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QTL para termotolerancia en el ambiente térmico natural,

y resistencia al estrés térmico en el modelo Drosophila.

RESUMEN

La temperatura ambiental afecta significativamente la distribucion, abundancia y evolucion
de los organismos. En condiciones de estrés por alta temperatura, la supervivencia en cada estadio
del ciclo de vida es importante para la adaptacion de poblaciones en un escenario de calentamiento
global. En este estudio se utilizd6 Drosophila melanogaster como un organismo modelo para
investigar la base genética de la tolerancia al calor en estadios del ciclo de vida que en la literatura
fueron poco estudiados con respecto a la termotolerancia. Se realizaron mapeos del intervalo
compuesto para identificar loci de un caracter cuantitativo (QTL) que determinan la variabilidad en
la supervivencia al estrés por calor en huevos y en larvas. Para ello se utilizaron lineas endogamicas
recombinantes (RIL) que segregan variacion extrema en la resistencia al coma por calor. Los QTLs
identificados en este estudio se compararon con QTLs de termotolerancia previamente identificados
en moscas adultas en condiciones estandarizadas de laboratorio. EI mapeo de QTLs en larvas se
realiz6 en un ambiente térmico natural en verano, con el objeto de evaluar la magnitud del efecto de
cada QTL y su co-localizacion con QTLs previamente identificados en el laboratorio. La razén para
ello es que el ambiente natural puede diferir ampliamente del correspondiente a estudios de
laboratorio. Se realizd una prueba de complementacion cuantitativa con lineas que portan
deficiencias para el QTL que mostro el mayor efecto en el experimento a campo.

Asimismo, se investigd una asociacion clinal entre la resistencia al coma por calor en
moscas adultas y la altitud de la poblacion de origen en la especie cactofila Drosophila buzzatii, en

el Noroeste de Argentina,



Todos los QTLs identificados para la supervivencia de larvas a adultos en el ambiente térmico
natural, solaparon con los QTL de termotolerancia ya conocidos en moscas adultas en condiciones
de laboratorio. EI QTL de mayor efecto fue detectado en el cromosoma X, y colocaliza con un QTL
de termotolerancia ya identificado en la banda 10X en moscas adultas en el laboratorio.

El andlisis supervivencia al estrés por calor en huevos revel6 que los individuos en este
estadio inmavil del ciclo de vida son mucho més tolerantes que en los estadios mdviles del ciclo de
vida (larvas y moscas adultas). Por otra parte, la base genética de la tolerancia al calor en huevos
fue diferente a la conocida en moscas adultas y larvas, ya que los QTL de termotolerancia al calor
en huevos no coincidieron en posicion con los conocidos en larvas y adultos. Ademas, las lineas
RIL de alta termotolerancia al calor en adultos (RIL-SH2) tuvieron, en huevos, menor
termotolerancia que el panel de linea RIL de baja resistencia al calor en adultos (R1L-D48).

Respecto de la clina altitudinal estudiada para la resistencia al coma por calor en moscas
adultas, los resultados indican que las moscas de mas altas elevaciones son menos resistentes al
coma por calor, pero muestran igual o incluso mayor supervivencia al estrés por elevada
temperatura que las poblaciones de bajas elevaciones o de altitud cercana al nivel del mar.

Los resultados de este estudio demuestran que la base genética de la tolerancia al calor en el
estadio de huevo difiere ampliamente con respecto a larvas y adultos. En cuanto al estadio larvario,
se observo una alta co-localizacién de QTLs con respecto al estadio adulto, previamente estudiado.
Estos resultados no resultan sorprendentes si se considera que el estadio de “huevo” esta controlado
por un programa de desarrollo muy diferente al de larvas en insectos Dipteros. Estos resultados son
muy importantes porque demuestran por vez primera que la base genética de la resistencia al calor
difiere ampliamente en el estadio de huevos respecto al resto de los estadios del ciclo de vida de un
insecto. Asimismo, el estudio presente demuestra que la termotolerancia en huevos y larvas también

es genéticamente variable. El mapeo de QTL en un ambiente térmico natural desarrollado en larvas,



llena un vacio existente en nuestro conocimiento sobre la base genética de termotolerancia en el
laboratorio y su correlato en la naturaleza.

Finalmente, el andlisis clinal de termotolerancia en moscas adultas de D. buzzatii muestra
que diferentes caracteres de termotolerancia pueden diferir ampliamente en cuanto a la seleccion
térmica experimentada en la naturaleza. En particular, la resistencia al coma por calor disminuye
con la altitud de origen de la poblacion mientras que la supervivencia al estrés por calor muestra un

patron un diferente de variacion altitudinal.

Palabras claves: Adaptacién Térmica, Coma por Calor; Estrés por Alta Temperatura; Lineas
Endogadmicas Recombinantes; Loci de Caracter Cuantitativo (QTL); Prueba de Complementacién

Cuantitativa; Supervivencia al Estrés por Calor; Termotolerancia; Variacion en el Ciclo de Vida.



QTL for thermotolerance in the natural thermal environment,

and resistance to thermal stress in the Drosophila model.

ABSTRACT

Environmental temperature significantly affects the distribution, abundance an evolution of
organisms contemporaneous terrestrial environments. Under heat-stress conditions, survival of in
each stage of the life cycle is important for adaptation and survival of populations under a global
warming scenario. In this study Drosophila melanogaster was used as model organism to
investigate the genetic basis of tolerance to heat in life cycle stages that were rather poorly studied
with regard to thermotolerance in the past. Composite interval mapping was implemented to
identify quantitative trait loci (QTL) influencing heat-stress survival in both larvae and adults. In
QTL-mapping, a set of recombinant inbred lines (RIL) segregating extreme variation in heat
knockdown were used. Identified QTLs in eggs and larvae were compared to previously identified
QTLs of thermotolerance in adult flies in the lab. In the case of QTL-mapping in larvae, it was
performed in a natural thermal environment, in addition to laboratory controls, with the aim to
estimate the magnitude of each QTL and its co-localization with QTLs identified in the lab in
previous studies. The rationally for it, was that laboratory studies can not always represent the
effects of thermal variation in natural environments. A test of quantitative complementation was
performed using deficiencies lines on the QTL showing the larger effect in the field.

Additionally, a clinal association was assessed between heat knockdown in adult flies and
the altitude of origin of population in the cactophilic species Drosophila buzzatii, in the Argentina

North-western.



All identified QTLs for heat-stress survival from larvae to adults in the natural thermal
environment overlapped with thermotolerance-QTLs identified in previous studies under lab
conditions. The large effect QTL was detected on the X chromosome, and this QTL co-localized
with a thermotolerance-QTL previously identified in band 10 of this sex chromosome in the lab.

Survival analysis in eggs under heat stress revealed that individuals in the immobile stage of
the life cycle (egg) are largely more tolerant to heat stress than in mobile stages of the life cycle
(larvae and adults). On the other hand, the genetic basis of heat tolerance in eggs was different to
the previously studied in larvae and adults, as thermotolerance QTLs in eggs did not overlapped in
either position or effect with larvae and adult thermotolerance QTLs. In addition, RIL lines with
high levels of heat-stress thermotolerance in adults (RIL-SH2) were, in eggs, associated to lower
levels of heat resistance that in the RIL panel of low heat resistance in adults (RIL-D48).

Regarding the altitudinal cline studied for heat knockdown in adult flies, the results revealed
that flies from high elevations are less resistant to heat knockdown but show similar or even higher
heat-stress survival than flies from low altitude populations.

The above summarized results in this study show that the genetic basis of heat-stress
resistance in the egg stage dramatically differ from larvae and adults. Regarding to the larvae stage,
also studies in this thesis, it showed high co-localization of QTLs with regard to the previously
studied adult stage. The lack of QTL-co-localization between eggs and larvae (and adults) does not
result difficult to understand if we consider that eggs and larvae are controlled by very different
development programs. These results are very important because demonstrate for the first time that
the genetic basis of the resistance to heat stress widely differs in the egg stage with regard to the rest
of stages of the life cycle of an insect. Likewise, the present study demonstrates that

thermotolerance is genetically variable both in larvae and adults. The QTL-mapping in a natural



thermal environment in larvae fills a gap in our knowledge about the genetic basis of
thermotolerance in the lab and its correlate in the wild.

Finally, the clinal analysis of thermotolerance in adult flies of D. buzzatii shows as different
traits of thermotolerance can dramatically differ with regard to the thermal selection experienced in
nature. Specifically, knockdown resistance to heat stress decreases with altitude of origin of

population whereas heat-stress survival can show an opposite pattern of altitudinal variation.

Key words: Thermal adaptation, heat knockdown; high-temperature stress; Recombinant Inbred
Lines; Quantitative Trait Loci; Quantitative Complementation Test; Heat-Stress Survival;

Thermotolerance; Life cycle.
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1.1 Termotolerancia

En insectos, la capacidad de sobrevivir desde huevo a la adultez es un importante
componente de la aptitud (o “fitness”), especialmente bajo condiciones ambientales severas en un
escenario de calentamiento global (Kingsolver et al., 2011; Franks & Hoffmann, 2012). La
adaptacion a ambientes de estrés térmico es posible solo si los fenotipos de termotolerancia son
genéticamente variables en todos los estadios del ciclo de vida (Hoffmann et al., 2003; Hoffmann &
Willi, 2008; Levy et al., 2015).

Por estrés ambiental se considera cualquier condicion del ambiente que perturbe el normal
funcionamiento de sistemas bioldgicos, y es una condicion que puede disminuir la aptitud
(Hoffmann & Parsons, 1991; Hoffmann et al., 2003). El estrés térmico es una de las formas de
estrés mas comunes en ambientes terrestres contemporaneos. Si un organismo es expuesto a
temperaturas elevadas, puede responder al estrés de diferentes maneras. Primero, mediante cambios
en su comportamiento puede ejecutar un mecanismo de escape. Si el mecanismo de escape
comportamental falla o no puede ser ejecutado, la respuesta se evidencia mediante cambios
metabdlicos y fisioldgicos. Tales cambios incluyen fundamentalmente la induccion de la expresion
de las “heat-shock proteins” (Hsp en forma abreviada). Las Hsp estan presentes en todos los
organismos Vvivos, y son un grupo de proteinas altamente conservadas en el reino animal, que
cumplen funciones especificas en respuesta al estrés. La mayoria de las Hsp funcionan como
chaperones moleculares ayudando al organismo a hacer frente al estrés (Lindquist, 1986; Sgrensen
et al., 2003). Estan involucradas en funciones de limpieza de la célula, transporte, plegamiento y
desplegamiento, ensamblaje y desensamblaje de multiples unidades estructuradas, y en la
degradacion de proteinas desnaturalizadas o agregadas. El significado evolutivo y ecoldgico de
estas proteinas es y ha sido de gran interés, ya que pueden estar directamente relacionadas con la

adaptacion al estrés térmico y otras formas de estrés (revisado en Sgrensen et al., 2003). Son
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funcionalmente importantes en la proteccion celular durante y/o después de la exposicion al estrés,
ya que son relevantes en la recuperacion y la supervivencia luego de la exposicion (Lindquist 1986;
Sarensen et al., 2003). Tanto las altas como las bajas temperaturas pueden inducir la expresién de
Hsp, aunque existe una especificidad para ambos extremos de temperatura (Burton et al., 1988).

La mayoria de las Hsp se encuentran en niveles basales muy bajos en ausencia de estrés.
Con el estrés ambiental las proteinas que no son Hsp pueden perder su conformacién funcional
debido a danos causados por el estrés. Las proteinas dafiadas son reconocidas por el “Heat-shock
factor” (HSF) que es el regulador positivo de la expresion de los genes de las Hsp. Al interactuar
con proteinas dafiadas HSF cambia su conformacion y se une a los promotores de los genes de Hsp,

aumentando drasticamente la expresion de genes Hsp (Figura 1).
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Figura 1. Regulacion de genes Hsp por HSF y FOXO. Tres vias de senalizci+on (HSF, IIS y
JNK) convergen sobre los factores de transcripcion FOXO y HSF para activar la expresion de
genes Hsp. Las Hsps se unen a una gran variedad de “clientes”, de modo que diversos tipos de
estres como los causados por el estres oxidativo o por el calor, que conducen a la
desnaturalizacion proteica, puedan afectar coordinadamente una variedad de vias apartando a las
Hsp de su red de “clientes” (reproducido de Tower, 2008).
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Las Hsp tienen una gran importancia funcional en la proteccion de la célula y del organismo
durante y/o después de la exposicion al estrés por calor, ya que son relevantes en la recuperacion y
supervivencia luego de la exposicion (Lindquist, 1986; Feder y Hoffmann, 1999; Sgrensen et al.,
2003). También pueden ser inducidas por otro tipo de estrés, como la exposicién a metales pesados,
etanol, hipoxia, radiacion UV, desecacion y envejecimiento (Schlesinger et al., 1982; Marx, 1983;
Sarensen et al., 2003). En estudios previos de laboratorio se observé que los aumentos en el nivel
de Hsp pueden afectar mdltiples caracteres de historia de vida tales como tasa de desarrollo,
resistencia al estrés, longevidad y fecundidad (Rutherford & Lindquist, 1998; Serensen &
Loeschcke, 2001; Queitsch et al., 2002; Sgrensen et al., 2003).

Los “heat shock genes”, genes que codifican a las Hsp estan altamente conservados y
muestran una baja variacion entre las especies en las regiones codificantes. Se agrupan en familias
formadas por varios genes relacionados, con distintas funciones.

Generalmente las temperaturas mayores que un umbral méximo causan una rapida muerte.
Por lo tanto, una caracteristica de gran relevancia implica la la evaluacion frente a la exposicion a
temperaturas elevadas pero subletales. Usualmente, la exposicidn a elevadas temperaturas puede
conducir a un coma reversible en insectos y otros organismos. De esta manera, el estrés térmico
durante el mediodia y tarde en verano puede regular de manera rutinaria a los niveles de actividad
de los insectos bajo condiciones de calor en muchos ambientes naturales. La capacidad para resistir
a dicho coma inducido por el calor es adaptativa. Esto se debe a que los individuos que logran
permanecer activos y por lo tanto pueden tener acceso a la reproduccién tendran una ventaja
demogréfica respecto a otros individuos que permanecen en estado de coma durante condiciones de
calor extremo en poblaciones naturales (Huey et al., 1992; Loeschcke y Hoffmann, 2007).

La termotolerancia es un caracter altamente variable tanto por factores genéticos como

también por factores ambientales que afecta la distribucion, abundancia y supervivencia de las
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especies, y es un tema de gran importancia en la biologia evolutiva, sobre todo bajo la perspectiva
de un creciente calentamiento global (Hoffmann & Parsons, 1997; Hoffmann & Merila, 1999;
Dahlgaard et al., 2000; Hoffmann & Hercus, 2000; Norry et al., 2004; Sgrensen et al., 2005a;
Hoffmann & Weeks, 2007; Hoffmann & Daborn, 2007). Un gran nimero de experimentos
demuestran que las Hsp son componentes claves de la termotolerancia (Lindquist, 1986).

Los genes candidatos para termotolerancia no solo incluyen genes de Hsp sino también un
gran numero de otros genes con multiples funciones que cambian sus niveles de expresion como
resultado de exponer al organismo a temperaturas de estrés tanto en todos los estadios del ciclo de
vida (Leemans et al., 2000; Sgrensen et al., 2005, 2007, 2017).

La termotolerancia puede ser tanto basal como inducida, la basal corresponde a la respuesta
propia del organismo frente a la exposicion de un estrés, mientras que la inducida es el aumento de
la resistencia por la exposicién previa al estrés.

La mayor termotolerancia de los individuos puede inducirse mediante tratamientos de
aclimatacion o bien de templado (o “heat-hardening”). En la aclimatacion se utilizan exposiciones
de largo plazo, mientras que en el templado (“heat hardening”) la duracion de la exposicion al estrés
es mucho mas corta y el efecto del aumento en la termotolerancia es de menor duracién que en la
aclimatacion. Tanto en la aclimatacion como en el templado (o “hardening”), se produce un
aumento en la resistencia térmica mediante la exposicion previa a un estrés térmico, la duracion y
severidad del mismo es lo que diferencia a estos tratamientos. Ambos tratamientos describen los
cambios en un organismo causado por las condiciones ambientales externas (Loeschcke &
Sgrensen, 2005).

Los fendmenos de aclimatacion y templado son ejemplos de plasticidad fenotipica, es decir,

la expresion fenotipica variable que puede tener un caracter bajo diferentes condiciones

15



ambientales (Stearns, 1989). La aclimatacion induce cambios fisioldgicos y modificaciones en los

niveles de expresion de ciertos genes (ej., Serensen et al., 2005).
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1.2 El organismo modelo

El género Drosophila incluye mas de 1500 especies, de una amplia distribucion geogréafica y
climatica encontrandose en zonas templadas y tropicales y en diferentes altitudes, aunque
principalmente se la encuentra en zonas selvaticas (Throckmorton, 1975; 1982).

Drosophila es un sistema modelo para el analisis de las respuestas evolutivas a las
temperaturas extremas (ej., Maynard-Smith, 1956; Hollongsworth & Bowler, 1966; David et al.,
1983; Hoffman & Parsons, 1991; Norry et al., 1994). Por su corto ciclo de vida, facil manejo y cria
econdmica permite facilmente analizar de manera experimental diferentes caracteres asociados a la
aptitud facilitando la comprension de su adaptacién a diferentes ambientes.

En el presente trabajo se utilizé como modelo de estudio a las especies D. melanogaster y D.
buzzatii.

D. melanogaster es una especie cosmopolita que ha colonizado exitosamente casi todos los
continentes en una amplia variedad de climas, ocupando extensas regiones, desde zonas tropicales a
templados frias. Posee un complemento cromosémico pequefio formado por cuatro pares de
cromosomas facilmente observables dada su estructura politénica presente en las glandulas
salivales. EI genoma de esta especie ha sido secuenciado y anotado hace casi dos décadas (Adams
et al., 2000).

D. buzzatii es una especie cactéfila que habita principalmente zonas aridas y semiaridas en
diferentes altitudes en Argentina (ej., Fontdevila et al., 1988; Hasson et al., 1992; Fanara et al.,
1999) y se encuentra asociada a cactus del género Opuntia. Su conocida ecologia y patrén de
reproduccion proporciona una gran oportunidad para el estudio de distintos aspectos evolutivos de
la adaptacion al ambiente y su relacion con la termotolerancia (Etges, 1990; Hasson et al., 1992,

1995; Fanara et al., 1996, 1999; Powell, 1997; Sorensen et al., 2005; Norry et al., 2006).

17



1.3 Termotolerancia desde larva a la adultez en un ambiente
térmico natural

En insectos, la capacidad de sobrevivir desde la etapa de larva a la adultez es un componente
importante del fitness, especialmente en condiciones ambientales severas, como en el caso de
temperaturas elevadas observadas en un escenario de calentamiento global (Kingsolver et al., 2011,
Franks & Hoffmann, 2012).

La adaptacion a ambientes térmicamente estresantes es posible si los fenotipos
termotolerantes son genéticamente variables en todos los estados del ciclo de vida (Hoffmann et al.,
2003; Hoffmann & Willi, 2008; Levy et al., 2015; Lommen et al., 2017). Los experimentos en el
laboratorio han permitido identificar varios Loci de Caracter Cuantitativo (QTL) para la resistencia
al estrés por calor en adultos de D. melanogaster (ej., Norry et al., 2004; Morgan & Mackay, 2006;
Norry et al., 2007; Rand et al., 2010). Un QTL es un segmento de cromosémico que contiene al
menos un gen que afecta al caracter bajo estudio (Falconer & Mackay, 1996; Lynch & Walsh, 1998;
ver). En este insecto modelo, la seleccion artificial para termotolerancia al calor, modifico el nivel
de expresion de muchos genes y del proteoma constitutivo en moscas adultas en el laboratorio (g;j.,
Sgrensen et al., 2007, 2017). También se identificaron QTL para la supervivencia larvaria al estrés
por alta temperatura en condiciones estandarizadas de laboratorio (Sambucetti et al., 2013). Sin
embargo, los estudios de termotolerancia realizados bajo condiciones de laboratorio no reflejan
necesariamente la termotolerancia en ambientes naturales donde la temperatura puede variar
ampliamente no solo a lo largo del dia sino también entre dias consecutivos (ej., Loeschcke &
Hoffmann, 2007; Kristensen et al., 2007).

D. melanogaster se encuentra en ambientes terrestres naturales de amplias areas geogréficas,
desde templadas a tropicales en todos los continentes excepto Antartida. En estudios de laboratorio,

se observo un alto grado de co-localizacion de QTLs de termotolerancia identificados en
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poblaciones de diverso origen geografico (Morgan & Mackay, 2006; Norry et al., 2004, 2007,
2008; Rand et al., 2010). Aunque los QTLs usualmente abarcan grandes porciones del genoma
(dependiendo tanto de la densidad de los marcadores como de la cantidad de recombinacién), es
interesante poner a prueba que QTL (o genotipo de QTLs) muestran efectos significativos bajo
condiciones naturales, ya que la gran variacion ambiental podria enmascarar cualquier efecto de
diferencias genéticas de termotolerancia entre individuos.

Mediante un ensayo de campo disefiado bajo el modelo de liberacion-recaptura, realizado en
moscas adultas, se puso a prueba un QTL de gran efecto ubicado en el cromosoma 2 (Loeschcke et
al., 2011). Las moscas adultas portadoras del genotipo de QTL para la alta tolerancia al calor se
desempefiaron mejor a la hora de localizar recursos en el campo en condiciones de alta temperatura.
En el estadio pre-adulto del ciclo de vida también se identificaron QTLs de termotolerancia, pero
aun no fueron puestos a prueba en el campo (Sambucetti et al., 2013).

En esta tesis se realizé un analisis de QTL para la supervivencia en la etapa desde huevo a
adulto en D. melanogaster, bajo condiciones naturales de estrés por calor, en Lineas Recombinantes
Endocriadas (RIL) cultivadas en verano desde huevos y larvas de primer estadio en un sustrato
natural (bananas en descomposicién) en el campo. Para poder realizar una comparacién con
estudios previos realizados en el laboratorio se utilizaron dos conjuntos de RIL, RIL-D48 y RIL-
SH2, descriptas originalmente por Norry et al. (2008) para el mapeo de QTLs en el laboratorio.
Estas lineas permitieron la identificacion de QTLs para diversos rasgos asociados a la
termotolerancia en moscas adultas en el laboratorio (Norry et al., 2008; Arias et al., 2012), asi como
en la supervivencia en condiciones de estrés por calor en el estadio pre-adulto (desde huevo a
adulto) en el laboratorio (Sambucetti et al., 2013). Ademas, las lineas RIL son recursos Utiles para
el mapeo de QTLs de resistencia al estrés por calor tanto en ensayos de laboratorio como de campo

debido a que pueden ser examinadas en multiples ambientes. Las lineas RIL utilizadas en este
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estudio muestran una muy alta variaciéon en relacion a la termotolerancia pues una de sus lineas
parentales fue derivada de una muestra de moscas salvajes colectadas en Dinamarca (una poblacion
perteneciente a un clima relativamente frio), y subsecuentemente seleccionadas para una resistencia
reducida al estrés por calor en moscas adultas. La otra linea parental deriva de una poblacion de
Melbourne, Australia, que fue seleccionada artificialmente para mayor resistencia al coma por
calor. En este contexto se abordan cuatro preguntas principales. Primero, ¢es posible hallar QTLs
de gran efecto para la supervivencia en la etapa pre-adulta bajo condiciones de estrés por calor en el
campo? Si fuera asi, nos preguntamos si las localizaciones cromosémicas de los QTL de
termotolerancia pre-adulta en el campo coinciden (co-localizan) con aquellas halladas previamente
en la misma etapa del desarrollo embrionario en el laboratorio (Sambucetti et al., 2013) Tercero,
¢son los QTL de termotolerancia pre-adulta en el campo coincidentes con aquellos hallados en
estudios previos en moscas adultas en el laboratorio? Aunque la co-localizacion de QTL en este
estudio pueda resultar tanto de efectos pleiotropicos como de ligamiento, la falta total de co-
localizacion indicara que la termotolerancia pre-adulta difiere de la termotolerancia adulta en lo que
respecta a su respectiva base genética, de modo que los caracteres estaran influenciados por genes
no ligados. Finalmente, estimando los efectos aditivos de cada de QTL podemos abordar una cuarta
pregunta: ¢cudl es el QTL que explica la proporcion mas alta de la varianza fenotipica en la
supervivencia en la etapa huevo-adulto bajo nuestras condiciones (semi)-naturales de estrés por

calor en el campo?.
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1.4 Termotolerancia al calor en huevos de Drosophila

A la fecha, practicamente no existe informacion sobre la base genética de la termotolerancia
en el estadio de huevo en el insecto modelo Drosophila melanogaster. Para comenzar a revertir esta
situacion, es de interés buscar QTL para la capacidad de eclosion de huevos sometidos a estrés por
alta temperatura.

En insectos, el estadio de huevos es un episodio donde los individuos son inmoviles. Por
ello, los huevos en un sustrato natural no pueden escapar de la radiacion solar directa para evitar la
mortalidad en ambientes naturales sometidos a estrés por calor (Hoffmann & Parsons, 1991;
Lockwood et al., 2017). La adaptacién al estrés por calor depende de la fuerza de la seleccién a la
supervivencia en elevada temperatura desde huevo a adulto, por lo que los estudios de
termotolerancia basados solo en estadios de vida moéviles pueden sobreestimar el grado al cual los
organismos pueden responder a la seleccion térmica en la naturaleza (Lockwood et al., 2017). In
particular, en marcada diferencia con el estadio adulto del ciclo de vida (Norry et al., 2004, 2007,
2008; Morgan & Mackay, 2006), no esta claro aun si existe amplia variacién genética para
termotolerancia en estadios inmdéviles del ciclo de vida dado que ain no se conocen estimas del
namero ni de la localizacion cromosémica de genes que afecten la variacién en la tolerancia térmica
de huevos de insectos. A la fecha, existen muy pocos trabajos que examinen la termotolerancia en el
estadio inmovil de insectos, es decir el estadio huevo, para estudiar el potencial evolutivo de la
termotolerancia en insectos terrestres (Angilletta et al., 2013; MacLeanet al., 2016; Lockwood et
al., 2017).

Los estudios de QTL basados en lineas RIL son dtiles para estimar el nimero minimo y la

localizacion de genes que afectan la termotolerancia en el primer estadio inmovil del ciclo de vida
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en D. melanogaster. En este insecto modelo se han identificado QTLs para termotoleranci en
adultos y larvas en diferentes lineas RIL (Morgan & Mackay, 2006; Norry et al., 2008; Arias et al.,
2012; Sambucetii et al., 2013). Las lineas RIL constituyen una herramienta genética muy (Util
porque el mapeo de QTLs puede realizarse para multiples caracteres tanto en adultos como en
larvas y huevos en un mismo sistema.

En este estudio se utilizaron las mismas lineas RIL-D48 y RIL-SH2 originalmente usadas
para identificar QTLs de termotolerancia adulta por Norry et al. (2008). Estas lineas son muy Utiles
para estudios de termotolerancia porque sus lineas parentales difieran extremadamente en la
termotolerancia de moscas adultas (Norry et al., 2004, 2008). La linea parental D48 es originaria de
Dinamarca y fue artificialmente seleccionada para una extremadamente baja resistencia al coma por
calor (Norry et al., 2004). La linea parental SH2-1 es originaria de Australia y fue artificialmente
seleccionada para una excepcionalmente alta resistencia al coma por calor en la mosca adulta
(Norry et al., 2004). En particular las lineas RIL-SH2 y RIL-D48 son muy apropiadas para evaluar
si los QTLs de termotolerancia en huevos (aln sin mapear) son los mismos que, o solapan con, los
previamente identificados para termotolerancia en moscas adultas (Norry et al., 2008).

El presente estudio mapea la termotolerancia al calor en el estadio huevo. Los huevos suelen
experimentar estrés por calor en la naturaleza. Por lo tanto, la termotolerancia de huevos es muy
importante para la adaptacion a temperaturas extremas. En este estudio se midi6 la termotolerancia
en huevos de D. melanogaster con el objetivo de mapear QTLs para este caracter en las lineas RIL

descriptas originalmente en Norry et al. (2008).
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1.5 Clina térmica altitudinal

1.5.1 Analisis de una clina altitudinal del noroeste argentino
para la supervivencia al estrés por calor en individuos adultos
de Drosophila buzzatii.

El anélisis de clinas permite evaluar la hipotesis adaptativa de la variacién geogréafica de
caracteres cuantitativos. Las clinas geograficas de muchos caracteres relacionados son la aptitud
suelen ser influenciadas por la adaptacion térmica cuando el clima depende de la geografia. Por
ejemplo, se han descubierto patrones geogréaficos de adaptacion climética en especies de Drosophila
y otros ectotermos, sobre la base de caracteres que varian clinalmente con la latitud (James &
Partridge, 1995; van’t Land et al., 1999; Weeks, McKechnie & Hoffmann, 2002). Mitrovski &
Hoffmann (2001) obtuvieron evidencia de variacion altitudinal en los patrones reproductivos y
supervivencia en D. melanogaster a lo largo de un gradiente latitudinal en la costa este de Australia.
Se hall6 evidencia clinal para un gen candidato del envejecimiento, Methuselah (un gen de Hsp),
que co-varia con un gradiente latitudinal (Schmidt, Duvernell & Eanes, 2000). Se han descubierto
muchas clinas latitudinales para caracteres relacionados a la aptitud y se identificaron algunos de los
genes candidatos asociados (ej., hsr-omega, hsp68, hsp22, hsp23) para adaptacion térmica y
longevidad (Schmidt et al., 2000; Weeks, McKechnie & Hoffmann, 2002; Frydenberg, Hoffmann
& Loeschcke, 2003). Las regiones de gran altitud y latitud comparten condiciones ambientales
extremas similares (Lencioni, 2004), pero en relacion a los estudios de variacion clinal, los
gradientes altitudinales han sido mucho menos explorados que los latitudinales.

Si bien existen numerosos factores climaticos y ecoldgicos que podrian variar a lo largo de una
clina latitudinal, uno de los factores con mayor poder predictivo es la temperatura, para el cual

existe amplia evidencia de ser un agente selectivo en las clinas latitudinales para muchos caracteres
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(Reeve et al., 2000; Norry et al., 2001; Bubliy & Loeschcke, 2000). No obstante, surge una
complicacion al hacer inferencias a partir de la variacion latitudinal, ya que mientras la temperatura
puede variar en forma predecible a lo largo de la latitud, existen muchos otros factores cuya
variacion puede ser impredecible con las distancias, incluso siendo tan pequefias como de un grado
de latitud. En los gradientes altitudinales, a menudo se pueden detectar clinas adaptativas a una
escala geogréafica mas estrecha que en las escalas de los gradientes latitudinales (Etges, 1990;
Sgrensen et al., 2005). Ello es asi, porque los gradientes altitudinales ocurren en distancias
geogréficas (medidas por latitud y longitud) mucho mas estrechas que los gradientes latitudinales
que requieren muy grandes distancias para que existan cambios significativos en el clima como
respuesta a la geografia. En cambio, la temperatura media desciende drasticamente con la altitud en
relativamente acotadas distancias geograficas, sobre todo si la pendiente de la elevacion o montafia
es alta.

Por lo antedicho, las clinas altitudinales son particularmente interesantes para hipotesis
adaptativas de termotolerancia dado que la temperatura es una de las principales variables
climaticas en gradientes altitudinales que van desde zonas cercanas al nivel del mar hasta zonas de
2000 o mas metros de altitud (Serensen et al., 2005; Norry et al., 2006). D. buzzatii es un modelo
para analisis de clinas térmicas porque es una especie cactofila que habita en gradientes altitudinales
de Argentina y las Islas Canarias (Sgrensen et al., 2005; Norry et al., 2006).

En este estudio s considerara la clina térmica altitudinal previamente documentada en D.
buzzatii para la resistencia al coma por calor en el Noroeste de Argentina (Sgrensen et al., 2005). En
el presente estudio se continud el seguimiento de la mencionada clina con el fin de observar su
posible variacion con el tiempo y analizamos también, para su comparacion con el coma por calor,

la supervivencia a un estrés potencialmente letal por calor
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1.6 Genética cuantitativa

El objeto de estudio de la genética cuantitativa es la herencia de caracteres cuantitativos Es de
fundamental importancia el analisis de la herencia de las diferencias fenotipicas para el estudio de
la evolucion de las poblaciones naturales. A los caracteres que presentan una variaciéon continua,
que se distribuyen de manera continua o cuasi-continua, se los llaman caracteres cuantitativos. La
variacion continua se genera por dos razones, segregacion simultanea de muchos genes con algin
efecto sobre el caracter a estudiar y por la superposicion de una variacion continua producida por
causas no genéticas (Falconer & Mackay, 1996). La principal deferencia entre los caracteres que se
comportan de manera mendeliana y los que lo hacen de manera cuantitativa reside en el nimero de
genes que afectan al caracter, la magnitud de los efectos de dichos genes sobre la variacion
fenotipica y la existencia de gran variacién ambiental para el cardcter. Las propiedades que se
pueden observar en una poblacidn en relacion con los caracteres cuantitativos son las medias, las
varianzas y las covarianzas. Todas estas observaciones se basan en medidas de los valores
fenotipicos. Para el analisis de las propiedades genéticas de las poblaciones se puede dividir el
valor fenotipico en componentes atribuibles a diferentes causas y que contribuyen a la varianza
total observada del carécter cuantitativo en la poblacion. La primera divisién del valor fenotipico
(P) es en componentes atribuibles a la influencia del genotipo (G) y del ambiente (E) (Falconer y
Mackay, 1996). De esta manera, la variacion total observada para un caracter, expresada como la
varianza fenotipica del mismo (Vp), resulta de la varianza genetica (Vg) y de la varianza ambiental
(VE) de dicho caréacter: Vp = Vg + VE

Vg es la fraccion de la varianza fenotipica atribuible a la accion combinada de los genes que
afectan a la distribucion del caracter cuantitativo en la poblacion. Ademas, el efecto genotipico que

ejercen los genes sobre el fenotipo puede variar entre los distintos loci, por lo que dentro de la Vg

26



se distinguen tres componentes principales denominados varianza aditiva (Va), varianza de
dominancia (Vp) y varianza de interaccion epistéatica (V).

Varepresenta la fraccion de Vg atribuible a los efectos aditivos de los alelos. Dicha varianza
es la principal determinante de las propiedades genéticas observables de una poblacion y de la
respuesta a la seleccion. VA es la varianza de los valores reproductivos (o valores de cria).
Definimos valor reproductivo del individuo como la suma de los efectos medios de los genes que
presenta un individuo. El efecto medio de un gen (alelo) es la desviacidn, con respecto a la media
de la poblacién, de la media de los individuos que recibieron dicho alelo de uno sus padres,
mientras que el otro alelo recibido del otro parental provino al azar de la poblacion. Explicado de

otro modo: si un cierto nimero de gametas que llevan el alelo A1 se unen al azar con gametas de

la poblacion, la media de los genotipos resultantes se desvia de la media de la poblacion en una
cantidad que es igual al efecto medio del alelo A1 (Falconer y Mackay, 1996). El valor de un
individuo juzgado por el valor medio de sus hijos, se Ilama valor reproductivo.

Vp es la fraccion de Vg debida a las desviaciones de dominancia dadas por interacciones
entre alelos o intra-locus. La desviacion por dominancia surge de la propiedad de dominancia entre
los alelos de un gen. En ausencia de dominancia el valor genotipico y el mejorante coinciden.

V) representa la varianza debida a la interaccion epistatica entre genes de distintos loci, o
dicho de otra forma, debida a la interaccion no alélica.

La genética de un caracter cuantitativo se centra en su variacién. La particion de la varianza
en componentes permite estimar la importancia de los distintos determinantes del fenotipo, en
particular el papel de la herencia frente al ambiente. La importancia relativa de la variacion se da
como proporcion respecto de la varianza fenotipica total. A esta importancia relativa, Va/Vp, en la
determinacion de los valores fenotipicos se la llama heredabilidad del caracter (h?) y representa la

fraccion heredable de la variacién total del carécter en la poblacion. Cuando un caracter esta sujeto
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a seleccién natural o artificial, como resultado de tal seleccién, de los tres componentes de Vg, s6lo
Va predice los cambios genéticos del caracter en la poblacion. Esto se debe a que, dado que las
gametas son haploides, Va es el Unico componente de Vs que determina la cantidad en la cual los
fenotipos serdn afectados por los alelos transmitidos de una generacion a la siguiente en especies
diploides.

La heredabilidad de un caracter cuantitativo es una de sus propiedades mas importantes,
aunque debe tenerse en cuenta que no sélo constituye una propiedad del carécter sino también de la
poblacion, asi como de las condiciones ambientales en las que los individuos se desarrollan y de la
forma en que se evalUa el fenotipo. El valor de la heredabilidad depende de la magnitud de todos los
componentes de la varianza fenotipica y, por tanto, puede ser afectada por los cambios que
experimente cualquiera de ellos. Dado que todos los componentes de VG dependen de las
frecuencias génicas, éstos pueden diferir de una poblacién a otra.

La varianza ambiental, por su parte, depende de las condiciones ambientales y por lo tanto la
heredabilidad disminuye en condiciones ambientales mas variables y aumenta cuando éstas son mas
uniformes. El valor de la heredabilidad de un caracter se refiere a una poblacién y a condiciones
ambientales concretas. Los valores que pudieran calcularse en otras poblaciones o ambientes
dependeran de la estructura poblacional y del ambiente. Ejemplo de esto es el amplio rango de
variacioén en las estimas de heredabilidad obtenidas para un mismo caracter y organismo, reflejando
diferencias entre las poblaciones consideradas o entre las condiciones ambientales en las que éstas
se han estudiado (ver Falconer & Mackay, 1996). Sin embargo, las diferencias en la heredabilidad
entre distintos caracteres suelen ser grandes y se ha sugerido que la magnitud de la heredabilidad
depende de la naturaleza del carécter, siendo los caracteres mas estrechamente ligados a la aptitud,
aquellos con menores valores de heredabilidad. Esta relacion ha sido evidenciada en amplias

recopilaciones de heredabilidades de diferentes caracteres (Roff & Mousseau, 1987) y en otros
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organismos (ej., Mousseau & Roff, 1987).La termotolerancia es un caracter cuantitativo tipico que

puede ser analizado utilizando la genética cuantitativa.
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1.7 Locus de Caracter cuantitativo (QTL)

Los métodos de mapeo de QTL (Quantitative Trait Loci) permiten abordar el estudio de la
localizacion cromosémica de los genes que afectan a caracteres cuantitativos. Un QTL es un
segmento de cromosoma con un efecto sobre el caracter de estudio, no necesariamente un Unico gen
(Falconer & Mackay, 1996).

Los disefios experimentales para estimar los efectos y la posicion de QTL estan basados,
como el mapeo de genes individuales, en el desequilibrio de ligamiento entre los alelos de un locus
marcador y los alelos de un QTL ligado a dicho marcador. EI mapeo de QTL tiene, en

consecuencia, los siguientes requerimientos:

e Un mapa de ligamiento correspondiente a loci marcadores polimoérficos que cubra el
genoma completo en estudio.
e Que el caracter cuantitativo presente variacion dentro o entre poblaciones o lineas.

e Que el QTL esté en desequilibrio gamético con los marcadores.

La eleccién de marcadores moleculares apropiados es crucial para la realizacion del mapeo

de QTL. Idealmente, deben cumplir con los siguientes criterios:

e Deben ser altamente polimorficos, de manera que las lineas parentales sean portadoras de
diferentes variantes alélicas en cada locus.
e Abundantes a lo largo del genoma.

e No afectan al caracter cuantitativo.
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e Co-dominantes, para poder identificar todos los genotipos posibles en un locus marcador.
Este criterio no es tan restrictivo, y segun el disefio pueden utilizarse marcadores dominantes

0 co-dominantes.
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1.8 Lineas Recombinantes Endocriadas (RIL)

Existen diversos disefios de mapeo de QTL, como ser F2, retrocruza y lineas
recombinantes endocriadas (RIL). De estos disefios clasicos, el disefio RIL es el que ofrece mayor
resolucion debido a que involucra muchas mas rondas de recombinacién que los disefios F2 y
retrocruza (Lynch & Walsh, 1998). Ademas, el disefio RIL tiene la ventaja de que las lineas RIL,
al ser casi homocigotas, pueden ser utilizadas para mapear QTL de un caracter en multiples
ambientes (Lynch & Walsh, 1998).

La construccién y el genotipado de las lineas RIL utilizadas en este estudio no fue parte de
la presente tesis, y se describen en Norry et al. (2008). Aqui se menciona de manera resumida su
construccién. A partir de las lineas parentales seleccionadas, se cruzaron las lineas D48 y SH2-2.
Cuatro hembras virgenes de la F1 resultante fueron retrocruzadas a 7 machos de cada una de las
respectivas lineas parentales para generar dos poblaciones de retrocruza. A cada una de estas
poblaciones de retrocruza se les permitié aparearse libremente por otras dos generaciones. Después
de la ultima generacion de apareamiento aleatorio, se procedié a fundar lineas recombinantes
endocriadas (RIL). Las RIL fueron iniciadas fundandose 100 parejas Unicas para cada retro-cruza
(RT) y se establecieron mediante sucesivas rondas de apareamiento entre parejas de hermanos
enteros durante 15 generaciones (Figura 1). Todas las lineas RIL fueron construidas y mantenidas
a 25°C y un ciclo de luz/oscuridad de 12:12 horas, en tubos plasticos de 80 x 20 mm conteniendo 6
ml de medio de cultivo estandar. Para esta tesis usamos 32 RIL para D48 (denotadas RIL- D48) y

21 RIL para SH2 (denotadas RIL-SH2).
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1.9 Marcadores moleculares y genotipado

Los microsatélites (repeticiones en tandem de secuencias unicas) son marcadores moleculares
excelentes para el mapeo de QTL dado que poseen ciertas caracteristicas deseables: neutralidad
respecto al caracter bajo estudio, codominancia, alto nivel de polimorfismo y amplia distribucion a
lo largo de todo el genoma. La neutralidad del marcador es necesaria para descartar la existencia
de un componente de varianza fenotipica debido al genotipo del marcador, mientras que la
codominancia es necesaria para poder identificar todos los posibles genotipos del marcador (ej.
entre el heterocigota y cualquiera de los dos homocigotas). Por eso los microsatélites fueron los
marcadores elegidos en Norry et al. (2008) para el genotipado de las lineas RIL utilizadas en este
estudio. La informacion sobre el mapa citolégico y genético de los marcadores asociados a las
lineas RIL-D48 y RIL-SH2 se detalla en la Tabla 1. Las tasas de recombinacion (r) entre los
marcadores fueron estimadas en Norry et al. (2008) como r = 1/ (4/R -6), donde R es la proporcion
de las lineas RIL que exhibieron un evento de recombinacion entre marcadores (Silver, 1985). La
posiciébn de mapa de los marcadores en cM fue estimada a partir de las frecuencias de
recombinacion (r) usando la funcién de mapa de Kosambi: 100d = % In [(1 + 2r) / (1 - 2r)] (Norry
et al., 2008). La distancia promedio entre marcadores en el mapa estandar de D. melanogaster es de 8
cM, sin embargo, la generacién de RIL resulté en un mapa expandido (Tabla 1). Las distancias de
mapa fueron promediadas sobre todas las lineas RIL (RIL-SH2 y RIL-D48). El mapa genético para
RIL es expandido en relacién al mapa de retrocruza porque suceden mas eventos de recombinacion
durante la construccion de cada RIL. Para el genotipado de las lineas RIL, se extrajo el ADN del
cuerpo completo individual de dos machos y dos hembras de cada linea. Las extracciones se
llevaron a cabo en el laboratorio de Genética Evolutiva de la Resistencia al Estrés y Senescencia
(GERES) utilizando el kit Puregene (Gentra Systems) y siguiendo el protocolo para una Unica

mosca que se indica para dicho kit(http://gentra.com). EI ADN purificado de cada individuo fue
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conservado a -20°C. La extraccion de ADN y el genotipado con loci de microsatélites no fue parte de

este trabajo doctoral. EI mismo fue realizado como se describe en Norry et al. (2008) mediante PCR

con primers marcados y posterior secuenciacion automaética. La totalidad del genotipado y la

obtencion del mapa genético resultante (Tabla 1) fue realizado por Fabian Norry en colaboracion

con Volker Loeschcke del Aarhus Centre for Environmental Stress (Dinamarca).
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Figura2. Mapa genético para microsatélites en las lineas RIL utilizadas en el presente estudio,
como se describe en Norry et al. (2008) para el cromosoma X (C1) y los cromosomas 2 (C2) y 3
(C3). Las referencias para cada microsatélite se presentan en Tabla 1.
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Tabla 1. Loci de microsatelites sobre el que se basa el mapa genético disponible para las lineas RIL
de D. melanogaster utilizado en el presente estudio (RIL-D48 y RIL-SH2). Las localizaciones
genéticas corresponden a el mapa expandido de las RIL (Norry et al. 2008).

Marcador Localicacion N° de acceso Referencia

Citoldgico Genética en Gen Bank

AFO047180 1B8 1-0 AFO047180 T
X2297267¢gt 3A 1-2 -- falalad
DS06577 3C1-C6 1-5 -- T
DMU56661 4F1-F2 1-15 U56661 T
DMU96440 7B3 1-21.7 U96440 Tt
DROSEV 10A1-A2 1-40 J03158 7
X11347407ca 10C3 1-45 - falaiaie
AC010705 12D-E 1-54 C01705+11++
DMTROPINI 16F3-F6 1-71 X58188 Tt
AF017777 19F3-F6 1-85 AFO17777 T
DROEXPAND 21C3 2-1 L14768 71+
DROYANETSB 22C 2-6.44 M97694 Tt
AC009392 23A-E 2-10.98 AC009392 ke
DROGPDHA 25F5-26A 2-25 J04567 17
DRONINAC 28A1-A3 2-37 JO3131 7
AC005889 30A3-A6 2-49 AC005889 *
AC006302 34C4-D2 2-70 AC006302 Tt
AC004759 38E1-E9 2-76 AC004759 Tt
DROTG121 42A 2-80 J01139 +7

SU(2)2 49C 2-97 X56798 Tt
DMMASTER 50C 2-100 X54251 Tt
DS00361 54B1-B2 2-115 -- T
AC004307 56D11-E6 2-129 AC004307 FHFTE, **
DS08011 59A1-A2 2-142 DS08011 Tt
DMRHODb 62A 3-0.1 X52454 T
AC004658 63D2-F1 3-9 AC004658 T
3L5235154gt 64D 3-17 -- bkl
AC008198 66D10-E2 3-34 AC008198 Tt
3L9222187ca 67A 3-45 -- fakaiakaied
DM22F11T 73A1-B7 3-59 783456 11T
DROPROSA 86E3 3-71 D10609 fake
DMEHAB 90B1-B2 3-84 X72303 Tt
DRONANOS 90E-F 3-95 M72421 T
DMTF125 95C6-C8 3-112 X98235 **
3R23156893¢t 97F 3-128 -- falaaiel
DMU43090 99D6-D9 3-140 U43090 Tt

+ Schlétterer et al., (1997), 1 Schug et al.,(1998), T+ Har et al., (1998),
F111 Colson et al., (1999); 111717 Isabelle Colson (unpubl), * Gockel et al.,
(2001), ** Gockel et al., (2002), *** Kauer et al., (2002),****Kauer et al.,

(2003), ***** Kauer &Schlotterer (2004).
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1.10 Analisis de complementacidon cuantitativa

En D. melanogaster, los stocks con deficiencias (Def) en pruebas de complementacion son
un método rapido para el mapeo fino de QTLs. Cada stock Def contiene una region del genoma
eliminada y es mantenida gracias a un cromosoma balanceador (Bal) para evitar la recombinacion,
y es marcado con una mutacion dominante visible (ej, curly, bar, etc) de modo tal que sea

facilmente distinguible del cromosoma Def (Anholt & Mackay, 2014).

El stock Def/Bal se cruza con lineas parentales, por ejemplo, P1 y P2 (Figura 1), las cuales
contienen diferentes alelos-QTLs,y luego se evalta el comportamiento del caréacter para cada uno de
los individuos de las clases genotipicas resultantes; en este caso las clases genotipicas resultantes
son: Def/P1, Def/P2, Bal/P1y Bal/P2. Si la Df deja al descubierto al alelo-QTL, esperariamos que
la diferencia en el fenotipo sea mayor entre los genotipos Def/P1 y Def/P2 con respecto a los

fenotipos Bal/P1 y Bal/P2. Cuando esto sucede, se dice que Def no complementa al QTL.

Si se repite esta prueba en stocks que tengan deficiencias superpuestas a lo largo de la regién
del QTL, se puede inferir la ubicacion del QTL a partir del conocimiento de los puntos de corte de

la Def, y del patrén de complementacion y de falla de complementacion.

Debe advertirse que la falla en la complementacion puede también ocurrir si la deficiencia
interactua epistaticamente con un QTL diferente que afecte al mismo caracter. Por otro lado, este
andlisis tampoco distingue la interaccion entre los alelos Def y QTL en la region descubierta por
Def (alelismo). Por eso, las pruebas de complementacion sélo sugieren una region candidata, pero

se necesitan de otros estudios para confirmar esta interpretacion.
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Figura 1. Principio de la prueba de complementacion cuantitativa. A. Se cruzan hembras virgenes
de cada linea parental (P1y P2) con machos de los stocks con deficiencias (Def). Los cromosomas
Def son letales en homocigosis y son mantenidos gracias a los cromosomas intactos balanceadores
(Bal) para prevenir la recombinacion. Los cromosomas balanceadores tienen una mutacion
dominante visible (por ejemplo, alas curly) de modo que cuando los stocks de Def se cruzan con
otros stocks, la descendencia con el cromosoma balanceador es distinguible de aquella con Def. De
estos cruces se producen cuatro genotipos: Def/Q1, Bal/Q1, Def/Q2 y Bal/Q2, en donde Q1 y Q1
se refieren a los alelos del carécter cuantitativo de P1 y P2 respectivamente. La prueba para
determinar la falla cuantitativa de los alelos Q1 y Q2 en complementar una deficiencia consiste en
contrastar si ((Def/Q1-Def/Q2) - (Bal/Q1-Bal/Q2)) es significativamente diferente de cero. Esto se
detecta mediante la interaccion cruzada (Def o Bal) por linea (P1 y P2) a través de un analisis de
varianza de dos vias. B. En este caso no se puede inferir un QTL en la posicién de la Def porque la
diferencia en el fenotipo entre las lineas P1 y P2 es la misma. La Def no revela diferentes efectos
alélicos sobre el caracter entre los alelos Q1 y Q2. C. Aqui si se infiere un QTL en la posicion de
la Def. La diferencia en el valor medio del caracter entre los alelos Q1 y Q2 sobre la deficiencia es
mayor que la diferencia entre el valor medio del caracter de los alelos Q1 y Q1 sobre el
balanceador. (figura modificada de Tollefsbol, 2007).
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2. Materiales y métodos
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2.1 Termotolerancia desde larva a la adultez en un
ambiente térmico natural

2.1.1 Lineas Recombinantes Endocriadas

Las lineas utilizadas en este estudio son dos grupos de RIL descriptas en Norry
et al. (2008). Dos lineas endocriadas denominadas SH2 y D48 fueron utilizadas como
lineas parentales para la construccion de las RIL. Previamente al cruce de las lineas,
SH2 (derivada de Melbourne, Australia) fue seleccionada para alta RCAT (resistencia al
coma por alta temperatura) mientras que D48 (derivada de Jutlandia, Dinamarca) fue
seleccionada para baja RCAT. Para incrementar el poder estadistico en la deteccién de
QTL si se compara con el disefio basado en un solo retrocruzamiento para la
construccién de RIL, dos grupos de RIL, denominadas RIL-D48 y RIL-SH2, se
construyeron a partir de ambos cruces reciprocos (Norry et al., 2008). EI mapa genético
asociado a las RIL fue basado en 36 marcadores microsatélite a lo largo de los

cromosomas mayores (Figura 2; Norry et al., 2008).

2.1.2 Fenotipos de termotolerancia en etapa huevo-
adulto en el campo

Todas las RIL fueron mantenidas a 25 + 1°C en tubos repicados de 95 x 20-mm
(de ahora en adelante tubos estdndares) que contienen 6 ml de medio de cultivo
preparado con puré de papas instantdneo junto con agua y nipagin. Para obtener los
parentales de los individuos experimentales, las RIL fueron expandidas de una

generacion para todo el stock utilizando 3-4 botellas estandares por RIL con 25 machos
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mas 25 hembras por botella. Las botellas estandar son botellas de vidrio de 125-ml. que
contienen 40 ml. del cultivo mencionado anteriormente.

Se obtuvieron cultivos en los que se sembraron 40 huevos por RIL en cada
banana, con dos réplicas por RIL. Estos cultivos fueron puestos individualmante en
bolsas de fina red se tela para impedir que se escapen las moscas. En dichos cultivos de
banana se registro la supervivencia larvaria directamente en el campo, contabilizando el
numero de moscas emergidas de cada sexo en cada cultivo. Los datos (% de
supervivencia) fueron promediados sobre ambas réplicas y finalmente utilizados para el

mapeo de QTL. La temperatura maxima durante el experimento fue de aprox. 35°C.

2.1.3 Analisis de QTL

Se realiz6 un mapeo de intervalo compuesto para probar la hipdtesis de que un
intervalo flanqueado por dos marcadores adyacentes contiene un QTL. Esta prueba se
realizd utilizando el modelo 6 en el programa QTL-Cartographer Windows versién 2.5,
para el disefio Ri2 (RIL), inicialmente con 5 marcadores control y un tamafio de ventana
de 10 cM. Se ha explorado los efectos alterando esta combinacion inicial de parametros.
Las posiciones de los QTLs encontrados con 10 cM como tamafio de la ventana y 5
marcadores de control fueron consistentes a través de una amplia gama de
combinaciones de parametros. Los umbrales significativos fueron determinados en 1000
permutaciones aleatorias. El analisis de QTL se realiz6 para cada réplica, asi como
también al promedio de las réplicas ambos para cada panel de RIL (RIL-D48 y RIL-
SH2) y para los paneles RIL agrupados. Como el numero de QTL fue mayor en el
analisis basado en cada réplica separada méas que en el analisis basado tanto en el
promedio entre réplicas como en el pool RIL, y porque los picos de QTL de lo contrario

se superponen a través del analisis, los resultados son presentados para cada replica
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separada. Los intervalos de confianza fueron calculados para los QTL significativos
utilizando 1.5 LOD para una confianza >95%, de acuerdo a Dupuis & Siegmund

(1999).
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2.2 Termotolerancia al calor en huevos de Drosophila

2.2.1 Fenotipo de termotolerancia al calor en huevos de
D. melanogaster

Se utilizaron 32 lineas RIL-D48 y 34 lineas RIL-SH2 de D. melanogaster
previamente obtenidas por Norry et al. (2008).

Se midid la resistencia al estrés por alta temperatura en huevos en un ambiente
de estrés térmico. Se colocaron 10 hembras y 10 machos de 4 dias de edad en tubos
conteniendo una pequefia cuchara con &gar y pasta de levadura para la coleccion de
huevos en un incubador Lovibond a 25°C. Se colectaron 30 huevos que fueron
sembrados en una cuchara con agar y levadura por RIL. Estos tubos fueron replicados 3
veces por cada RIL. Los tubos conteniendo las cucharas con huevos sembrados se
colocaron 75 minutos en el incubador regulado a 38°C, y luego fueron colocados a
25°C. A las 24 hs. se cont6 el nimero de huevos de cada cuchara y el porcentaje de los
que eclosionaron. Se calculd el promedio de las 4 réplicas de cada RIL para realizar un
mapeo del intervalo compuesto. Lo mismo se hizo en tubos con huevos de control con
la Unica diferencia que no fueron expuestos al estrés de 38°C y permanecieron siempre

a 25°C.

2.2.3 Andlisis de QTL

Se realiz6 un mapeo de intervalo compuesto para probar la hipdtesis de que un
intervalo flanqueado por dos marcadores adyacentes contiene un QTL. Esta prueba se
realizé utilizando el modelo 6 en el programa QTL-Cartographer Windows version 2.5,

para el disefio Ri2 (RIL), inicialmente con 5 marcadores control y un tamafio de ventana
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de 10 cM. Se exploraron los efectos de alterar esta combinacion inicial de parametros.
Las posiciones de los QTLs encontrados con 10 cM como tamafio de la ventana y 5
marcadores de control fueron consistentes a través de una amplia gama de
combinaciones de parametros. Los umbrales significativos fueron determinados en 1000
permutaciones aleatorias. Como el nimero de QTL fue mayor en el andlisis basado en
cada replica separada mas que en el andlisis basado tanto en el promedio entre réplicas
como en el pool RIL, y porque los picos de QTL de lo contrario se superponen a través
del analisis, los resultados son presentados para cada replica separada. Los intervalos de
confianza fueron calculados para los QTL significativos utilizando 1.5 LOD para una

confianza >95%, de acuerdo a Dupuis & Siegmund (1999).
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2.3 Clina térmica altitudinal

2.3.1 Origen de las lineas

En abril de 2016 se tomaron muestras de Drosophila buzzatii a lo largo de un
gradiente altitudinal que incluyé los sitios de muestreo que se detallan en la Tabla 1,
examinados previamente (Sgrensen et al., 2005; Norry et al., 2006). Las moscas fueron
colectadas en el campo utilizando trampas de banana y cactus en el mismo mes del afio
qgue en muestreos previos. A partir de siete isolineas, se formaron en el laboratorio

cultivos masivos para cada poblacion (Sambucetti et al., 2006; Norry et al., 2006).

Tabla 1. Sitios de poblaciones a lo largo de un gradiente altitudinal de Argentina (Norry
et al., 2006). T min y T max representan estimaciones de las temperaturas minimas o
maximas diarias promediadas entre 1990 y 2000 (Norry et al., 2006, datos provistos por
el Servicio Meteoroldgico Argentino (www.meteofa.mil.ar).

Localidad Altitud Latitud (°) Longitud (°) T min T max
(°C) (°C)

Termas 1 202 27.48 64.18 6 34
Termas 2 204 27.48 64.20 6 34
Chumbicha 401 28.52 66.15 4 35
Vipos 739 24.38 65.03 3 33
Trancas 879 26.08 65.11 3 33
Cafayate 1654 26.06 65.58 1 26
Quilmes 1855 26.27 66.02 0 25
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2.3.2 Fenotipos de termotolerancia

Todas las muestras fueron mantenidas a 25 + 1°C en botellas estdndar de vidrio
de 125-ml. conteniendo 40 ml. de medio de cultivo preparado con puré de papas
instantdneo junto con agua y nipagin. Para obtener los parentales de los individuos
experimentales, las muestras (F5 o F6 de laboratorio) fueron expandidas una generacion
para todo el stock utilizando 7-8 botellas estandar por poblacion con 20 machos méas 20
hembras por botella.

Se midid el tiempo (en segundos) que tardan en llegar al coma (KnockDown) al
ser expuestas a 38°C (resistencia al coma por alta temperatura, RCAT), en cada una de
las poblaciones de la clina (en la Figura 1 se detalla el equipo utilizado para la medicion
de este carécter). Las moscas se introducen inicialmente en el extremo superior de la
columna, previamente calentada por la circulacién de agua caliente a través de una
sobrecubierta, agua proveniente de un bafio a temperatura controlada. Cuando las
moscas alcanzan una temperatura corporal incapacitante (temperatura de KnockDown),
caen por la columna y son colectadas en viales. La temperatura de KnockDown se
aproxima midiendo la temperatura del aire dentro de la columna Se analizaron muestras

tomadas en el afio 2016.
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Figura 1. Aparato para la coleccion de las moscas durante la medicion de la
resistencia al KnockDown por calor. (figura modificada de Huey et al., 1992).

Para medir la supervivencia al estrés por calor (SEC) se utilizé un estrés semi-
letal de 40°C por 1 hora, utilizando tubos de vidrio en un bafio térmico. La
supervivencia al estrés por calor fue medida como la proporcién de sobrevivientes 24
hs. después de exponer a todas las poblaciones tanto aclimatadas como no aclimatadas a
los 3 dias de edad al estrés semi-letal. El tratamiento de aclimatacion consistio en
exponer a las moscas de dos dias de edad a 37°C (bafio térmico) por 45 min. Todo el

experimento fue replicado tres veces.

2.3.3 Analisis estadistico

Para el anélisis estadistico del caracter KockDown, se realiz6 un andlisis de

regresion lineal y un ANOVA de dos factores fijos donde la variable continua fue la
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altitud de la poblacion y un factor fue el sexo para poner a prueba la hipotesis de
variacion clinal y diferenciacion entre poblaciones en machos y hembras. Todos los

analisis estadisticos fueron implementados utilizando STATISTICA (Statsoft, 1995).
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2.4 Analisis de complementacion cuantitativa

Se usaron lineas con pequefias deleciones disponibles desde Bloomington
Drosophila Stock Center (BDSC), para tratar de localizar el QTL del cromosoma X en
una escala mas fina. En particular, la linea 25391 de BDSC fue utilizada para esta tesis,
mientras otras fueron utilizadas por FM Norry con resultados negativos (Fabian Norry,
comunicacion personal). Esta linea porta un cromosoma con la delecion que se extiende
desde la banda 9F8 hasta la banda 10A4. El gen candidato hsp60 esta ubicado en la
banda 10A4. EI cromosoma X balanceador de esta linea porta la mutacion Bar que es
utilizada como marcador morfoldgico en la F1, como se explicé en la Introduccién.

El caracter medido en esta prueba de complementacion fue la resistencia al coma
por calor (KnockDown) en hembras adultas, porque la prueba no se puede desarrollar en
otros estadios del ciclo de vida ni en los machos, ya que requiere distinguir el marcador
morfolégico (ej Bar) en la F1.

El modelo de la prueba de complementacion cuantitativa por deficiencia es
explicado por Pasyukova et al. (2000). Se realiz6 un ANOVA de acuerdo con el
modelo Y =p+ L+ G+ L xG+E, en donde p es la media fenotipica, L es el efecto
fijo del parental y G es el efecto fijo de la delecion. La falla en la complementacion es
inferida si el término de interaccion L x G es significativo (P < 0.05). La falla en la
complementacion sucede cuando (D48 / Del) — (SH2 / Del) > (D48 / Bal) — (SH2 / Bal),

correspondiendo D48 al alelo que disminuye la termotolerancia.
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3. Resultados
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3.1 Termotolerancia desde larva a la adultez en un
ambiente térmico natural

3.1.1 Supervivencia de huevo a adulto bajo condiciones
de estrés por calor en el campo

La supervivencia desde huevo a adulto (SHA, en %) bajo condiciones de estrés
por calor en el campo (Tabla 1), fue entre 3 y 6 veces menor que SHA en un ambiente
controlado de laboratorio a 25°C (Figura 1). Cuando SHA fue transformada aplicando
loge, el efecto experimento (es decir, control a 25°C vs control a 25°C con tratamiento
de calor vs campo en condiciones de estrés por calor) fue altamente significativo
(Tablas 2 y 3). Se observo una interaccion significativa entre los experimentos y el
sexo (Tabla 3). Comparaciones Post-hoc revelaron una diferencia significativa alta en
SHA, entre el ambiente de estrés por calor natural y el ambiente control de laboratorio a

25°C.
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Figura 1. Se muestra la SHA (en %) para el estrés por calor en el campo (barras negras
llenas), un control en condiciones de laboratorio a 25°C (barras en rayado diagonal) y
para un experimento de laboratorio a 25°C con larvas aclimatadas al calor (tratados por
calor, barras cuadriculadas). Las barras de error se corresponden con el error estandar
de la media (EEM). Los asteriscos indican diferencias significativas (ver el texto para
los detalles. ***P< 0.001).
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Tabla 1. Temperaturas minimas, maximas y medias para cada dia de marzo de 2015
cuando se llevé a cabo el experimento a campo, en el campo experimental de la Ciudad
Universitaria de la Universidad de Buenos Aires.

Temperatura (°C)

Dia Minimo

Maximo Media

7 23
8 23
9 23
10 24
11 24
12 23
13 23
14 24
15 19
16 22
17 24
18 23
19 22
20 24

30
29
31
30
29
31
33
30
27
28
31
30
29
33

26
27
28
27
26
29
29
27
24
25
28
27
27
29

Tabla 2. Se muestran los valores de SHA transformados (+EEM) en dos grupos de
RILs, RIL-D48 y RIL-SH2, en condiciones de estrés por calor en campo como también
en condiciones de laboratorio a 25°C, con y sin aclimatacion al calor.

Hembras Machos

Experimento en campo

bajo estrés por calor

RIL-D48 1.38(0.21) 1.93(0.21)
RIL-SH2 1.94 (0.27)  2.45(0.20)
Experimento en lab,

a 25°C, no aclimatadas

RIL-D48 3.52(0.12) 3.60(0.10)
RIL-SH2 3.71(0.07)  3.62 (0.05)
Experimento en lab,

a 25°C, aclimatadas

RIL-D48 3.46 (0.13) 3.53(0.11)
RIL-SH2 3.73(0.06) 3.58 (0.07)
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Tabla 3. ANOVA realizado sobre los datos transformados de SHA, llevado a cabo para
poner a prueba los efectos entre los distintos experimentos (experimento en campo,
control con y sin aclimatacion), los paneles de RILs (RIL-D48 vs RIL-SH2), y el sexo
en las lineas RIL utilizadas en este estudio.

Fuente de Variacion gl. CM. F

(1) Experimento 2 86.34 134.85***
(2) RIL 1 500 7.82**

(3) Sexo 1 181 282
Interacciones

(1) x (2) 2 1.29 2.02

(1) x (3) 2 230 3.59*

(2) x (3) 1 038 0.59

1) x2)x () 2 005 0.08

Error 282 0.64

*P<0.05; **P< 0.01; ***P< 0.001.

En la Figura 2 se muestra la supervivencia media para cada linea en el
experimento en campo y también la SHA en %. En este ensayo bajo condiciones de
estrés por calor, el panel RIL-SH2 mostré una supervivencia mayor que el panel RIL-
D48, como era de esperar, considerando que el panel RIL-SH2 proviene de una
retrocruza con la linea parental resistente al calor, la SH2 (Figuras 1y 2. Se observo un
P = 0.0013 en una prueba de Tukey para contraste entre las lineas RIL-D48 y RIL-
SH2). También fue significativa la diferencia entre los paneles de RILs en el ensayo en
campo al realizar un ANOVA sobre los datos no transformados, con [1] RIL-D48 vs
RIL-SH2 and [2] sexo como efectos fijos: Fi1, 94 = 4.98* para [1], F1, 94 = 3.58 para [2],
F1,094 = 0.02 para [1] x [2] (*P< 0.05). En ambos paneles de RILs, la correlacion entre
los sexos fue significativa en el experimendo de campo (Figura 2 c. Correlacion de

Pearson: r = 0.91*** para RIL-D48; r = 0.52* para RIL-SH2. ***P< 0.005; *P< 0.05).
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Figura 2. Se muestra la SHA para cada linea RIL-D48 (A) y RIL-SH2 (B) resultado del
ensayo de estrés por calor en campo. Se muestra, ademas, la correlacion entre sexos
para la SHA en cada panel de RIL (C).

En contraste con el experimento en campo, no hubo una diferencia significativa
en la supervivencia entre los paneles RIL-D48 y RIL-SH2 en los experimentos

realizados en condiciones de laboratorio a 25°C (Figura 1; P> 0.15).

3.1.2 Andlisis de QTL

Un mapeo del intervalo compuesto revelé una base multigénica de la variacion a
la supervivencia por estrés por calor en campo, con al menos 4 QTLs autosémicos
significativos en hembras méas un QTL ligado al cromosoma X en ambos sexos (Figura

3). La comparacion con otros estudios reveld una distribucion no al azar de los QTL
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sobre el genoma, pues todos los QTLs se solapan con QTLs previamente identificados
para la resistencia al calor en condiciones de laboratorio (Tabla 4).

No se encontraron QTLs significativos para la SHA en controles a 25°C no
aclimatados, lo que estaria indicando que todos los QTLs identificados en condiciones
de estrés por calor en campo son relevantes para la resistencia a elevadas temperaturas y
no para la supervivencia del desarrollo en si mismo. Solo se observaron dos QTLs
marginales en cultivos de larvas aclimatadas, y ninguno de ellos co-localizd
exactamente con los QTL encontrados en el experimento de estrés por calor en campo
(Figura 3).

No se encontraron interacciones epistaticas significativas entre pares de

marcadores luego de realizar correcciones para comparaciones multiples.
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A. Experimento en campo bajo estrés por calor
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Figura 3. Gréficos de valores de razon de probabilidad (LR) en funcién de la posicion
en el mapa (en cM) a partir de un mapeo del intervalo compuesto para la SHA en los
paneles RIL-D48 y RIL-SH2 de D. melanogaster. Se muestran los resultados para los

distintos experimentos mencionados en el texto.
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Tabla 4. QTLs para la SHA en condiciones de estrés por calor en campo identificados
mediante mapeo del intervalo compuesto en RIL-D48 y RIL-SH2. El rango de los QTLs
estd dado por bandas citoldgicas. El “% Var” es el porcentaje de la varianza fenotipica

explicada por cada QTL de gran efecto.

QTL RIL Sexo Rango del QTL. % Var Estudios de laboratorio que muestran
solapamiento de QTLs con nuestros
ensayos en campo
Q1 RIL-D48 Female B3 — 10C3 45 Norry et al., 2007b; Norry et al., 2008,
Rand et al., 2010; Arias et al., 2012

Q1 RIL-SH2 Male 7B3 — 12D-E 14 Mismas referencias del QTL Q1

Q2 RIL-SH2 Male 38E1 —49C 8 Norry et al., 2004; Morgan and Mackay,
Norry et al., 2007a; Norry ef al., 2008,
Rand er al., 2010; Arias ef al., 2012,
Sambucetti er al., 2013

Q3 RIL-SH2 Male O60A — 62A 4 Morgan and Mackay, 2006

Q4 RIL.-SH2 Male 64D — 66D10 34 Morgan and Mackay, 2000; Norry ef al.,
Sambucetti er al., 2013

Q5 RITL-SH2 Male  66D10 —73B7 34 Norry et al., 2004; Norry et al., 2008;

Sambucetti ef al., 2013
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3.2 Analisis de complementacion cuantitativa

Se investigd el QTL de mayor efecto de termotolerancia al calor en el campo (Q1),
mediante complementacion cuantitativa con deleciones. En el estudio presente se

trabajo con la linea 25391.

Como se muestra en la Tabla 1 y Figura 1, la delecion 9F8 — 10A4 (linea 25391 del
Bloomington Stock Center) produjo un término significativo para la interaccion
“genotipo x linea” en el modelo de ANOVA correspondiente (ver Materiales y
Métodos). Este resultado significativo indica una falla en la complementacion
cuantitativa implicando que la delecion involucra un gen que afecta al caracter
cuantitativo estudiado. Dentro del segmento con la delecion se encuentra, entre otros

genes, el gen candidato hsp60A.

Tabla 1. Resumen de todos los efectos en un ANOVA. G es el efecto de la delecion y
L es el efecto de la linea (de alta y baja termotolerancia, respectivamente).

Efecto gl Efecto gl Error F p
G() 1 217415 36 11401.33 19.06 0.000102
L@2) 1 27173874 36 11401.33 2383.39 0.000000
1x2 1 250747 36 11401.33 21.99 0.000039
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Figura 1. Prueba de complementacion cuantitativa con la linea 25391. BL es la
termotolerancia en las moscas heterocigotas para el cromosoma balanceador y SH2
(linea continua) o D48 (linea punteada). Df es la termotolerancia poniendo en
hemicigosis el alelo SH2 o D48 en la region que abarca la delecion (9F8 — 10A4).
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3.3 Termotolerancia al calor en huevos de Drosophila

3.3.1 Fenotipo de Termotolerancia al calor en huevos
de Drosophila

Luego de sembrar huevos y someterlos a diversos tipos de estrés por calor
(tratamientos), se evalud la supervivencia como porcentaje de eclosion en las lineas

RILs, tal como se muestra en las Figuras 1 y 2.
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Figura 1. Supervivencia media de huevos de D. melanogaster en el panel de lineas
RIL-D48 expuestos a (A) 25°C constante (control), (B) 38°C durante 75 min, (C) 38°C
durante 135 min, (D) 40°C durante 60 min.
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Figura 2. Supervivencia media de huevos de D. melanogaster en el panel de lineas
RIL-SH2 expuestos a (A) 25°C constante (control), (B) 38°C durante 75 min, (C) 38°C
durante 135 min, (D) 40°C durante 60 min.
En la Tabla 1 se muestran los estadisticos mas relevantes que resumen los graficos de
las Figuras 1y 2.
Tabla 1. Parametros estadisticos descriptivos de mayor relevancia en donde se detallan
los efectos de cada linea, tratamiento y las interacciones en relacion a la supervivencia
media de los huevos.
Efecto Nivel del Nivel del N Supervivenci odela SE de la
Factor Factor a Superviven  Supervivencia
Media cia
Total 260 86,27308  10,84955 0,672861
RIL SH2 132 84,56818  12,44849 1,083502
RIL D48 128 88,03125 8,60684 0,760745
Temperatura 25° 65 89,09231 8,59092 1,065572
Temperatura 38°-75m 64 89,81250 6,82869 0,853586
Temperatura 38°-135m 66 85,24242 12,89611 1,587401
Temperatura 40°-60m 65 81,01538 11,74666 1,456994
RIL*Temperatura SH2 25° 33 90,63636 7,62323 1,327034
RIL*Temperatura SH2 38°-75m 32 88,40625 7,67005 1,355886
RIL*Temperatura SH2 38°-135m 34 83,20588  16,23087 2,783571
RIL*Temperatura SH2 40°-60m 33 76,18182  10,97285 1,910128
RIL*Temperatura D48 25° 32 87,50000 9,33948 1,651002
RIL*Temperatura D48 38°-75m 32 91,21875 5,64392 0,997713
RIL*Temperatura D48 38°-135m 32 87,40625 7,67425 1,356629
RIL*Temperatura D48 40°-60m | 32 86,00000 10,49116 1,854593
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Luego de realizar un ANOVA, se observd una diferencia significativa para la
supervivencia, tanto entre las RILs como entre los tratamientos. Ademas, fue

significativa la interaccion entre las RILs y los tratamientos (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados de ANOVA para la supervivencia de embriones (huevos)
expuestos a diferentes tratamientos de estrés por calor y en los controles.

Efecto Grados de SC CM F p

Libertad Supervivenci  Supervivenci  Supervivenci

a a a

Interseccién 1 1936374 1936374 19395,29 0,000000*
RIL 1 762 762 7,63 0,006170*
Temperatura 3 3116 1039 10,40 0,000002*
RIL*Temperatura 3 1379 460 4,61 0,003711*
Error 252 25159 100
Total 259 30488

Sorprendentemente, al comparar globalmente la supervivencia de los embriones
(huevos) entrelas RILs SH2 y D48, se observé que las lineas RIL-D48 son mas
resistentes al calor que las RIL-SH2 (Figura 3, Tabla 3). Este resultado contrasta con
estudios sobre termotolerancia en adultos y larvas, donde siempre las RIL-SH2 son mas
resistentes al calor que las RIL-D48 (Norry et al., 2008; Arias et al., 2012; Sambucetti

etal., 2013).
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Figura 3. Supervivencia media de los embriones (huevos) en las lineas RIL-SH2 y
RIL-D48 agrupadas. Se destaca que el panel RIL-D48 resulté mas resistente al estrés
por calor en huevos, contrariamente a lo observado en previos estudios en larvas y

adultos.

Tabla 3. Supervivencia media (%) de los embriones (huevos) de D. melanogaster
promediados a través de tratamientos de estrés por calor (F(1,252)=7,6279, p=

0,00617).

RIL Superviven SE dela N
cia Media Superviven
cia
SH2 84,60758 0,869880 132
D48 88,03125 0,883164 128

En cuanto a los tratamientos, se observd una diferencia significativa entre ellos (Figura
4, Tabla 4).
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Figura 4. Supervivencia media de embriones (huevos) al estrés por calor agrupando
todas las lineas RIL de D. melanogaster analizadas. Los resultados se muestran para el
control (25°C) y para cada tratamiento de estrés por calor realizado.

Tabla 4.Supervivencia media de embriones (huevos) al estrés por calor agrupando
todas las lineas RIL de D. melanogaster analizadas. Los resultados se muestran para el
control (25°C) y para cada tratamiento de estrés por calor realizado. (F (3,252)=10,404,

p= 0,00000).

Temperatura Superviven SE de la N
cia Supervivenci
Media a
25° 89,06818 1,239485 65
38°-75m 89,81250 1,248983 64
38°-135m 85,30607 1,230479 66
40°-60m 81,09091 1,239485 65
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Un analisis mas detallado de la interaccion entre los tratamientos y las RILs revel6 una

diferencia significativa entre las RIL-SH2 y RIL-D48 (Figura 5 y Tabla 5).Nuevamente,

las lineas RIL-D48 sobrevivieron mas al estrés por calor que las RIL-SH2 (Figura 5,

Tabla 5).
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Figura 5. Supervivencia media (+EEM) de embriones (huevos) al estrés por calor en
lineas RIL-D48 y RIL-SH2 de D. melanogaster. Los resultados se muestran para el

control (25°C) y para cada tratamiento de estrés por calor realizado.

Tabla 5. Supervivencia media (+EEM) de embriones (huevos) al estrés por calor en
lineas RIL-D48 y RIL-SH2 de D. melanogaster. Los resultados se muestran para el
control (25°C) y para cada tratamiento de estrés por calor realizado. (F(3,252)=4,6054,

p=0,00371).
RIL Temperatura Superviven SE de la N
cia Superviven
Media cia
SH2 25° 90,63636 1,739360 33
SH2 38°-75m 88,40625 1,766329 32
SH2 38°-135m 83,20588 1,713591 34
SH2 40°-60m 76,18182 1,739360 33
D48 25° 87,50000 1,766329 32
D48 38°-75m 91,21875 1,766329 32
D48 38°-135m 87,40625 1,766329 32
D48 40°-60m 86,00000 1,766329 32
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Finalmente, se realiz6 un andlisis de QTL mediante el método de mapeo del intervalo
compuesto en huevos expuestos a un estrés por calor y en huevos de control (no tratados
por calor). Los resultados se muestran en las Figuras 6A, 6B, 6C, 6D, 7A, 7B, 7Cy 7D.
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Figura 6. LR en funcién de la posicién de mapa (cM) para la supervivencia de los
huevos para el panel RIL-SH-2, utilizando un mapeo del intervalo compuesto sobre el

genoma de D. melanogaster.

Los umbrales de significacién fueron determinados

mediante 1000 permutaciones (lineas horizontales). Los triangulos ubicados sobre el
eje de las abscisas corresponden a la localizacion de los marcadores utilizados.

También se grafica debajo los efectos aditivos (a) a lo largo de cada cromosoma.

Paneles:(A) 25°C constante (control), (B) 38°C durante 75 min, (C) 38°C durante 135

min, (D) 40°C durante 60 min.
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Figura 7. LR en funcién de la posicion de mapa (cM) para la supervivencia de los
huevos para el panel D-48, utilizando un mapeo del intervalo compuesto sobre el
genoma de D. melanogaster. Los umbrales de significacion fueron determinados
mediante 1000 permutaciones (lineas horizontales). Los tridngulos ubicados sobre el
eje de las abscisas corresponden a la localizacion de los marcadores utilizados. También
se grafica el efecto aditivo (a) a lo largo de cada cromosoma. Paneles:(A) 25°C
constante (control), (B) 38°C durante 75 min, (C) 38°C durante 135 min, (D) 40°C

durante 60 min.
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En resumen, los QTLs de termotolerancia en huevos se indican en la Tabla 7.
Tres de los cuatro QTLs de termotolerancia en huevos son exclusivos de los embriones
ya que no co-localizan con QTLs de termotolerancia en adultos y larvas. Este resultado
indica que la arquitectura genética de la termotolerancia en huevos difiere en gran

medida de la correspondiente a termotolerancia en larvas y adultos.

Tabla 7. QTL para termotolerancia en huevos identificados por mapeo del intervalo
compuesto. Los QTL que co-localizaron con el control (solo uno en el medio del
cromosoma X) no fueron considerados como QTLs de termotolerancia en esta tabla.
Los QTLs que co-localizan con QTL de termotolerancia en adultos también se indican
con la referencia bibliografica correspondiente. Se indica el signo de cada efecto aditivo
“a”.

QTL RIL T°C a Rango del QTL Co-localiza en adultos
QH1 RIL-SH2  38°C,75min  + 21C3 - 23E No
QH2 RIL-D48  38°C, 75 min - 30A3 - 34C4 No
QHs RIL-SH2 38°C, 75 min + 64D — 67A No

QHa RIL-D48  38°C, 75 min + 95C6 —97F  Si: Norry et al 2008
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3.4 Clina térmica altitudinal

3.4.1 Fenotipos de termotolerancia

En el muestreo del presente estudio, correspondiente al afio 2016, también se
observd una clina significativa para la con alta significacion estadistica para el caracter
“KnockDown”, mostrando menor resistencia al coma por calor al aumentar la altitud
(Figuras 1 y 2). Como se mostrara mas abajo, también se observo una clina para la

supervivencia al calor y con pendiente opuesta a la del caracter KnockDown.
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Figura 1. Tiempo en arribar al coma por calor (“KnockDown”, en segundos) en machos
de D. buzzatii, en relacion a la altitud de siete poblaciones analizadas. La regresion

mostrada es significativa. p = -0,34; R? ajustado = 0,111; F(1,160) = 21,12; p <
0,00001.
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Figura 2. Tiempo en arribar al coma por calor (“KnockDown”, en segundos) en
hembras de D. buzzatii, en relacion a la altitud de siete poblaciones analizadas. La
regresion mostrada es significativa. p = -0,26; R?ajustado = 0,063; F(1,169) = 12,52; p
< 0,00052.

Un andlisis de ANOVA para el caricter KnockDown también indicé diferencias

significativas entre las poblaciones (F (6.319) = 23.26; p <0.0000). Para este caracter,

no se observaron diferencias significativas entre los sexos (Figuras 3y 4).
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L N

0 500 1000 1500 2000

KnockDown (seq)

Altitud (m)

Figura 3. Tiempo promedio en arribar al coma por calor (“KnockDown”, en segundos)
en hembras (ciculos) y machos (cuadrados) de D. buzzatii, en relacion a la altitud de la
poblaciénde origen.
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Figura 4. Tiempo en arribar al coma por calor (“KnockDown”, en segundos) en
hembras y machos de D. buzzatii, agrupando todas las poblaciones estudiadas. Un
ANOVA para el caracter no detectd diferencias significativas entre machos y hembras
(F(1,319) = 0,0496; p = 0,8238).

Los valores medios de la supervivencia al estrés por calor se muestran en la
Figura 5 para moscas aclimatadas y no aclimatadas. El tratamiento de aclimatacion
aumento significativamente la supervivencia al estrés por calor [Figura 5; ANOVA de
tres factores: (1) F(6; 221)= 3.784*** para efecto de poblacion, (2) F(1; 221) =
18.308*** para tratamiento de aclimatacion; (3) F(1; 221)= 2.06 para efecto de sexo;

F(6, 221)= 2.878* para (1) x (2); F(6, 221)= 0.785 para (1) x (3); F(1, 221)= 0.066 para

(2) x (3); F(6, 221)=0.282 para (1) x (2) x (3)].
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Figura 5. Valores medios para la supervivencia al estrés por calor (SEC) para cada una
de las poblaciones del gradiente altitudinal estudiado para moscas aclimatadas y no
aclimatadas. La correspondencia entre altitudes y cada localidad se da en Materiales y
Métodos. “Cafayate C” es dentro de la Ciudad de Cafayate. El tratamiento de
aclimatacidon aumento significativamente la supervivencia al estrés por calor.

La poblacion con mayor supervivencia al estrés por calor tendi6 a ser Quilmes
en machos sin aclimatar (Figura 5). La poblacién de menor supervivencia al estrés por
calor tendid a ser Termas para ambos sexos en individuos aclimatados, mientras que en
individuos no aclimatados la poblacion de menor supervivencia tendié a ser Chumbicha
para hembras y Trancas para machos. Este patrén de resultados es inverso al observado
para el coma (KnockDown) de calor (Figuras 6 — 9).La regresion de la supervivencia al
calor como una funcién de la altitud de la poblacion de origen fue significativa y con
pendiente positiva en moscas aclimatadas (Figuras 6 y 7). Sin el pre-tratamiento de

aclimatacion la pendiente también fue positiva pero la correspondiente regresion no fue

significativa (Figuras 8 y 9).
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Figura 6. Regresion lineal para la supervivencia al estrés por calor (en proporcion =
porcentaje/100) en hembras aclimatadas de D. buzzatii de siete poblaciones de diversa
altitud muestreadas en el noroeste de Argentina ( = 0,38; p = 0,0024).
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Figura 7. Regresion lineal para la supervivencia al estrés por calor (en proporcion =
porcentaje/100) en machos aclimatados de D. buzzatii de siete poblaciones de diversa
altitud muestreadas en el noroeste de Argentina ( = 0,47; p = 0,0001).
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Figura 8. Regresion lineal para la supervivencia al estrés por calor (en proporcion =
porcentaje/100) en hembras, sin aclimatacion, de D. buzzatii en siete poblaciones de
diversa altitud muestreadas en el noroeste de Argentina (f = 0,10; p = 0,4168).
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Figura 9. Regresion lineal para la supervivencia al estrés por calor (en proporcion =
porcentaje/100) en machos, sin aclimatacion, de D. buzzatii en siete poblaciones de
diversa altitud muestreadas en el noroeste de Argentina (f = 0,11; p = 0,3961).
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4.1 Termotolerancia desde larva a la adultez en un
ambiente térmico natural

La supervivencia huevo-adulto es un caracter relacionado al fitness que, bajo
condiciones semi-naturales de estrés por calor en el campo, resulté genéticamente
variable entre las RILs. Se hallaron efectos de QTLs significativos para este caracter
relacionado al fitness bajo condiciones de estrés por calor en el campo, pero no en los
cultivos controles a 25°C, lo que indica que los QTLs en este estudio son atribuibles a la
elevada temperatura experimentada en el campo. En promedio, en el experimento en el
campo, la supervivencia (en %) fue de aproximadamente 4,5 veces menor que la
supervivencia en el experimento en el laboratorio a una temperatura constante de 25°C.
Ningin QTL fue significativo en las moscas control sometidas a una temperatura

constante de 25°C, sin ningln tratamiento.

Es esperable que la supervivencia huevo-adulto a temperaturas elevadas sea un
componente importante del fithess para muchas poblaciones de insectos,
particularmente en un posible escenario de calentamiento global. Uno de los principales
objetivos de este estudio fue poner a prueba los efectos de los QTLs en el campo en
donde se encuentran condiciones de variaciones naturales de alta temperatura y
humedad, ya que los experimentos de laboratorio no siempre toman en cuenta los
efectos de la variacion térmica en el campo (Stazione et al., 2017). Se han encontrado
muchos QTLs de termotolerancia en estudios de laboratorio tanto en larvas como en
adultos, y la mayoria de ellos co-localizan con los QTL encontrados en el presente
estudio. No obstante, debido a la gran amplitud de los QTLs, el solapamiento de QTLs
mostrado en la Tabla 4 (seccion 3.1.2) deberia ser interpretado como resultado de una
base genética comun (pleiotropia) o QTLs estrechamente ligados (Rénnberg-Wastljung

et al., 2006). En insectos, ain no esta claro si los individuos en desarrollo experimentan
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el estrés por calor de la misma manera que los adultos, pero hay evidencia de una
respuesta generalizada al estrés con una base genética parcialmente compartida (ej.,
Serensen et al., 2017). Ademas, la correlacion en las RILs, entre el tiempo de
KockDown en moscas adultas (medido en Norry et al., 2008) y la supervivencia huevo-
adulto bajo condiciones de estrés por calor en el campo (en el presente estudio) es

significativa en hembras.

Como se menciona mas arriba, la adaptacion a ambientes de alta temperatura
requiere de variacion genética con relacion a los fenotipos de termotolerancia en todos
los estadios del ciclo de vida (Hoffmann et al., 2003; Hoffmann & Willi, 2008; Levy et
al., 2015; Lommen et al., 2017). Los resultados del presente estudio para la
supervivencia huevo-adulto en el campo son consistentes con un estudio de liberacion y
recaptura basado en moscas adultas en el cual un QTL de termotolerancia encontrado en
el laboratorio también fue significativo en moscas adultas liberadas en un contexto de
altas temperaturas en el campo (Loeschcke et al., 2011). El QTL encontrado en el
medio del cromosoma 2 (Q2, Figura 3; Tabla 4; seccién 3.1.2) fue puesto a prueba en
moscas adultas liberadas en el campo, portando el genotipo del QTL para resistencia al
estrés por calor, siendo mejores en la localizacién de recursos en liberaciones en el
campo en un contexto de altas temperaturas (Loeschcke et al., 2011). Ademas, este
QTL presente en el cromosoma 2 también fue significativo para la supervivencia huevo-
adulto en condiciones de estrés por calor en un experimento de laboratorio (Sambucetti
et al., 2013), tal como sucede en el presente estudio. Este QTL podria ser resultado de
un numero grande de multiples genes de efecto relativamente pequefio co-expresados, y
una expresion combinada de genes muy ligados como Catsup, Ddc y Trapl los cuales

son predictores de termotolerancia en moscas en el laboratorio (Norry et al., 2009).
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El QTL ligado al X (Q1) hallado en este estudio fue también significativo en
estudios de laboratorio. Este QTL fue significativo en numerosas poblaciones de
mapeo, Yy los niveles de expresion de dos genes candidato ubicados dentro de este QTL,
hsc70-3 y hsp60, fueron asociados a la resistencia al KockDown por calor en moscas
adultas (Norry et al., 2009). Mas aun, los niveles de expresion constitutiva de hsc70-3
se correlacionaron negativamente con los niveles de expresion de hsp60 en un grupo de
8 RILs utilizadas en el presente estudio (Norry et al., 2009). Aunque estos estudios
previos no son una prueba directa de la participacion de hsc70-3 y/o hsp60 en los
fenotipos termotolerantes, resulta interesante realizar méas estudios sobre el QTL ligado
al X (Q1) pues este QTL mostro los efectos mas grandes en el ensayo en el campo.
Recientemente se reporté que los niveles constitutivos de las proteinas Hsc70-3 y
Hsp60 aumentaban al realizar una seleccion para la resistencia al estrés por calor, asi
como también en un régimen de exposicion constante de 30°C durante el desarrollo
(Serensen et al., 2017). Adicionalmente, el nivel de otra proteina denominada “Larval
serum protein 1 a”, cuyo codigo genético se encuentra cercanamente ligada al Ql,
aparentemente también respondio a la seleccion artificial para la resistencia al estrés por

calor (Serensen et al., 2017).

Ademas de los ya mencionados QTLs de los cromosomas X y 2, se han
encontrado otros QTLs para la supervivencia al calor en pre-adultos en el campo que se
solapan con QTLs de termotolerancia previamente reportados para moscas adultas en
experimentos de laboratorio (ver Tabla 4 para referencias). Por ejemplo, Q4 también
fue significativo para la termotolerancia en adultos en varios estudios de laboratorio.
Este QTL (Q4) incluye como genes candidato a las proteinas de leve estrés por calor
hsp22, hsp23, hsp26 y hsp27 (ej., Frydenberg et al., 2003), ademas de otros candidatos

como las proteinas “Chorion protein S19”, que responden a la seleccion para la
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resistencia al estrés por calor (Sgrensen et al., 2017). Q3 también fue encontrado como
una region que influencia la resistencia al estrés por calor en estudios de laboratorio, y
este QTL incluye varios genes candidatos como mth (Methuselah), Hsp83 y DnaJ-1

(Morgan & Mackcay, 2006).

La varianza fenotipica explicada por cada QTL en el experimento en el campo es
informativa del efecto de cada QTL. Los QTLs que explicaron la mayor cantidad de
varianza fenotipica fueron Q1 en hembras del panel RIL-D48 (45%) y Q4-Q5 (34%) en
machos del panel RIL-SH2. Estos resultados en la viabilidad huevo-adulto en el campo
contrastan fuertemente con los resultados previos para la resistencia al calor en moscas
adultas en el laboratorio, en donde Q2 explicd la mayoria de la varianza fenotipica (27-
33%) con relacion a la resistencia al KockDown por calor (Norry et al., 2008).
Adicionalmente, Q2 explicé cerca del 30% de la varianza fenotipica para la viabilidad
huevo-adulto bajo condiciones de estrés por calor en el laboratorio (Sambucetti et al.,
2013), en contraste con sélo el 8% de la variacion de la supervivencia explicada por este
QTL en el presente ensayo en el campo. Por lo tanto, la magnitud de los efectos de los
QTLs puede diferir entre los ambientes térmicos naturales y de laboratorio. Estos
resultados sugieren que cada QTL de termotolerancia puede mostrar efectos mayores o

menores de acuerdo a si las condiciones ambientales son naturales o de laboratorio.

En contraste con los experimentos de laboratorio a 25°C, en donde no se
encontraron QTLs, si se encontraron dos QTLs para la supervivencia huevo-adulto a
25°C en el laboratorio en larvas aclimatadas al calor. Uno de estos QTLs co-localiza
con un QTL de termotolerancia encontrado en el cromosoma 3 en estudios de
laboratorio con moscas adultas (Norry et al., 2004; Morgan & Mackcay, 2006), en una
region en la cual se pueden mapear una gran variedad de genes candidatos (ej., hsr-

omega, CG13833, CG6733, y el gen estrechamente ligado, hsp68; ver Rako et al.,
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2007). Ademas, otro QTL co-localiza parcialmente con el QTL de termotolerancia
ligado al X (Figura 3). Estos dos QTL para la supervivencia en pre-adultos a
temperaturas benignas afectaron a la supervivencia huevo-adulto en larvas aclimatadas
al calor, reflejando, tal vez, una variacion genética en hormesis en los paneles de RILs,
con efectos benéficos del aclimatamiento al calor en algunas RILs pero detrimentales en

muchas otras (Gomez et al, 2016).

Los experimentos en el campo tendrian una mayor relevancia ecoldgica que los
experimentos realizados a temperaturas constantes, ya que los ensayos en el campo son
mas representativos de las condiciones térmicas naturales (ej., Hoffmann & Loeschcke,
2006; Loeschcke & Hoffmann, 2007; Angilletta, 2009). Como se discutié previamente
la comparacién con estudios de laboratorio reveld una distribucion no azarosa de los
QTL sobre el genoma, ya que todos los QTLs solaparon con QTLs previamente
identificados para la resistencia al calor, tanto en adultos como en larvas, en condiciones
de laboratorio, pero el efecto de cada QTL difirié fuertemente en magnitud entre los
ensayos en el laboratorio y en el campo. Ya que la mayoria de los QTLs para
termotolerancia encontrados en el laboratorio en moscas adultas solapan con aquellos
QTLs para la supervivencia huevo-adulto en condiciones de estrés por alta temperatura
en la naturaleza, estos QTLs continuaran siendo estudiados y considerados dada su gran
relevancia ecoldgica implicada en este estudio. Es crucial que los efectos de los QTLs
sean lo suficientemente grandes para determinar la variacion fenotipica a la resistencia
al calor en un ambiente térmico natural, como sucede en el presente estudio. Como
herramientas para futuros estudios dentro de cada QTL se pueden mencionar al mapeo
de escala fina (con varias técnicas disponibles), mapeo por asociacion con SNPs

(polimorfismos de un unico nucledtido) y/o analisis de perfiles de expresion.

85



4.2 Prueba de complementacidén cuantitativa.

Como se menciond en Materiales y Métodos se investigd mas el QTL de mayor
efecto termotolerante en el experimento de campo: Q1 del cromosoma X (Tabla 4,
seccidn 3.1.2). Por ser un QTL ligado al X el andlisis de complementacion se realizd en
hembras solamente. Los resultados de la prueba de complementacion cuantitativa
revelaron un efecto significativo de uno o mas genes incluidos entre las bandas 9F8 y
10A4 (delecion correspondiente a la linea Df utilizada en este estudio). Al hacer una
busqueda en flybase de los genes candidatos para termotolerancia encontramos que el
gen hsp60A se ubica en la banda 10A4. Un estudio previo mostrd que este gen tiene
niveles de expresion diferenciales en las lineas RIL-D48 y su nivel de expresion se
correlacion6 con la resistencia al coma por calor en Norry et al (2009). Tomados en
conjunto, los resultados de Norry et al (2009) y el presente sobre complementacién
cuantitativa indican que este gen tiene variantes alélicas que afectan directamente a la
termotolerancia en la mosca adulta. Hsp60A seria al menos uno de los genes
responsables del QTL de mayor efecto termotolerante en el campo (Q1) detectado en el
presente estudio. Mas detalles funcionales de este gen son mencionados en Norry et al

(2009).
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4.3 QTLs para termotolerancia de los huevos de
Drosophila melanogaster

A pesar de la importancia de los estadios inmaviles del ciclo de vida (huevo y
pupa), ningun estudio previo examind QTLs para resistencia el estrés por calor en
embriones jovenes (huevos), ni en D. melanogaster ni en ningdn otro insecto. Las lineas
RIL-SH2, que en promedio son mucho mas tolerantes al calor que las RIL-D48 en
larvas y adultos (Norry et al., 2008; Sambucetti et al., 2013), fueron menos resistentes
al calor en huevos que las RIL-D48 (resultados presentes). Los resultados del mapeo del
intervalo compuesto revelaron que los QTLs de termotolerancia en huevos difieren
mucho de los QTLs de termotolerancia previamente identificados en larvas y adultos
(Morgan & Mackay 2006; Norry et al., 2008; Arias et al., 2012; Sambucetti et al.,
2013). Este resultado no es sorprendente si se considera que el programa de desarrollo
de un insecto involucra genes muy diferentes en huevos respecto de larvas y adultos
(Lawrence 1992). De esta forma, la seleccion natural para la adptacion térmica no puede
actuar sobre los mismos genes a través del ciclo de vida, ya que una fraccion
considerable de los genes implicados en termotolerancia en embriones tempranos
(huevos) seria diferente del caso de larvas y adultos.

Los embriones tempranos seguramente experimentan temperaturas letales
mucho mas frecuentemente que las moscas adultas, dado que los adultos pueden escapar
del calor extremo del sol para buscar un refugio bajo sombra (Hoffmann & Parsons
1991; Lockwood et al., 2018). Un resultado muy interesante en este estudio fue que los
huevos son mucho mas resistentes al estrés por calor que las moscas adultas. Esta gran
diferencia en termotolerancia entre estadios del ciclo de vida puede explicarse porque
los QTLs en huevos difieren de los QTLs en adultos y porque los huevos estarian

sujetos a mayor presién de seleccion para termotolerancia que los adultos (los huevos
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no pueden escapar del intenso calor de los rayos solares durante episodios de calor
extremo).

La adaptacion al estrés por calor en un escenario de calentamiento global
requiere de una sustancial variabilidad genética para caracteres de termotolerancia en
todos los estadios del ciclo de vida. El estudio presente completa los andlisis de QTLs
para termotolerancia por agregar datos sobre el estadio de huevo. Varios QTLs fueron
identificados para termotolerancia en embriones tempranos, indicando la presencia de
variabilidad genética para la supervivencia al estrés por calor en huevos (o “hatch
ability”). Estos resultados acuerdan con estudios de genomica de poblacion que
detectaron una gran diferenciacién genética adaptativa entre poblaciones naturales a
nivel del genoma (Hoffmann & Weeks 2007; Fabian et al., 2012; Adrion et al., 2015).
A la luz de esta evidencia previa y de los QTLs identificados en este estudio, algunos de
los cuales incluyen genes candidatos como hsr-omega y varios otros que aumentan su
expresion por estrés térmico en embriones (Leemans et al., 2000), es posible afirmar
que todos los estadios del ciclo de vida presentan variacion genética (al menos entre
poblaciones) para termotolerancia al calor en D. melanogaster. Lo interesante es que la
termotolerancia en huevos es al menos parcialmente genéticamente independiente de la
termotolerancia en larvas y adultos. Tres de los cuatro QTLs de termotolerancia
detectados en huevos no se corresponden con los QTLs de termotolerancia en larvas y
adultos (Tabla 7; seccion 3.3.1). Este descubrimiento enfatiza lo compleja que es la
arquitectura genética para la adaptacién a temperaturas y al calentamiento global
(Hoffmann & Willi 2008). Wang & Kang (2005) mostraron que la termotolerancia en
huevos de ortopteros tiene una compleja base genética que difiere entre poblaciones

templada y tropicales posiblemente involucrando Hsp. Efectos maternos citoplasmaticos
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también podrian contribuir a la termotolerancia de embriones, pero estudios de
diferentes poblaciones geograficas no detectaron tales efectos (Lockwood et al., 2018).
Los resultados presentes pueden tambiéen tener aplicaciones practicas, haciendo
uso del hecho que la termotolerancia en embriones es en gran medida independiente
genéticamente de la termotolerancia en larvas y adultos. Por ejemplo, en insectos plaga
como la mosca de los frutales Ceratitis capitata se podrian buscar variantes genéticas
que tengan gran termotolerancia en adultos pero que sean muy sensibles al calor en
huevos, de modo de que tengan un alto éxito de apareamiento en regiones de elevadas
temperaturas pero muy reducida supervivencia de los embriones en las mismas
condiciones de alta temperatura. En la naturaleza, las hembras podrian oviponer
preferencialmente en partes de los frutos bajo sombra. Incluso asi, la temperatura de los
frutos pudrientes cuando son expuestos al sol en determinadas horas del dia puede
exceder por mucho la temperatura del aire ambiente (Lockwood et al., 2018).
Recientemente, Lockwood et al (2018) detectaron una gran variacion genética
entre regiones templadas y tropicales para termotolerancia en huevos de D.
melanogaster, mientras que los adultos no mostraron el mismo nivel de diferenciacion
genética (o incluso ninguna diferenciacion) en termotolerancia. Los resultados presentes
sobre QTLs brindan una explicacion a tales resultados discrepantes entre huevo y
adultos. En conclusién, la arquitectura genética de termotolerancia en embriones es
compleja, parcialmente independiente de la termotolerancia en moscas adultas y merece

mas estudios en el insecto modelo D. melanogaster.
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4.4 Clina altitudinal para termotolerancia en Drosophila
buzzatii.

El andlisis de clinas y variacion geografica de caracteres cuantitativos es una
poderosa herramienta para investigar respuestas evolutivas dentro de especies (Endler
1977). Las clinas altitudinales y latitudinales, en particular, son de gran importancia
para investigar respuestas evolutivas a la seleccion climatica (Fabian et al., 2015).

En muestras del afio 2002 analizadas por Sgrensen et al (2005) en los mismos
sitios que en el presente estudio, se detectd una clina altitudinal para la resistencia al
coma por calor en moscas no aclimatadas y ninguna clina fue significativa para la
supervivencia al estrés por calor, ni en moscas aclimatadas ni sin el tratamiento de
aclimatacion. Catorce afios mas tarde, se vuelve a detectar la misma clina para la
resistencia al coma por calor y emergio un nuevo patron clinal, en la direccion opuesta
al coma por calor, para el caso de la supervivencia al estrés por calor en moscas
aclimatadas (en este trabajo en muestras del afio 2016). Para el caso de la resistencia al
coma por calor, observamos que este caracter disminuye con la altitud, de modo que las
poblaciones de altas elevaciones son las mas sensibles y llegan al coma por calor mucho
méas rapido que las poblaciones cercanas al nivel del mar. En cambio, para la
supervivencia al calor extremo las diferentes poblaciones altitudinales parecen haberse
adaptado a otros factores como ser la busqueda de refugios (ejemplo sombra de las
plantas) cuando la temperatura asciende a un umbral critico después del cual llega la
muerte. Esta hipotesis parece consistente con los resultados presentes porque las
poblaciones de bajas altitudes, donde existe abundante vegetacion de refugio para
Drosophila, son las que tienen mayor resistencia al coma por calor pero mayor
mortalidad ante un estrés severo de calor. En cambio las moscas de altas elevaciones no

encuentran refugios tan abundantemente y pueden haber sido seleccionadas para tratar
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de sobrevivir al calor extremo del sol directo, dada la aridez del ambiente. Es por ello
que las poblaciones de altas elevaciones tienen poca resistencia al coma por calor (las
temperaturas medias son mas bajas que cerca del nivel del mar) y alta supervivencia al
calor severo dado que cuando la temperatura es muy elevada no tienen muchos lugares
de donde refugiarse y deben soportar el sol directo mas frecuentemente que las moscas
en ambientes mas benignos. Las poblaciones de altas elevaciones expresan mas Hsp70
que las poblaciones de bajas elevaciones porque son mas sensitivas al estres por calor
(Serensen et al., 2005). Ello podria relacionarse con el hecho que las poblaciones de
altas elevaciones son menos resistentes al coma por calor pero sobreviven mas al estrés
severo por calor que las poblaciones de bajas altitudes. Asimismo, la clina detectada
para la supervivencia al calor fue significativa en moscas aclimatadas solamente, es
decir previamente expuestas a una temperatura capaz de inducir Hsp70 en este estudio.
Un efecto positivo de la expresion de Hsp70 sobre la supervivencia al calor ha sido
observado en muchos estudios (ej., Dahlgaard et al., 1998). Alternativamente, otra
hipbtesis sugiere que la exposicion a un calor sub-letal es menos estresante para
poblaciones adaptadas al calor (con mayor temperatura media, como las cercanas al
nivel del mar) y de este modo sufren menos dafio celular y por ende menor induccion de
Hsp (Norry & Loeschcke 2003; Serensen et al., 2005). Otros genes deben estar
involucrados en las clinas para termotolerncia. Por ejemplo, Frydenberg et al (2003)
encontré una clara clina latitudinal para las sHsp (hsp22, hsp23) en la costa este de
Australia, donde D. melanogaster forma una clina latitudinal para termotolerancia
(Hoffmann et al., 2002).

En las Islas Canarias, Sarup et al (2009) estudiaron un gradiente altitudinal pero
no detectaron una clina significativa para la supervivencia al estrés por calor en D.

buzzatii. Sin embargo, el estudio de Sarup et al (2009) fue llevado a cabo en la isla La
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Gomera donde el gradiente altitudinal llega solo a los 1000 m de altitud sobre el nivel
del mar, en contraste a las poblaciones de mas de 1800 m de altitud incluidas en el
presente estudio en Argentina. A pesar de todo, cabe destacar que la supervivencia al
calor tendio a ser mas mayor en las poblaciones de mas altas elevaciones (Sarup et al.,
2009).

A raiz de los presentes resultados, ambos caracteres analizados (coma por calor
vs supervivencia al calor) parecen estar parcialmente desacoplados, dado que forman
clinas opuestas con la altitud. Esto es evidente desde estudios de QTLs en D.
melanogaster donde algunos de los QTLs son especificos para la resistencia al coma por
calor mientras que otros son especificos para la supervivencia el estrés por calor (Norry
et al., 2004; Morgan & Mackay 2006; Norry et al., 2008; Arias et al., 2012).

El tamarfio corporal es otro caracter que varia clinalmente con la altitud, con un
tamafio méas grande en las poblaciones de altas elevaciones (Norry et al., 2000). Sin
embargo, el tamafio corporal no estd correlacionado con la termotolerancia en
Drosophila por lo que puede descartarse que las clinas de termotolerancia observadas
puedan deberse a un efecto colateral del tamafio corporal o de la tasa de desarrollo
(Serensen et al., 2005; Fabian et al., 2015).

Un aspecto interesante al comparar el estudio de Sgrensen et al (2005) y el
presente es que las poblaciones de altas elevaciones podrian estar experimentando una
mayor presion de seleccion térmica por el calentamiento global, de modo que esta
surgiendo una clina altitudinal positiva para la supervivencia al calor en contraposicion
a la clina altitudinal negativa para el coma por calor. Esto es evidente en moscas
aclimatadas, en el estudio presente. Esta hipotesis requiere ser probada con mas
monitoreo, involucrando muestras de 20 afios 0 mas. Existe evidencia que indica que el

cambio climatico debido al calentamiento global tiene un mayor impacto en muchas
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especies en las altas elevaciones que en habitats mas benignos cercanos al nivel del mar

(Root et al., 2003).

4.5 Conclusiones generales.

Todos los QTLs identificados para la supervivencia de larvas a adultos en el
ambiente térmico natural, solaparon con los QTL de termotolerancia ya conocidos en
moscas adultas en condiciones de laboratorio. EI QTL de mayor efecto fue detectado en
el cromosoma X, y colocaliza con un QTL de termotolerancia ya identificado en la
banda 10 del cromosoma X en moscas adultas en el laboratorio.

El anélisis supervivencia al estrés por calor en huevos revel6 que los individuos
en este estadio inmovil del ciclo de vida (huevo) son mucho més tolerantes al calor que
en los estadios moviles del ciclo de vida (larvas y moscas adultas). Por otra parte, la
base genética de la tolerancia al calor en huevos fue diferente a la conocida en moscas
adultas y larvas, ya que los QTL de termotolerancia al calor en huevos no coincidieron
en posicion en cuanto a sus efectos con los QTLs de termotolerancia conocidos en
larvas y adultos. Ademas, las lineas RIL de alta termotolerancia al calor en adultos
(RIL-SH2) tuvieron, en huevos, menor termotolerancia que el panel de linea RIL de
baja resistencia al calor en adultos (RIL-D48).

Los resultados en este estudio demuestran que la base genética de la resistencia
al calor en el estadio de huevo difiere ampliamente con respecto a larvas y adultos. En
cuanto al estadio larvario, también estudiado en el presente trabajo, el mismo mostrd
una alta co-localizacion de QTLs con respecto al estadio adulto, previamente estudiado.
Estos resultados no resultan sorprendentes si se considera que el estadio de “huevo” esta
controlado por un programa de desarrollo muy diferente al de larvas en insectos

Dipteros. Estos resultados son importantes porque demuestran por vez primera que la
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base genética de la resistencia al calor difiere ampliamente en el estadio de huevos
respecto al resto de los estadios del ciclo de vida de un insecto. Asimismo, el estudio
presente demuestra que la termotolerancia en huevos y larvas también es genéticamente
variable. El mapeo de QTL en un ambiente térmico natural desarrollado en larvas, llena
un vacio existente en nuestro conocimiento sobre la base genética de termotolerancia en
el laboratorio y su correlato en la naturaleza.

Finalmente, el analisis clinal de termotolerancia en moscas adultas de D. buzzatii
muestra que diferentes caracteres de termotolerancia pueden diferir ampliamente en
cuanto a la seleccion térmica experimentada en la naturaleza. En particular, la
resistencia al coma por calor disminuye con la altitud de origen de la poblacién mientras
que la supervivencia al estrés por calor muestra un patron diferente de variacion

altitudinal.
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