
HSP22

CG13806

CGI15353

CG32700

CG4080

CGl4164

CG32581

T3dh
CG17912
HSP67BB

DnaJ-60

CG34207




1629113 a at
1629159 _at
1629187 s_at
1629216_at
1629318 at
1629363 _at
1629385 s _at
1629428 at
1629468 at
1629523 at
1629553 at
1629694 at
1629700 _at
1629793 at
1629820 at
1629910 _at
1630004 _at
1630049_at
1630231 _at
1630252 _at
1630538 _at
1630600_at
1630723 a at
1630762 _at
1630781 _at
1630855 s at
1630897 at
1630920_at
1631040 _at
1631134 at
1631285 at
1631405_at
1631735 at
1632003 a at
1632072 _at
1632082 _at
1632155 at

16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
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0.033
0.023
0.027
0.036
0.023
0.025
0.024
0.024
0.022
0.024
0.026
0.025
0.022
0.026
0.034
0.036
0.028
0.026
0.024
0.025
0.034
0.043
0.023
0.022
0.039
0.026
0.035
0.024
0.029
0.03
0.04
0.026
0.023
0.028
0.027
0.024
0.029

8.013
5.224
6.321
8.868
5.335
5.767
5.471
5.541
5.021
5.583
6.004
5.734
5.048
6.01
8.421
9.029
6.667
5.953
5.512
5.637
8.178
11.293
5.281
5.073
9.708
5.941
8.635
5.629
6.733
7.159
10.099
6.101
5.357
6.505
6.228
5.395
6.804
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CG42307
CG16865
WDB
INC
CGI17104
Acyp2
Cralbp
CG7342
CGY372
LOLA
CGI4153
PABP2
MAMO
CGI12772
CGI4353
CGI11570
BEAT-IB
HSP67BB
Fw
RPSI1
CPR60D
Dh44
CG8708
PKIR
FS(2)LTOPP43

GLUCLALPHA
TSP42EK
SOWAH
GEF26
TSP5D
CG32181
CG10445
PTP994
CG8475
NDG
CGI13676

MUS312

Pmi PGRP-LD

Lon

CG31659
CG4461

Fst

GEFMESO
CG34134

CG3436




1632295 s at
1632348 _at
1632391 _at

1632395 s _at
1632452 at
1632510_at
1632517 _at
1632656_at
1632711 _at
1632719 _at
1632872 at
1633002 _at
1633046_at
1633207 _at
1633315 _at

1633359 a at

1633405 s_at

1633419 s _at
1633432 at
1633540_at
1633631 _at
1633837 _at
1633943 at

1634282 s _at
1634351 _at

1634398 a at
1634399 at
1634406_at
1634482 at
1634503 at
1634607 _at

1634671 a_at
1634856_at
1634953 at
1634957 _at
1634958 _at
1635046_at

16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
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0.041
0.03
0.023
0.023
0.027
0.022
0.022
0.035
0.027
0.025
0.028
0.023
0.04
0.024
0.032
0.025
0.033
0.043
0.023
0.028
0.027
0.029
0.026
0.025
0.027
0.023
0.049
0.025
0.026
0.041
0.031
0.029
0.036
0.026
0.022
0.032
0.038

10.398
7.125
5.118
5.118
6.393
5.045
5.071
8.668
6.267
5.77
6.61
5.35
10.113
5.496
7.643
5.677
7.988
11.245
5.152
6.628
6.258
6.982
6.054
5.641
6.304
5.262
13.153
5.884
5.965
10.521
7.332
6.959
8.837
5.905
5.072
7.848
9.52
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CG17493
CGY9452
CG14234
VHAI00-1
CG18258
CG34401
CG5023
CGi2112
PEXI10
FRU
ACP24A44
SALT
CG7239
NDAE]
CG2006
TRAF-LIKE
CG4288
CG32195
CG9657
CG8147
CG5380
OBP50C
CG43062
TOP3BETA
CG7860
DL
CG18367
CG32982
CG8918
CG15695
CG14160
CecC
HDC
CG3795
DH44
CG9010
CG18869

CG7966
CG7966

CG15711
CecC

Spasel?2

CG7341

CG9682

CG15071

CG42598
CG42598

SPN42DC

CG5770

CecC

CG33061




1635161 _at
1635298 _at
1635360 _at
1635384 _at
1635396_at
1635400 _at
1635498 _at
1635592_at
1635683 _at
1635773 _at
1635789 _at
1635793 _at
1635815 _at
1636088_at
1636323 _at
1636453 _at
1636470 _at
1636471 _at
1636528 at
1636679 _at
1636702_at

1636888 _a_at
1636925 _at
1637050 _at
1637195 _at

1637299 s_at
1637313 _at
1637335 _at
1637516 _at
1637669 _at
1637701 _at
1637797 at
1637880 _at
1637901 _at
1637941 _at
1638048 _at

1638122 _a_at

16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
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0.031
0.042
0.027
0.025
0.027
0.033
0.027
0.03
0.026
0.023
0.032
0.045
0.023
0.034
0.026
0.027
0.025
0.028
0.023
0.038
0.029
0.031
0.023
0.029
0.028
0.024
0.023
0.027
0.025
0.023
0.043
0.025
0.026
0.024
0.023
0.027
0.029

7.489
10.669
6.365
5.861
6.204
8.051
6.203
7.015
6.067
5.271
7.732
11.674
5.142
8.146
6.011
6.225
5.748
6.591
5.236
9.533
6.968
7.482
5.337
6.744
6.493
5.407
5311
6.347
5.775
5215
10.993
5.729
6.164
5.444
5.197
6.362
6.863
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L(2)34FC
CG13458
CG10830
ZIP1
CG30203
DTR
CG9259
VAV
CG6136
CG10144
CG42533
CG4622
CG12387
DLL
coviic
CG4988
CG32700

GP93
MRTF
CG15343
APH-4
CG31477
CG33054
CG31321
CG6928
CG32595
FLN
CG15449
CG7442
Cpr494b
CG14400
CG13606
CGl4151
RPS104
HDACX
CG10874

CG8949

CG11893

CGl11413
CGl1413

CG34026

MUB

twit
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1638472 _at
1638619_s_at
1638736_at
1638912 s _at
1638963 _s_at
1638998 _at
1639173 _at
1639228 _at
1639278 _at
1639306_s_at
1639418 _at
1639484 _at
1639513 _at
1639515_at
1639564 _a_at
1639732 _s_at
1639855 _at
1639939 _at
1640025_at
1640231 _a at
1640449 s _at
1640549 _at
1640799 _at

1641033 a_at
1641077 at

1641109 at
1641199 a_at
1641204 at
1641241 at
1641245 a_at

1641310 at
1641332 _at
1641678 _at
1641688 at

1630314 _at
1631130 _at
1637848 _at
1638323 at

16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
17

17
17
17
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0.028
0.024
0.035
0.028
0.028
0.023
0.043
0.027
0.028
0.028
0.022
0.029
0.026
0.036
0.026
0.026
0.026
0.035
0.036

0.023
0.023
0.029
0.033
0.027
0.024
0.024
0.025
0.043
0.024
0.029
0.023

0.033
0.045
0.028
0.026

0.031
0.025
0.032

6.456
5.448
8.707
6.44
6.592
5.225
11.102
6.331
6.692
6.479
5.076
6.809
6.123
8.965
5.898
6.118
6.004
8.632
8.852

5.319
5.131
6.979
8.049
6.21
5.509
5.564
5.792
11.257
5.373
6.817
5.172

7.932
11.978
6.699
6.015

7.524
5.799
7.672

CPR62BB
CG17698
CGI1458
HRBY9SDE
MRJ
CUL-5

ACTRI3E
ETH
Pka-C3
ACP65A4A4
CG1635
CG5214
CG7367
CG7768
SALR
KP78B

OSM-6
CG8908
PICO
TAL
DSX
UNK
CG30158
OBST-B
CG1544
CGI4864

CG17698

KO

CG7324
LUTE
CGI8136
CG31141

CG5745
CG6873
CG8116

HIPK
hipk

CG33096

CG1571
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UN
ID MOD CM F SIMBOLO
1632164 _at 1 0.064  6.647 scrib
1637498 at 1 0.068  7.169 CG41106
1636223 at 1 0.066  6.960 Hex-t1
1628854 _at 1 0.057  5.874 CR32252 CG43367
1624466 _a_at 1 0.055  5.568 CGI5117
1630566 _at 1 0.050  5.060 CG15446 CG11566 stgl
1629758 at 2 0.082  8.926 Aats-pro CG1246
1636251 _at 2 0.080  8.645 Tsp
1638718 _at 2 0.073  7.794
1624409 a_at 2 0.073  7.724 Npc2h
1634684 _at 2 0.070  7.427 CG7857 CG7272
1628083 _at 2 0.069  7.230 CG5036
1630095 a_at 2 0.066 6911 Drl-2
1627548 _at 2 0.066  6.880 CG12541
1623597 s_at 2 0.063  6.532 CG17684
1639017 _at 2 0.062 6414 CG43110
1624411 _at 2 0.061  6.308 CG18437
1641230 _at 2 0.056  5.691 Ast-CC
1626524 at 2 0.056  5.654 Phael
1633167 s_at 2 0.055  5.551 CG6788 CR32496
1623315 _at 2 0.054  5.424 cmpy
1628475 _at 2 0.052  5.85 CG8678
1629127 at 2 0.052  5.185 CG6996
1624580 _at 2 0.051  5.096 CG9362
1632600 _at 3 0.088  9.777 CG34232
1637306 _at 3 0.061  6.276 CG31720
1637293 at 3 0.053  5.396 CG17707
1638322 at 3 0.051  5.113 CG10168
1623532 _at 3 0.051  5.083 CG34236
1627869 at 4 0.060  6.163 Jon25Bi
1638114 _at 4 0.056  5.741 CG13022
1629716 _a_at 4 0.056  5.657 CG13284
1640035 _at 4 0.056  5.644 Fbp2
1625986 _at 4 0.051  5.143 CG31826
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1634493 at
1638413 _at
1634878 _at
1635336_at
1631814 a at
1625388 _at
1635188 _at
1634276 _a at
1628197 at
1640107 _at
1622960 _at
1625354 at
1623066_at
1624836 _at
1628503 at
1632700 a at
1641496 _a_at
1630915 _at
1623244 at
1636383 _at
1637928 _at
1628541 at
1635688 at
1634201 _at
1626577 _at
1630233 at
1630667 at
1623961 at
1635583 s at
1624929 at
1637900 _at
1630051 _at
1637042 a at
1631691 _at
1637795 _at
1633882 _at
1637109 s _at
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0.123
0.122
0.089
0.086
0.082
0.078
0.075
0.075
0.074
0.072
0.071
0.069
0.065
0.065
0.064
0.064
0.064
0.063
0.062
0.061
0.061
0.061
0.058
0.058
0.058
0.057
0.057
0.056
0.056
0.056
0.055
0.054
0.054
0.053
0.053
0.053
0.052

15.303
15.105
9.920
9.581
8.972
8.473
8.073
8.023
7.861
7.622
7.521
7.259
6.798
6.753
6.702
6.651
6.596
6.511
6.389
6.322
6.281
6.233
5.994
5.961
5.898
5.867
5.810
5.735
5.731
5.641
5.543
5.511
5.473
5.403
5.350
5.316
5.284
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LysS
Jry

comm2
CG10738
CG4893
CG6675
Adar
CGI13177
obst-A
decay
alpha-Est3
Grip71
CG13795
CG30424
CG18324

grass

CG13856
Oatp58Db
CG17838
sbr
CG7023
CG15556
CG5399
CG34043
CG4991
fz2
pelo
CG11852
Tsp42Ec
CG11961
CG16772
CG7778

CG3961

mwh

CG18180

CG42666

Irk3

Takll
CG15210
CG7029

Arpc3B

CG31710

Rgkl

CG13841




1632720_at
1629784 a_at
1631450_at
1628594 at
1635573 _at
1629967 _s_at
1631869_at
1641343 _at
1641241 _at
1624775 _at
1640892 _a_at
1636040_at
1638079_at
1625877_s_at
1637602_at
1625617 _at
1633749_at
1625840 _at
1641222 _at
1628171 _at
1629385_s_at
1629442 at
1640073 _at
1637687_at
1631382 _at
1629259 _at
1625457 _at
1626481 _a_at
1639164 _at
1641508 _s_at
1635204 _at
1635410_at
1622976_at
1640665_at
1632359_at
1630844 _at
1637097 _at
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0.051
0.050
0.050
0.099
0.097
0.081
0.074
0.072
0.071
0.069
0.068
0.068
0.063
0.063
0.063
0.063
0.062
0.061
0.060
0.060
0.060
0.060
0.060
0.060
0.060
0.059
0.059
0.059
0.059
0.057
0.056
0.056
0.056
0.055
0.054
0.054
0.054

5.077
5.051
5.021
11.411
11.093
8.837
7.924
7.696
7.478
7.298
7.171
7.092
6.560
6.546
6.531
6.488
6.438
6.316
6.215
6.201
6.156
6.155
6.147
6.146
6.142
6.098
6.087
6.050
6.013
5.810
5.709
5.661
5.661
5.555
5.485
5.482
5.472
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LysX
Myo28B1
CG14860

rut
CG42663
park
CG14053
Crz

CG10628
Doa

qsm

Edeml
Roc2
CG6337
CGI12001
CGl5142
CG34205
Cralbp
egr
CG6709
ct
CGI13085
CG4042
CG10031
Taz
CG9486
Tsp42Eh
sei
CGI12766
mod(mdg4)
Sug
Taki2
CG15293
CG7497

CG17698

CG10527

CG41056
CR43864

Pmi

CGl4164

CG4186

Ddr

CG13568

pallidin

1(2)414b

PGRP-LD




1623416_at
1634033 _s_at
1631631 _at
1628496 _at
1634789 _at
1638227 at
1637253 _s_at
1635636_at
1622893 at
1640562_at
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0.054
0.053
0.052
0.051
0.051
0.050
0.084
0.072
0.063
0.056

5.416
5.306
5.242
5.178
5.167
5.048
9.297
7.644
6.510
5.738

Muc68E
Glutl
Cpr47Ee
dprl6
CG30151

uif

fo
IM3

dare

CG30033
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