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Resumen

RESUMEN

Drosophila se caracteriza por ser un excelente organismo modelo para el estudio de
la evoluciéon cromosoémica y el orden génico. Miiller (1940) propuso que el genoma
ancestral del género Drosophila estaba compuesto por cinco pares de cromosomas
acrocéntricos y un par de cromosomas puntuales (elementos A-F), en los cuales el
contenido génico permaneceria altamente conservado entre las especies de este género. Ello
brinda la posibilidad de identificar grupos de ligamiento equivalentes y reordenamientos
cromosodmicos entre especies de Drosophila. Esta hipotesis estd siendo revisada utilizando
datos de la secuenciacion genomica y el montaje de los scaffolds sobre los cromosomas
politénicos de 12 especies de Drosophila (Schaeffer et al., 2008). D. willistoni, del
subgénero Sophophora, es una de las especies recientemente secuenciada. Su genoma se
organiza en tres grupos de ligamiento, dos pares de autosomas (cromosoma II y III) y un par
de cromosomas sexuales heteromorficos, el X y el Y. La homologia cromosdmica entre D.
willistoni y D. melanogaster propuesta por Sturtevant & Novisky (1941) es la siguiente: el
cromosoma X de D. willistoni corresponde a los elementos de Miiller A y D, el cromosoma
IT a los elementos B y C, y el cromosoma III a los elementos E-F. El alineamiento de genes
ortdlogos de D. melanogaster con los scaffolds de D. willistoni ha revelado la necesidad de
ampliar el nimero de marcas genéticas para facilitar el ensamblaje de las secuencias

genomicas (Schaeffer et al., 2008).

En esta pasantia se presenta la caracterizacion fenotipica y genética de mutaciones
espontaneas que afectan el fenotipo adulto de D. willistoni que, muchas de ellas,
representan nuevas marcas genéticas. Se analizaron setenta y ocho alelos mutantes e
identificaron un total de cuarenta y un loci; seis ligados al cromosoma X, veintiuno al
cromosoma II y catorce al cromosoma III. Esta caracterizacion se ha basado en (i) la
homologia fenotipica con mutantes descritos para D. willistoni y D. melanogaster, (ii) el
analisis de alelismo y ligamiento cromosomico, (iii) la interaccion génica entre genes
mutantes que afectan el color de ojos, y (iv) los datos de sintenia génica (secuencias
ortdlogas) y cromosdmica entre mutantes de D. willistoni y D. melanogaster obtenida del

Flybase (www.flybase.org). Entre las mutaciones estudiadas, se reportan veintiséis genes

autosdmicos nuevos. Diecinueve mutaciones autosémicas poseen secuencias ortdlogas en
D. willistoni. Estas mutantes constituyen un valioso material de investigacion en estudios de

mapeo genético (y fisico) que se estan desarrollando en nuestro laboratorio.


http://www.flybase.org/

Introduccion

1. INTRODUCCION

Drosophila se caracteriza por ser un excelente organismo modelo dado que
posee un sistema genético manipulable, de bajo costo y con una complejidad bioldgica
comparable a la de un mamifero, a pesar de poseer un genoma pequefio. Muchos
sistemas de Organos en mamiferos tienen homologos altamente conservados en
Drosophila. La investigacion en Drosophila ha permitido avanzar en el conocimiento
sobre el cancer, enfermedades neurodegenerativas, el comportamiento, la inmunidad, el

envejecimiento, la herencia multigénica, el desarrollo, entre otros.

El género Drosophila presenta mas de 2000 especies, agrupadas en unos 50
grupos. Dicho género se encuentra dividido en dos subgéneros: Drosophila y
Sophophora (FIGURA 1). El subgénero Sophophora abarca siete grupos que contienen
aproximadamente unas 300 especies (O’Grady & Kidwell, 2002), siendo uno de ellos el
grupo willistoni, de distribucién Neotropical. Este grupo abarca actualmente 23 especies
subdivididas en tres subgrupos principales: alagitans, bocainensis y willistoni. El
subgrupo willistoni estd formado por un conjunto de seis especies cripticas, que incluye
subespecies, semiespecies, poblaciones endémicas de islas y continentales. Dichas
especies son: D. willistoni (Sturtevant, 1916), D. equinoxialis (Dobzhansky, 1946), D.
insularis (Dobzhansky et al., 1957), D. paulistorum (Dobzhansky & Pavan en Burla et
al., 1949), D. paviovskiana (Kastritsis & Dobzhansky, 1967) y D. tropicalis (Burla &
Da Cunha en Burla ef al., 1949).

Drosophila willistoni es la especie del grupo willistoni que posee la distribucion
geografica mas extensa, encontrdndose desde Florida (EEUU), a través de las Bahamas,
América Central y las islas del Caribe, hasta el paralelo 40°, 300km al sur de la ciudad
de Buenos Aires, Argentina (Ehrman & Powell, 1982; Cordeiro y Winge, 1995). A
pesar de ser una especie propia de ambientes naturales, ha sido hallada también en
ambientes modificados por el hombre; y es la unica especie de este subgrupo, hasta

ahora descrita para el Uruguay (Goiii y col., 1998).

El genoma de D. willistoni se caracteriza por tener dos pares de autosomas
(cromosoma II, y III) y un par de cromosomas sexuales heteromorficos, el cromosoma
Xy el cromosoma Y. El cromosoma II es metacéntrico mientras que el cromosoma III
es acrocéntrico y de cerca de la mitad del tamafo del cromosoma II. El cromosoma X es

metacéntrico y algo mayor que el cromosoma II y presenta, al igual que el cromosoma
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I1, bloques de heterocromatina en las regiones pericentroméricas. El cromosoma Y, por

su parte, es de menor tamafio, submetacéntrico y enteramente heterocromatico.

D. simulans
D. sechellia
melanogaster subgroup D. melanogas‘rer z )
E D. yakuba
melanogaster group D. erecta
D. ananassae
W—— obscura group r D. pseudoobscura
L D. persimilis
willistoni group D. willistoni —
et . .
I”'PB S D. mojavensis S
D. virilis PR
virilis group &
Drosophila . . -
= = D. grimshawi
Hawaiian Drosophila | gl
g =0

| 1 I I 1
50 40 30 20 10 0
Divergence Time
(Million Years)

FIGURA 1. Relaciones filogenéticas entre las especies de Drosophila. Se
identifican las principales especies de cada grupo y los dos subgéneros de
Drosophila. Extraida del Flybase (www.flybase.org).

Una de las caracteristicas genéticas mas destacadas de las poblaciones naturales
de D. willistoni es su alto grado de polimorfismo cromosémico (Da Cunha y col., 1950;
Cordeiro & Winge 1995; Valente et al, 2001, 2003), encontrdndose mas de 60
inversiones paracéntricas que involucran los cinco brazos cromosémicos. Segun Da
Cunha & Dobzhansky (1954) y Cordeiro & Winge (1995), las poblaciones que habitan
el centro de la distribucion geografica de esta especie presentan mayor grado de
polimorfismo cromosémico que aquellas ubicadas marginalmente. Sin embargo,
estudios citogenéticos realizados por Valente & col. (2001, 2003) en poblaciones
naturales de D. willistoni del Uruguay y del sur de Brasil, mostraron una alta frecuencia
de inversiones paracéntricas que contradice el patron centro-marginal previamente

propuesto por Da Cunha and Dobzhansky (1954).


http://www.flybase.org/
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Miiller (1940) propuso que el genoma ancestral de las especies de Drosophila
estaba compuesto por cinco pares de cromosomas acrocéntricos y un par de
cromosomas puntales, entre los cuales han ocurrido eventos de fusion centromérica.
Utilizando D. melanogaster como referencia, Miiller propuso designar con las letras A-
F a cada uno de los cinco brazos cromosdémico principales y al minicromosoma “dot”
(cromosoma IV); y utilizar esa nomenclatura para identificar grupos de ligamiento
homologos dentro de las distintas especies de Drosophila. Ademas, plante6 que el
contenido de los cromosomas ancestrales permaneceria altamente conservado, lo que
brinda la posibilidad de identificar grupos de ligamiento equivalentes dentro de las

distintas especies de Drosophila.

Sturtevant y Novisky (1941) propusieron una homologia entre los brazos
cromosomicos de D. willistoni y D. melanogaster. Segin estos autores, el cromosoma X
de D. willistoni es el resultado de la fusion de los elementos de Miiller A y D
(cromosomas X y brazo IIIL de D. melanogaster); el cromosoma Il es el resultado de la
fusion de los elementos B y C (brazos IIR y IIL de D. melanogaster) y el cromosoma III
esta formado por los elementos E y F (brazo IIIR y cromosoma IV de D. melanogaster)
(FIGURA 2). Esta propuesta ha sido recientemente revisada mediante el estudio
comparativo de las secuencias gendmicas de 12 especies de Drosophila (Schaeffer et al.
2008) y mediante técnicas moleculares y/o de hibridacion in situ (Papaceit & Juan,

1997; Powell et al., 2011).

Muller Element
A B C D E E
D. melanogaster — x s ol @memtem 2R 3L - -
D. willistoni XL @ XR 2R oL I

Modified from Schaeffer et al 2008

FIGURA 2. Relaciones cariotipicas y sinténicas. Se muestran los
brazos cromosomicos, designado por su numeracion convencional;
separados y alineados como elementos de Miiller (A-F). Cada elemento
estd coloreado diferencialmente. Los puntos negros representan los
centromeros. Modificado de Figura 1 en Schaeffer et al. 2008.

Schaefter et al. (2008) presentan los datos de la secuenciacion gendmica y el
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montaje del genoma de 12 especies de Drosophila que proporcionan una oportunidad
para actualizar, organizar y sintetizar los mapas genéticos y fisicos de cada especie y
para estandarizar la calidad, presentacion, y la nomenclatura de los mapas citogenéticos
de cada especie. Las relaciones de sintenia de los elementos de Miiller entre las especies
estudiadas fueron suficientes para asignar grandes scaffolds a los brazos cromosémicos
correspondientes, mientras que la hibridizacion con sondas de ADN marcado a los
cromosomas politénicos fue necesaria para confirmar el correcto posicionamiento de la
secuencia ensamblada en el cromosoma. Es importante destacar que los scaffolds
ensamblados fueron alineados a los cromosomas politénicos de las especies
recientemente secuenciadas considerando los datos de los mapas tanto existentes como
nuevos, asi como los datos de la comparacion computacional entre especies,
especialmente en relacion con la organizacion de los genes en el genoma de D.
melanogaster. Mientras que la sintenia cromosOmica en Drosophila esta altamente
conservada, el orden de los genes todo a lo largo de los brazos cromosomicos se
encuentra pobremente conservado debido probablemente a la acumulacion de
inversiones que provocan un reordenamiento de los genes (Segarra & Aguade, 1992;
Ranz et al., 2001). Segin Schaeffer et al. (2008), mapas con buen apoyo en el
ensamblaje de los scaffolds permitiran abordar preguntas sobre la organizacion

genomica y estructural de los “elementos de Miiller” en el género Drosophila.

D. willistoni es una de las especies recientemente secuenciada. En este caso el
alineamiento de genes ortdlogos de D. melanogaster con los scaffolds de D. willistoni
no fue lo suficientemente bueno como para poder asignar un orden y orientacion de los
mismos, por lo que la orientacion propuesta por Schaeffer ef al. (2008) es tentativa. Por
otro lado, existe un numero limitado de marcas genéticas y fisicas en D. willistoni lo
cual dificulta el trabajo del ensamblaje de las secuencias gendmicas. Es asi que la
disponibilidad de nuevas marcas genéticas y su mapeo en D. willistoni brindaran un
mayor soporte y confiabilidad en el ensamblaje de las secuencias del genoma de esta

especie.

Los primeros estudios sobre la genética y mapas de ligamiento en D. willistoni
fueron realizados por Lancefied y Metz (1922) y Ferry y col. (1923). Estos autores
describieron un total de cincuenta y tres mutaciones, treinta y cuatro para el cromosoma
X, once para el cromosoma II y ocho para el cromosoma III, provenientes del cultivo de

cepas de Cuba en 1915, que presentaban fenotipos similares a las mutantes
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anteriormente descritas para D. melanogaster. En 1950, Spassky y Dobzhansky,
retomaron los estudios de la genética de D. willistoni y describieron veintiuna mutacion
para el cromosoma X, veintidos para el cromosoma II y once para el cromosoma III,
algunas de origen espontaneo provenientes de Belem, Para, Brasil y otras inducidas por
rayos X. Posteriormente, Poulson y Counce (1960) describieron otros mutantes de D.

willistoni. Ninguna de estas cepas mutantes existe actualmente.

Desde 1998, el laboratorio de Drosophila de la Seccion Genética Evolutiva ha
estado trabajando en el aislamiento de mutaciones espontaneas visibles en adultos de
D. willistoni, con el propdsito de elaborar grupos de ligamiento y utilizar los mutantes
como (nuevas) marcas en estudios evolutivos para investigar, entre otros, el mapa
genético y fisico de dicha especie. Estudios preliminares fueron reportados por Gofii et

al., (2002), Parada & Goiii (2003), y Ludwing et al. (2003).

En esta pasantia se presenta una propuesta de grupos de ligamiento genético de
mutaciones espontdneas que afectan el fenotipo visible en adultos de D. willistoni.
Resume y reexamina los datos genéticos (alelismo y ligamiento) de mutantes descritos

en forma preliminar por Gofii ef al. y otros (Goili, comunicacion personal).



Objetivos

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Realizar la caracterizacion genética de mutantes espontdneas en D. willistoni
disponibles en el laboratorio de Drosophila, Seccion Genética Evolutiva y proponer un
mapa de ligamiento cromosomico de dichas mutantes, considerando la homologia
fenotipica, los datos del andlisis genético y los datos de sintenia génica y/o

cromosomica entre D. willistoni y D. melanogaster.

2.2. Objetivos Especificos

e Describir el fenotipo de nuevas mutaciones espontaneas de D. willistoni y

reexaminar las mutaciones descritas anteriormente
e Determinar los genes (y sus alelos) mutantes

e Determinar el grupo de ligamiento genético, en especial de las mutaciones

autosomicas

e Determinar la existencia de interaccion génica entre mutaciones que afectan

el color de ojos

e Determinar la variacion de la expresion génica y/o penetrancia observada en

algunos mutantes que afectan la forma de las alas

e Realizar una busqueda de informacion acerca de la sintenia génica y/o

cromosomica entre D. willistoni y D. melanogaster
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Cepas Mutantes

Se utilizaron un total de setenta y ocho cepas mutantes (lineas puras) de moscas
recolectadas de la naturaleza en diferentes localidades de Argentina, Brasil, y Uruguay;
durante los afios 1998-2009 (TABLA 1). Todas las mutaciones que se analizaron en este

trabajo eran de origen espontaneo.

3.2. Descripcion de Mutantes

Para la descripcion del fenotipo mutante, se anestesiaron y observaron
hembras y machos, y se elabord una lista de mutantes morfoldgicos: color de ojos,
forma de los ojos, forma de las alas, color del cuerpo, etc. La Figura 3 ilustra

algunos de los mutantes analizados, junto con el fenotipo salvaje en D. willistoni.

Como referencia, se utilizd6 la descripcion (fotos, figuras) de mutantes
reportadas para D. willistoni (Ferry et al., 1923; Spassky & Dobzhansky, 1950); y D.
paulistorum (Malogolowkin & Ehrman, 1960). En caso de no poseer una
descripcion fenotipica reportada anteriormente en estas especies, se asigné un
nombre tentativo a cada gen mutante en base a la similitud fenotipica con D.

melanogaster (Lindsley & Zimm, 1992; Flybase: www.flybase.com).

En el caso de las mutaciones que afectan el color de ojos, se observaron
individuos de diferentes edades puesto que, en muchos casos, el color varia
notablemente con la edad. La descripcion de estos mutantes se realizo en base a la
observacion de moscas utilizando dos tipos de iluminacion: luz dicroica y luz fria;
debido a que el fenotipo salvaje para el color de ojos de D. willistoni es mas
brillante que el de D. melanogaster, por lo que, para un mismo gen mutante el

fenotipo entre estas dos especies podria no ser idéntico.


http://www.flybase.com/
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TABLA 1. Cepas mutantes de D. willistoni utilizadas en esta pasantia. Se detalla la
localidad, el afio y el codigo de colecta de los cultivos monohembra.

CEPAS MUTANTES CEPAS MUTANTES
Localidad Afio  Cepa Localidad Afio  Cepa
1998  98¢3.98 2000 REBI.00%*
D14.99 Laguna Negra REM2.00
Facultad de Agronomia | 1999 ES7.99 Rocha RLN1.00
Montevideo ES13.99%* URUGUAY 2002 TB14.02
URUGUAY Ey3.99 (34° 05° S; 53° 44’ O) TB26.02
(34°53 S, 56° 16> O) $46.99 TB28.02
2000 EMI.00* TB37.02
Ey10.00 TB38.02
SG11.00 TB40.02
SG12.00 TB44.02%%%*
$G23.00 TB46.02%*
$G24.00 TB77.02
SM35.00 Solis, Maldonado 2002 SB26.02%*
SMV28.00 URUGUAY SB27.02
§548.00 (34° 477 S; 55°22° 0)
2001 SG1.01 )
SG4.01 Sta Lucia 2000 SGVI1.00
SL7.01 Canelones SGV8.00
SL13.01 , URUGUAY
ST12.01 (34° 27’ S; 56° 23’ 0)
2002 EB2.02 Rivera 2003 Rivl.03
SL8.02 URUGUAY Riv9.03
003 EBLO3 (30° 54° S; 55°29° O)
SG1.03 Buenos Aires 2006 Ql4F1
SG3.03 ARGENTINA Q14 F11
Syl1.03 (34°35° S, 58° 28’ 0) Ql4 F23
2005 FA1.05 QIS5 F10
Eisg; San Pablo 2006 Q02 F7
FAS8.05 BRASIL 2007 Q46 F9
FA11.05 (23°33° S; 46° 43’ O) Q46 F32
FA22.05 Q46 M6
FA30.05 Q46 M8
FA33.05 Manaos
2009 Q5IFI3 BRASIL yellow Manaus
Q51Fl14 (03°06' S; 60° 01' O)
Q52 F51
Q52 F56
Q52 F63

*Goiii et al. (2002). ** Parada & Gofii (2003). *** Ludwing et al. (2003) .

3.3. Analisis de Alelismo

Se realizo la prueba de alelismo entre cepas mutantes que presentaban fenotipo
similar. Se realizaron un total de 165 cruzamientos diferentes y sus reciprocos. Ademas,

cada cruzamiento se realizd6 por duplicado. Asimismo, para cada cruzamiento se
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realizaron dos réplicas: réplica “1A” al dia de emergidas y réplica “2A” a los tres a
cinco dias de emergidas. Para ello, se cruzaron hembras virgenes mutantes my (7-8
individuos/cruzamiento), con machos jovenes mutantes m; (4-5
individuos/cruzamiento). Toda la progenie F1 de cada cruzamiento fue anestesiada con
vapores de trietilamina y observada bajo una lupa estereoscopica, con el fin de analizar

la presencia/ausencia de individuos mutantes (ver ANEXO I).

FIGURA 3. Fotos de algunas mutantes utilizadas y del fenotipo salvaje. (A) plexus,
pxSCO(B)  ebony, e, (C) hedgehog, hh?™. (D) jaunty, ;™% (E) Ala de fenotipo
salvaje. (F) Fenotipo salvaje

10
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3.4. Analisis de Ligamiento Cromosomico

Entre las mutantes autosdmicas, algunas presentaban fenotipo facilmente
distinguible, buena fertilidad y viabilidad; y mediante cruzamientos genéticos entre
ellas, se identificaron como marcadores de uno u otro grupo de ligamiento autosémico;

ejemplo: brown (bw* ) cardinal (cd®®'**); ebony (e2'"**); hedgehog (hh?"™);

TB38.02) SG1.01

Jjaunty (j ; plexus (px ). Estos mutantes fueron referidos como “loci de

referencia”.

Para el andlisis de ligamiento, se realizaron un total de 141 cruzamientos (y sus
reciprocos) entre pares de cepas mutantes que presentaban fenotipos claramente
distinguibles uno del otro. En la mayoria de estos cruzamientos, una de las mutantes
utilizada era un “locus de referencia” (ver ANEXO II). Ademads, cada cruzamiento se
realiz6 por duplicado. Asimismo, para cada cruzamiento se realizaron tres réplicas:
réplica “1A” al dia de emergidas; réplica “2A” a los tres a cinco dias de emergidas y
réplica “3A” a los siete a nueve dias de emergidas. Para ello, se cruzaron hembras
virgenes my (7-8 individuos/cruzamiento) con machos jovenes m; (4-5
individuos/cruzamiento). La progenie F1 fue anestesiada y analizada bajo una lupa
estereoscopica para descartar cruzamientos en que las hembras parentales no hayan sido
virgenes. Si solo los machos de la progenie F1 eran mutantes, se asumi6é que la
mutacion (m;) estaba ligada al cromosoma X si toda la F1 era de fenotipo salvaje, se
considero que la mutacion (m;) era autosdmica, y se procedié a la realizacion del cruce
F1 x F1. Toda la progenie F2 fue anestesiada y analizada, y la presencia de cuatro
fenotipos diferentes ([+], [m;], [m] y [m;, my]) fue considerada como evidencia de
“segregacion independiente” entre el par de genes mutantes analizados, asumiendo que

solo las hembras pueden recombinar (Figura 4).

3.5. Interaccion Génica

Para determinar la existencia de interaccion génica entre mutantes que afectan el
color de ojos y que pertenecen a diferentes loci autosdmicos, se cruzaron hembras
virgenes my (7-8 individuos/cruzamiento) con machos jovenes m; (4-5
individuos/cruzamiento). Cada cruzamiento se realiz6 por duplicado. Ademas, para
cada cruzamiento se realizaron dos réplicas: réplica “1A” al dia de emergidas y réplica
“2A” a los tres a cinco dias de emergidas. Las mutaciones que afectan el color de ojos

ligadas al cromosoma X no fueron utilizadas para determinar interacciéon génica. Al
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igual que en otros cruzamientos la progenie F1 fue anestesiada y analizada para
descartar cruzamientos en los que las hembras parentales no hayan sido virgenes. Si la
F1 era de fenotipo salvaje, se procediod a la realizacion del cruce F1 x F1. La presencia
de un nuevo color de ojos en la progenie F2 ([m;, m,]) fue considerada como evidencia

de “interaccion génica” entre las dos mutaciones estudiadas.

[m;] x [m;]
Hip.1: Mismo grupo de Ligamiento Hip. 2: Diferente grupo de Ligamiento
1 1m. mg
p CEBCD e— —ecED e CHoeC) e , e ey
CEeC— e | (i— I — [ e — C—er— eCHD
1y iy m l M
ml l ml l ml l ml 'L
CH eC_ o) , CH D e CHOC ) 6 , CHBC— oD
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my my my l 1y
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o e - w— my
[] C—eCED eC o [*] m
ey [ - ] @ )| 5] ] @ |
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FIGURA 4. Esquema de los cruzamientos genéticos realizados para el analisis de
Ligamiento Cromosémico. Se detalla los genotipos y fenotipos de los parentales y de la
descendencia F1 y F2 esperada seglin que el par de loci estudiado pertenezca (izq.) 6 no (der.)
al mismo grupo de ligamiento.

3.6. Analisis de Expresividad y Penetrancia

Muchos alelos mutantes en Drosophila presentan expresion variable del fenotipo
en relacion a factores fisicos, ej. Temperatura. Durante el curso de los experimentos de
aislamiento de mutantes y del analisis genético de alelismo, se identificaron cinco
alelos mutantes que afectaban la forma de las alas; blistered (bs°'*®®), blistery

Q46M6

(byQ52F56), curvi (cui ), jaunty (]'TBS&02

)y, wrinkle (wr'B*%

); en los que los
individuos de las cepas puras presentaban una expresion menor al 100%. Para
determinar si dicha expresion estaba influida por la temperatura y/o por el sexo, los

individuos adultos jovenes de cada mutante se cultivaron a 17°C y 24°C. La progenie
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resultante fue anestesiada y clasificada respecto a la presencia del fenotipo mutante o
salvaje en cada sexo bajo una lupa estereoscopica. Los datos obtenidos para cada
mutante fueron organizados en tres grupos: Fenotipo vs Sexo a 17°C y a 24°C; y
Fenotipo vs Temperatura. Posteriormente, estos datos fueron analizados
estadisticamente aplicando el test G de independencia, para determinar si los datos
obtenidos en cada caso eran independientes o estaban asociados (ANEXO III). Para
valores de G < x20.5[1] - 3,841 se acepto la hipdtesis nula, es decir, que los datos de las

variables analizadas eran independientes (Sokal & Rohlf, 1981).

3.7. Simbologia, Sintenia Génica y Cromosomica

Se adoptod la simbologia usada en D. melanogaster, en la cual el simbolo
asignado a cada locus es una abreviatura del nombre que unicamente designa al locus en
cuestion. Los alelos de un mismo locus fueron designados con el mismo nombre y
simbolo del locus en cuestion, y diferenciados tinicamente por superindices. En nuestro
caso, los superindices corresponden al codigo de colecta de las poblaciones naturales

Manaus

analizadas, a excepcion de la cepa y , que fue cedida por Valente (comunicacion

personal).

Si el gen mutante propuesto presentaba una caracteristica fenotipica muy similar
a la de un gen anteriormente reportado, pero su ligamiento no coincidia, se le asign6 un
nombre tentativo compuesto por: nombre del gen anteriormente reportado seguido de un

guion y el numero del cromosoma al cual esta ligado (ej. delta-2).

De acuerdo a los resultados genéticos obtenidos (analisis de ligamiento e
interaccion génica), los datos de sintenia génica y cromosomica entre los genes
ortdlogos de D. willistoni y de D. melanogaster, y otros datos reportados en la
publicacion de Lindsley & Zimm (1992) y/o en la base de datos del FlyBase

(www.flybase.com), se elabord una propuesta de ligamiento cromosémico de mutaciones

espontaneas en D. willistoni.

3.8. Condiciones de Cultivo

Las cepas y cruzamientos experimentales fueron mantenidos a 23+1°C, en tubos
de vidrio de aproximadamente 25ml, con medio de cultivo estandar compuesto por

levadura, agar, maiz, glucosa, agentes bactericidas y agentes antifungicos (ANEXO IV);


http://www.flybase.com/
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evitando el exceso de humedad o desecamiento del mismo y la presencia de hongos y
bacterias. El cuidado bésico de los cultivos se realizd de acuerdo a la metodologia
descrita en la tesina de grado de Parada (2004). Las hembras virgenes fueron colectadas
con la ayuda de un aspirador dentro de las tres horas de emergidas, evitando el uso de
sustancias quimicas anestesiadoras (trietilamina) que reducen la fertilidad de los
individuos (Fresia y col. 2002) y aumenta la proliferacion de hongos y bacterias en el

medio de cultivo (Tesina de grado Parada, 2004).
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4. RESULTADOS

4.1. Lista de Mutantes

En el RECUADRO 1 se presenta la lista de los genes mutantes en D. willistoni
propuestos en esta pasantia. En ella se especifica el simbolo, nombre y una descripcion
detallada del fenotipo observado para cada gen mutante, ordenados alfabéticamente de

acuerdo al grupo de ligamiento al que fueron asignados.

RECUADRO 1. Descripcion de las caracteristicas fenotipicas de los genes mutantes en D. willistoni.

Cromosoma X:

cm, carmine: Color de ojos casi salvaje. En moscas recién emergidas y en moscas
viejas, color de ojos carmin opaco. Pseudopupila menos evidente que en el
fenotipo salvaje.

cv, crossveinless: Vena transversal anterior y posterior ausentes o solo algunas
trazas presentes. Similar a crossveinless de D. melanogaster.

g, garnet: Color de ojos marron translucido, oscureciendo con la edad. Pseudopupila
no evidente.

I-1, lobe-1: Tamafio de los ojos reducido en forma variable. Ojos ligeramente mas
pequefios que en el fenotipo salvaje y con una muesca en el borde anterior.
La mitad inferior del ojo se encuentra mas reducida que la mitad superior. Se
solapa con el fenotipo salvaje. Similar a Lobe de D. melanogaster.
w, white:
w: Color de ojos blanco. Ocelos incoloros. Similar a white de D. willistoni
(Spassky & Dobzhansky, 1950).

w": Color de ojos amarillo-naranja. Ocelos con color palido. Similar a white
apricot de D. melanogaster.

w?: Color de ojos rojo- rosaceo, luego sepia. Similar a white coffee de D.
melanogaster.

¥, yellow: Cuticula amarilla. Color de la pupa mas clara que en el fenotipo salvaje.
Similar a yellow de D. melanogaster.

Cromosoma II:

amy, amethyst: Color de ojos purpura claro y opaco en moscas jovenes,
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oscureciendo a purpura con la edad. Pseudopupila menos evidente que en el
fenotipo salvaje. Similar a amethyst de D. melanogaster.

bs, blistered: Alas con ampollas y vesiculas infladas con hemolinfa. Venas mas finas
que el fenotipo salvaje. La textura del ala parece descolorida y turbia. A baja
temperatura, escasa viabilidad. Similar a balloon de D. willistoni (Ferry et
al., 1923) y blistered de D. melanogaster.

bur, burgundy: Color de ojos rojo amarronado opaco tanto en moscas jovenes como
en moscas viejas. Pseudopupila menos evidente que en el fenotipo salvaje.
Similar a burgundy de D. melanogaster.

bw, brown: Color de ojos amarronado claro en moscas jovenes, cambiando a marrdén
rojizo claro en moscas viejas. Pseudopupila no evidente. Similar a brown de
D. willistoni (Spassky & Dobzhansky, 1950) y brown de D. melanogaster.

Cl, Clipped: Méargenes de las alas con muescas de tamafio variable, mas a menudo a
lo largo de la vena marginal. Similar a Clipped de D. willistoni (Ferry et al.,
1923).

cn, cinnabar: Color de ojos rojo brillante en moscas jovenes, cambiando a color de
ojos salvaje con la edad. Ocelos incoloros. Similar a orange de D. willistoni
(Spassky & Dobzhansky, 1950), orange de D. paulistorum (Malogolowkin &
Ehrman, 1960) y cinnabar de D. melanogaster.

cp-2, clipped-2: Margenes de las alas con muescas, mas a menudo a lo largo de la
vena marginal. Similar a clipped de D. melanogaster.

cui, curvi: Mitad distal de las alas curvadas hacia arriba. La curvatura es mas
acentuada en individuos cultivados a 24°C, pero es poco pronunciada o
incluso se solapa con el fenotipo salvaje a 17°C. A baja temperatura, el
fenotipo mutante en hembras se solapa con el fenotipo salvaje méas que en
machos. Muy buena viabilidad. Similar a curvi de D. melanogaster.

dke, dark eye: Color de 0jos r0jo oscuro opaco en moscas jovenes, cambiando a rojo
amarronado oscuro con la edad. Pseudopupila menos evidente que en el
fenotipo salvaje. Similar a dark eye de D. melanogaster.

dl-2, delta-2: Segunda vena del ala ensanchada en su uniéon con el margen, mas
notorio en hembras que en machos. Similar a Delta de D. willistoni (Spassky
& Dobzhansky, 1950) y Delta de D. melanogaster.

dre, dark red: Color de ojos rojo oscuro en moscas jovenes, oscureciendo con la
edad. Color mas claro que dke. Similar a dark red de D. melanogaster.

eya, eyes absent: Tamafio de los ojos reducido en forma variable, desde ojos sin
omatidios hasta ojos con pocos omatidios en una o ambas regiones oculares.
La arista de la antena es mas corta y delgada que en el fenotipo salvaje.
Similar a eye absent de D. melanogaster.

J, jaunty: Alas curvadas hacia arriba en toda su longitud, pero no enrolladas como en
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Cy. Las alas son gruesas y con una textura opaca. En muchos casos, las alas
no se despliegan completamente. El grado de curvatura no varia con la
temperatura. Expresion variable. Similar a jaunty de D. willistoni (Ferry et
al., 1923) y jaunty de D. melanogaster.

or, orange: Color de ojos naranja amarillento brillante, virando al marrén con la
edad. Pseudopupila no evidente. Ocelos incoloros. Similar a orange de D.
melanogaster.

pab, pale body: Color del cuerpo blancuzco. Similar a Pale body de D.
melanogaster.

po, pale ocelli: Ocelos incoloros. Similar a pale ocelli de D. melanogaster

pr, purple: Color de ojos purpura al emerger, oscureciendo a rubi morado con la
edad. Pseudopupila no evidente. Similar a purple de D. willistoni (Spassky &
Dobzhansky, 1950) y purple de D. melanogaster.

pu, punch: Color de ojos morado translucido al emerger, oscureciendo con la edad.
Similar a Punch de D. melanogaster.

px, plexus: Alas con venas extras en forma de red. La primera celda posterior entre
la vena L3 y L4, se ensancha hacia la punta. Similar a plexus de D.
melanogaster.

sp, speck: Axilas de las alas oscuras, mas evidente con la edad. Similar a speck de D.
melanogaster.

wr, wrinkle: Alas arrugadas, con ampollas y curvadas hacia arriba. Expresion
variable. Se solapa con el fenotipo salvaje. A baja temperatura, escasa
viabilidad. Similar a Wrinkle de D. melanogaster.

Cromosoma III:

by, blistery: Alas ampolladas en la region proximal y media. Superficie del ala
oscura. Expresion variable. Se solapa con el fenotipo salvaje tanto a 17°C
como a 24°C. Muy buena viabilidad. Similar a blistery de D. melanogaster.

ca, claret: Color de ojos escarlata amarronado brillante en moscas jovenes,
cambiando a sepia con la edad. Pseudopupila no evidente. Similar a claret de
D. willistoni (Spassky & Dobzhansky, 1950) y claret de D. melanogaster.

ca-l, claret-like: Color de ojos similar a claret pero mas claro y transparente en
moscas recién emergidas.

cd, cardinal: Color de ojos bermellon amarillento brillante al emerger, cambiando a
rojo opaco en moscas viejas. Pseudopupila no evidente. Ocelos incoloros.
Similar a cardinal de D. melanogaster.

e, ebony: Color del cuerpo negro grisaceo. Color de la pupa mas clara que en el
fenotipo salvaje. Similar a ebony de D. paulistorum (Malogolowkin &
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Ehrman, 1960) y ebony de D. melanogaster

gl, glass: Ojos con fenotipo vidrioso y liso, con parches rojos formados por
omatidios fusionados y parches de color blanco cremoso. Presenta algunas
setas negras en los omatidios. Se observa una muesca sutil de expresion
variable en la parte anterior. Tamafio de los ojos variable en ambos sexos.
Ocelos incoloros. Fertilidad reducida. Similar a glass de D. paulistorum
(Malogolowkin & Ehrman, 1960) y glass de D. melanogaster.

hh, hedgehog: Tamafio de los ojos reducido y aspero, con facetas irregulares.
Omatidios desordenados. Las setas de los omatidios estan ausentes, salvo en
el borde posterior. Pseudopupila fragmentada. Expresion variable en ambos
sexos. Similar a hh/bar3] de D. melanogaster.

kay, kayak: El mesotérax presenta una hendidura antero-posterior dorsal. Expresion
sensible a la temperatura. Buena viabilidad y fertilidad. Similar a kayak de D.
melanogaster.

ma, maroon: Color de ojos rubi opaco, cambiando al fenotipo salvaje con la edad.
Similar a maroon de D. melanogaster.

P, pink: Color de ojos similar al fenotipo salvaje en moscas jovenes, cambiando a
rubi opaco con tonos morados en moscas viejas. Pseudopupila no evidente.
Similar a pink de D. melanogaster.

ro, rough: Ojos asperos con facetas irregulares y puntos negros. Similar a rough de
D. melanogaster.

ry, rosy: Color de ojos marrén morado rojizo en moscas jovenes, oscureciendo con
la edad. Similar a rosy de D. melanogaster.

sh-5, short-5: Venas L5 y L2 cortas, no llegando al margen de las alas. Expresion
variable; L2 se superpone con el fenotipo salvaje. Buena viabilidad. Similar a
short-5 de D. melanogaster.

ss, spineless: Las moscas presentan pérdida total o disminucién en el nimero de setas
escutelares, dorso-centrales, coxales, ocelares, orbitales, notopleurales,
posverticales, de los tergitos y del esternon. Expresiéon variable. Buena
Viabilidad. Similar a aristapedia (ss*) de D. willistoni (Spassky & Dobzhansky,
1950) y ss’ de D. melanogaster-

4.2. Analisis de Alelismo

Los datos obtenidos del analisis de alelismo realizado mediante cruzamientos

reciprocos entre hembras virgenes m; con machos jovenes m; (ANEXO I) de las setenta
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y ocho cepas mutantes, se resume en la TABLA 2. Se han identificado un total de

cuarenta y un genes diferentes.

Segun su fenotipo mutante, la mayor parte de estos genes (diecinueve) afectan
el color de ojos (con cuarenta y seis alelos); cinco afectan la forma de los ojos (con seis
alelos), once afectan la forma de las alas (con catorce alelos en total), tres influyen en el
color del cuerpo (con ocho alelos) y, tres genes afectan la forma del cuerpo (con cuatro

alelos).

TABLA 2. Resultado del analisis de alelismo. Los genes mutantes y sus alelos se agrupan
segun su caracteristica fenotipica, ordenados alfabéticamente segun el simbolo de cada gen.

Loci Alelos Loci Alelos

Color Ojos (19 loci, 46 alelos) Alas (11 loci, 14 alelos)
amy. amethyst RLNI1.00 SG3.03 bs: blistered D14.99
bur: burgundy SMV28.00 by: blistery EB1.03 Q52.F56
bw: brown SG23.00 Syl1.03 QS51.F13 Cl: Clipped ES13.99
ca: claret 98e3.98  ES13.99 cp-2: clipped-2  TB46.02
ca-l: claret like  Q15.F10 Q52.F51 Q52.F63 cui: curvi Q46.M6
cd: cardinal SG12.00 SG4.01 TB40.02 cv: crossveinless EM1.00
cm:carmine FA30.05 di-2: delta-2 Q46.F9
cn: cinnabar REB1.00 SM35.00 SL7.01 TB26.02 j: jaunty ST12.01 TB38.02

FA205  FA22.05 Q46.F32 QSLFI3 . ouys SGV1.00 SG1.01

dke: dark eye SL13.01 TB28.02 sh-5: short-5 SG11.00
dre: dark red SGVS8.00 SL8.02 Wi wrinkle TB46.02
g:garnet EMLI.00 Color Cuerpo (3 loci, 8 alelos)
ma: maroon 18:22170(;2 TB40.02 TB77.02 Riv9.03 e: ebony REB1.00 SB26.02 Q14.F23
or: orange FA7:05 pab: pale body 54699

) y: yellow EM1.00 TB46.02 Manaus QI14.F1
p: pink FA33.05
po: pale ocelli Riv1.03 Forma Cuerpo (3 loci, 4 alelos)
pr: purple Ey3.99 kay: kayak EB2.02 Q51.F14
pu: punch REM2.00 sp: speck 98¢3.98
Fy: rosy ES7.99  SG24.00 SS48.00 SG1.03  SSspineless TB37.02

FA8.05

w:white EM1.00 Eyl0.00 QIl4.F11

Forma Ojos (5 loci, 6 alelos)
eya: eyes absent 'TB44.02
gl: glass TB14.02
hh: hedgehog Q02.F7  Q46M8
I-1: lobe-1 EM1.00
ro: rough FA11.05
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4.3. Analisis de Ligamiento Cromosémico

Los datos de ligamiento cromosémico obtenidos mediante la realizacion de
cruzamientos reciprocos entre pares de cepas mutantes que presentaran fenotipos
claramente distinguibles uno del otro (ANEXO II), permitieron asignar cuarenta y un
loci en tres grupos de ligamiento (X, II, y III). Estos datos se resumen en la Figura 5
donde se incluyen datos anteriormente reportados por Goii et al., 2002; Parada & Goili,

2003; Ludwing et al., 2003; o no publicados (Goiii, comunicacion personal).

Seis loci fueron asignados al cromosoma X de los cuales tres genes afectan el

color de ojos, uno la forma de los ojos, otro afecta las alas y uno el color del cuerpo.

X I1 I11
cm: carmine amy: amethyst by: blistery
cv: crossveinless bs: blistered ca: claret
g: garnet bur: burgundy ca-l: claret-like
I-1: lobe-1 bw: brown cd: cardinal
w: white Cl: Clipped e: ebony
y: yellow cn: cinnabar gl: glass
cp-2: clipped-2 hh: hedgehog
cui: curvi kay_- kayak
dke: dark eye ma: maroon
dl-2: delta-2 p: pink
dre: dark red ro: rough
eya: eyes absent ry: rosy
J: jaunty sh-5: short-5
or: orange ,
ss: spineless
pab: pale body
po: pale ocelli
pr: purple
pu: punch
px: plexus
sp: speck
wr: wrinkle

FIGURA 5. Ligamiento cromosémico de cuarenta y un loci en D. willistoni. Los genes se
encuentran ordenados alfabéticamente seguin el simbolo de cada gen.

> [w | <



Resultados

Veintiun loci fueron asignados al grupo de ligamiento II de los cuales diez genes
afectan el color de los ojos (y/u ocelos), uno la forma de los ojos, ocho afectan las alas
(morfologia y venas), uno esta involucrado en el color del cuerpo y uno afecta la forma

del cuerpo.

Catorce loci fueron asignados al grupo de ligamiento III de los cuales seis genes
afectan el color de los ojos, tres la forma de los ojos, dos afectan las alas, uno esta

involucrado en el color del cuerpo y dos en la forma del cuerpo.

4.4. Interaccion Génica

La TABLA 3 resume los datos obtenidos de los cruzamientos genéticos
realizados entre mutantes que afectan el color de ojos. Se detectaron ocho interacciones,
siete entre genes mutantes ligados a distintos cromosomas (II y IIT), y una entre genes

mutantes ligados al mismo cromosoma (II).

TABLA 3. Resultado de la Interaccion Génica observada entre mutantes que afectan el
color de ojos en D. willistoni.

Cruzamiento * Color de los ojos de la F2
Cr.llxCr. Il
by SG2300 L SM35.00 Blanco
pw GLFB L QSLEI3 Blanco

Cr. Il x Cr. 11

RLN1.00 SG12.00
X cd

amy Rojizo claro en moscas jovenes

bw SGB00 x g 561200 Blanco en moscas jovenes, amarronado c/manchas en moscas viejas

cn FA20Z o ., 98¢3.98 Damasco

jy SM35.00 L 98¢3.98 Damasco

cn FA205 o o FALOS Damasco claro

cp SM3s00 . o FALOS Damasco claro

cn FA2205 o ry §548.00 Damasco claro cremoso

dlke TB2802 4 7 $G12.00 Rojizo brillante en moscas recién emergidas
or FATOS ., 98e3.98 Damasco opaco, ocelos incoloros

o FATOS . ESI3.99 Damasco opaco, ocelos incoloros

3 or FAOTOS o Qp FA33.05 Damasco amarillento

* Salvo que se indique, las hembras estan del lado izquierdo de la columna.
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4.5. Analisis de Mutantes con Expresividad y Penetrancia Variable

Los datos obtenidos del analisis de penetrancia respecto al sexo y la temperatura,

D14.99 Q52F56 .Q46M6

para cinco cepas mutantes blistered (bs ); curvi (cui

.TB38.02
G

); blistery (by ); jaunty

1B46.02y. v el valor G calculado en cada caso, se muestran en la

); y wrinkle (wr

TABLA 4.

Para la mutante j>>>%, los valores de G obtenidos sugieren que las variables
“fenotipo vs sexo” para ambas temperaturas, y ‘“fenotipo vs temperatura”, son
independientes.

.Q46M
Para la mutante cui®**M¢

, el valor G obtenido en el experimento realizados a
24°C, sugiere que el fenotipo observado es independiente del sexo. Sin embargo, los
valores de G obtenidos en los otros dos andlisis, sugieren que a 17°C el fenotipo no es
independiente del sexo y que, ademds, depende de la temperatura de cultivo. La
expresion del fenotipo mutante fue mas extrema (curvatura del ala bien acentuada) en
machos que en hembras. De la misma manera aquellos individuos que se cultivaron a

24°C presentaron una mayor curvatura en el ala respecto a los cultivados a 17°C.

Para las mutantes 5y®*° y wr %2 Jos valores de G obtenidos para cada caso

sugieren que, el fenotipo observado depende tanto del sexo como de la temperatura de
cultivo. La expresion del fenotipo mutante en la cepa by®*"® fue méas marcada en
hembras que en machos. En general, las hembras presentaron ampollas de tamafio
medio en ambas alas, mientras que los machos presentaron ampollas mas pequeiias y
generalmente en una sola de las alas.

D14.99

Las moscas de la mutante bs cultivadas a 17°C no dieron progenie. La

relacion entre el fenotipo y el sexo a 24°C, presentd un valor G que sugiere
independencia entre esas variables.

52F56 .Q46M6 TB46.02
Q , cui®

En las mutantes by y wr , que presentaron un efecto de la

temperatura sobre el fenotipo, se observé una menor penetrancia a 17°C respecto a

TB46.02

24°C, excepto en wr , que presento un efecto contrario.
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TABLA 4. Datos fenotipicos observados a 17°C y 24°C para las cepas mutantes blistered
(bsD14’99); blistery (byQSZF“); curvi (cuiQ46M6); jaunty (iTB38’02); y wrinkle (erB46'02), y los

valores G calculados en cada caso.

bs D149
Fenotipo vs Sexo 17°C

Sexo

Fenotipo vs Sexo 24°C

Sexo

Fenotipo W Total Fenotipo W Total
[m] 0 0 0 [m] 625 537 1162
[+] 0o 0 0 [+] 9 4 13

Total 0 0 0 Total 634 541 1175
G =1,276
by Q52FS6
Fenotipo vs Sexo 17°C Fenotipo vs Sexo 24°C
Fenotipo % Total Fenotipo % Total

Fenotipo vs Temperatura

Temperatura

i7°C_aac o

Fenotipo

[m] 493 289 782
[+] 205 323 528
Total 698 612 1310

G =174,784

. Q46M6
cul ¢

Fenotipo vs Sexo 17°C

. S
Fenotipo — 20 Total

¢ @

[m] 1236 999 2235
[+] 149 249 398
Total 1385 1248 2633
G =43, 446

Fenotipo vs Sexo 24°C

. S
Fenotipo — >0 Total

¢ 4

[m] 0 1162 1162
[+] 0o 13 13
Total 0 1175 1175

Fenotipo vs Temperatura

Temperatura

Total
17°C 2a°C @

Fenotipo

[m] 109 402 511
[+] 402 103 505
Total 511 505 1016
G =367,818
. TB38.02
J
Fenotipo vs Sexo 17°C

Fenotipo QS& Total

3

[m] 1259 1248 2507
[+] 15 10 25
Total 1274 1258 2532
G = 0,954

Fenotipo vs Sexo 24°C

Fenotipo QS& Total

3

[m] 782 2235 3017
[+] 528 398 926
Total 1310 2633 3943
G =295372

Fenotipo vs Temperatura

Temperatura

7°C oo Lol

Fenotipo

[m] 471 395 866
[+] 1 1 2
Total 472 396 868

[m] 1281 1139 2420
[+] 3 7 10
Total 1284 1146 2430

G=2,142

Fenotipo vs Sexo 24°C

[m] 511 2507 3018
[+] 505 25 530
Total 1016 2532 3548
G =1302,816

Fenotipo vs Temperatura

Temperatura
17°C 24°C

Fenotipo Total

G =0,016
TB46.02
wr
Fenotipo vs Sexo 17°C
Sexo
Fenotipo ————— Total
PTe 3

. S
Fenotipo — 2% Total

¢ &

[m] 866 2420 3286
[+] 210 12
Total 868 2430 3298
G =0,636

Fenotipo vs Temperatura

[m] 78 47 125
[+] 2 23 25
Total 80 70 150

G=27818

[m] 327 165 492

[+] 28 156 184
Total 355 321 676
G = 150,778

Temperatura

Total
17°C 2a0c O

Fenotipo

[m] 125 492 617
[+] 25 184 209

Total 150 676 826
G=17,768
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4.6. Sintenia Génica y Cromosdomica

La TABLA 5 resume los datos de sintenia génica y cromosdmica entre los genes
descritos para D. melanogaster y los genes (ortélogos) propuestos para D. willistoni,
para los mutantes de interés. Se observa que solamente el 47% (10 de 21) de los genes
propuestos para el cromosoma I, presentan genes ortdlogos en D. willistoni, el resto (11
genes) poseen homologias unicamente con respecto al ligamiento cromosémico. En el
caso del cromosoma III, la mayoria de los genes propuestos presentan genes ortdlogos
en D. willistoni. La mayoria estos mutantes son nuevas marcas genéticas, salvo algunos

previamente reportados en D. willistoni (ver columna “Referencias”).

TABLA 5. Sintenia génica y cromosémica entre los genes de D. melanogaster 'y D. willistoni
analizados en esta pasantia, segiin datos del Flybase (www.flybase.org)

Genes ligados al cromosoma I1

D. melanogaster D. willistoni

Anotacion Ubicacion

Genes Mapa Citogenético Genémica Cromosémica Referencias

amy, amethyst 2 -

bs, blistered 2R: 60C6-60C7 Dwil\GK22205  Miiller C

bur, burgundy 2L: 39A7-39B1 Dwil\GK21111  Miiller B

bw, brown 2R: 59E2-59E3 Dwil\GK23049  Miiller C 5w, Spassky & Dobzhansky 1950
cn, cinnabar 2R: 43E16-43E16 — or , Spassky & Dobzhansky 1950
cui, curvi 2 -—-

dke, dark eye 2 -

dre, dark red 2 ———-

eya, eyes absent 2L: 26E1-26E2 Dwil\GK14797  Miiller B

J, jaunty (nimA) 2L: 34E5-34ES5 Dwil\GK15022  Miiller B

or, orange 2R: 60A14-60A14 Dwil\GK15725  Miiller C

Pab, Pale body 2 -

Po, pale ocelli 2 ----

pr, purple 2L: 38B3-38B3 Dwil\GK 18684 Miiller B pr, Spassky & Dobzhansky 1950
Pu, Punch 2R: 57C7-57C8 Dwil\GK21906  Miiller C

DX, plexus 2R: 58E4-58E8 Dwil\GK22138 Miiller C  px. Spassky & Dobzhansky 1950
sp, speck 2: 60C1-60C2 -—--

Wr, Wrinkle 2 -—-



http://www.flybase.org/

TABLA 5. (Continuacién)

Genes ligados al cromosoma 111

Resultados

D. melanogaster

D. willistoni

Anotacion

Ubicacion

Genes Mapa Citogenético . .. Referencias
Genomica  Cromosomica
by, blistery 3R: 85D19-85D22 Dwil\GK13836 Miiller E-F
ca, claret 3R: 99C2-99C2 Dwil\GK22629 Miiller E-F ca, Spassky & Dobzhansky 1950
cd, cardinal 3: 94A1-94E2 —
cp, clipped 3: 75D4-76B9 -—
DI, Delta 3R: 92A1-92A2 Dwil\GK13480 Miiller E-F DI, Spassky & Dobzhansky 1950
e, ebony 3R: 93C7-93D1 Dwil\GK12773 Miiller E-F
gl, glass 3R: 91A3-91A3 Dwil\GK11495 Miiller E-F
hh, hedgehog 3R: 94E1-94E1 Dwil\GK12833 Miiller E-F
kay, kayak 3R: 99B10-99Cl1 Dwil\GK11924 Miiller E-F  kay, Hudson etal. 2007
ma, maroon 3: 84B-84B ——
D, pink 3R: 85A6-85A6 -—--
ro, rough 3R: 97D4-97D5 Dwil\GK13741 Miiller E-F
ry, rosy 3R: 87D9-87D9 Dwil\GK12225 Miiller E-F 1y, Tarrioctal. 2003
sh-5, short-5 3 ———
ss, spineless 3R: 89B14-89B15 Dwil\GK13504 Miiller E-F ss, Spassky & Dobzhansky 1950

4.7. Propuesta de Ligamiento Cromosomico de Mutantes en D. willistoni

La Figura 6 presenta en forma grafica el resumen de los datos genéticos de los

genes mutantes de D. willistoni propuestos en esta pasantia.

Los datos del analisis de alelismo y del analisis de ligamiento entre mutantes,

junto con los datos obtenidos de interaccion génica entre mutantes de color de ojos, la

descripcion detallada de cada cepa mutante, y los datos obtenidos de la busqueda de

posible sintenia génica entre algunos genes ortdélogos de D. melanogaster 'y D. willistoni

publicados en Flybase, permitieron asignar cada grupo de ligamiento a un cromosoma

determinado.


http://flybase.org/

Resultados

Cr. X
cm: carmine

cv: crossveinless

g: garnet

w: white

w: EM1.00
wi: QI4F11
we: Ey10.00

y: yellow

EM1.00, Q14FI,
TB46.02, Manaus

Cr.11

bur: burgundy

SMV28.00

eya: eye absent

j: jaun
ST12.01
TB38.02

pr: purple

bs: blistered

D14.99

bw: brown

Q5IF13,
$G23.00,
Sy11.03

or: orange

| amy: amethyst
Cl: Clipped

cn: cinnabar
FA2.05, FA22.05, Q46F32,
Q51F13, REBI1.00, SL7.01,
SM35.00, TB26.02

1
1
a 1
! 1
1
4 1
1
a 1
! 1
1
5 1
1
a 1
! cui: curvi i
! :
1
; dke: dark eye J
0 !
: :
a 1
1 dre: dark red :
'
b 1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

1

1

! pab: pale body
!

: po: pale ocelli

1

1

| Sp: speck
:

! wr: wrinkle
1

by: bliste
EB1.03, Q52F56

ca: claret
98e3.98, ES13.99

!

cd: cardinal

$G4.01, SG12.00,
TB40.02

e: ebony
maroon, ma
pb26 02 FAL05, Riv9.03,
gl: glass f;;g; TB40.02,
TB14.02
p: pink

sh-5: short-5

QO2F7, Q46M8

=
3
=
g"‘I
K
Ig.
o3

kay: kayak

EB2.02, Q51F14

ro: rough, ro
FA11.05

B

ry: ros
ES7.99, FA8.05, SG1.03
$G24.00, SS48.00

ss: spineless
TB37.02

Genes con Homologia Dudosa
I-1: lobe-1

ca-l: claret-like

cp-2: clipped-2

dl-2: delta-2
QISF10, Q52F51, :
G

FIGURA 6. Propuesta de Ligamiento cromosémica de los genes mutantes de D. willistoni.
Para cada cromosoma se muestra los genes con secuencias ortoélogas (izq.) y los genes que solo
poseen informacion del ligamiento cromosémico (der., recuadro punteado).
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5. DISCUSION

Basandonos en las propuestas de sintenia génica de los elementos de Miiller en
Drosophila, esta pasantia presenta el ligamiento genético de mutaciones espontaneas
que afectan el fenotipo visible en adultos de D. willistoni (FIGURA 6). Se identificaron
un total de cuarenta y un loci diferentes; seis ligados al cromosoma X, veintiuno al
cromosoma II y catorce al cromosoma III. La designacion de los genes mutantes y su

ligamiento cromosdmico se ha basado en los siguientes argumentos:

A)Homologia fenotipica con los mutantes previamente descriptos para D.
willistoni por otros autores (Lancefied & Metz, 1922; Ferry & col., 1923;
Spassky & Dobzhansky, 1950; Poulson & Counce, 1960) y con mutantes
descritas para D. melanogaster (Lindsley & Zimm, 1992; Flybase:

www.flybase.org)

B) Datos genéticos de los analisis de alelismo, ligamiento genético y deteccion de

interaccion génica.

C) Datos genéticos y de ligamiento reportados anteriormente por otros autores, en
especial Spassky & Dobzhansky (1950) y datos de sintenia génica (ortélogos)
y cromosémica entre D. willistoni y D. melanogaster obtenida del Flybase

(www.flybase.org).

El mapa de ligamiento presentado aqui incluye la revision de mutantes en D.

willistoni descritas anteriormente de forma preliminar en Parada & Gofii (2003).
ESI399. ¢y ESI399. .\, EMLOD.

2

Algunas mutantes han retenido su designacion original: ca

wEME0, -y, EMLOD, =) TB6.02. - trag han sido renombradas: c¢p-2 %% (designada
- : SB26.02 REB1.00 - EMI1.00
previamente como Clipped); e y e (designadas como black); g
TB46.02

(designada como pink); y wr (designada como balloon), y otra han sido
reasignada a un nuevo grupo de ligamiento: eya '>**%*, designada originalmente como
eyeless ligada al cromosoma III (Ludwing et al, 2003). Asimismo, se asignaron

nombres a otras mutantes descritas previamente en Parada & Gofii (2003).

Entre las mutantes de D. willistoni aqui descritas (ver RECUADRO 1), 46% (19
genes) son genes que afectan el color de ojos. Salvo aquellas mutantes notoriamente
conocidas (ej. brown, purple, white ), el andlisis fenotipico fue engorroso, en especial

por contar solo con la descripcion de algunas mutantes en D. willistoni (Lancefied &


http://www.flybase.org/
http://www.flybase.org/
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Metz, 1922; Ferry & col., 1923; Spassky & Dobzhansky, 1950; Poulson & Counce,
1960) y/o aquellas mutantes descritas para D. melanogaster (Lindsley & Zimm, 1992;

Flybase: www.flybase.org). A pesar de ello, los datos genéticos de alelismo y

ligamiento nos permitieron asignar estos genes a un determinado grupo de ligamiento y
posteriormente, los datos de interaccion génica aqui presentados fueron relevantes para
asignar cada grupo de ligamiento a un determinado cromosoma. El ejemplo mas
emblematico es el caso de la mutacion brown. Al igual que brown de D. melanogaster

(Flybase: www.flybase.org), los alelos mutantes brown de D. willistoni (bw>“>% y

HyyBIFI

SM35.00 Q51F13)

), interaccionan con cinnabar (cn y cn perteneciente al mismo

grupo de ligamiento, el cromosoma Il de D. willistoni.

Algunas mutantes autosdOmicas cuyo fenotipo es facilmente distinguible, y que
poseen buena viabilidad y homologia fenotipica con D. melanogaster, fueron
considerados como loci de referencia del cromosoma II: brown, jaunty y plexus; y del
cromosoma III; ebony y hedgehog. A pesar de que ebony no presenta tan buena
viabilidad, dicha mutante ha sido utilizada como una excelente marca genética en los
analisis de ligamiento por ser la Unica mutante autosdOmica que afecta el color del

cuerpo.

A continuacion se discute cada grupo de ligamiento en relacion a las marcas

genéticas propuestas en esta pasantia.
Cromosoma X:

Seis loci fueron asignados al cromosoma X, todos ellos asignados al elemento A
de Miiller. Entre ellos se encuentran tres loci notoriamente conocidos, crossveinless,
white y yellow y dos loci, carmine y garnet, cuyo mapeo genético debera ser analizado.
Por ultimo, denominamos lobe-1 a un mutante que presenta buena homologia fenotipica
con Lobe (cromosoma II) descrito para D. melanogaster, pero con homologia incierta.

Dicha cepa mutante se ha perdido, lo cual imposibilita todo futuro analisis genético.

No se ha identificado ninguna mutacién homdloga a genes que mapean en el
elemento de Miiller D. Ello no es sorprendente, puesto que en otras especies de
Drosophila como D. pseudoobscura y D. persimilis, donde el elemento A se halla
fusionado con el elemento D, no sean han encontrados muchas marcas fenotipicas en

este ultimo elemento (Schaeffer et al., 2008).

Cromosoma II:


http://www.flybase.org/
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Veintitin loci fueron asignados al cromosoma 11, cinco de ellos (brown, orange,
Delta, purple y plexus) han sido reportados previamente para D. willistoni por otros

autores (Spassky & Dobzhansky, 1950).

Este cromosoma esta formado por la fusion de los elemento de Miiller B y C. El
47% (10 de 21) de los genes mutantes propuestos para el cromosoma II presentan
secuencia ortdloga en D. willistoni, lo cual facilitara significativamente su utilizacion en
futuros analisis de mapeo genético (y fisico), y cuya informacidn podria ser relevante en
el ensamblaje de los scaffolds para este cromosoma. Segun Schaeffer et al. (2008), en
uno de los scaffolds (181009) del elemento C (2L), se detectd un error en el ensamblaje;
en el cual doscientos treinta y un genes ortdlogos correspondieron al elemento C y
ochenta al elemento D. Solo dos marcas distales del 2L, brown y plexus, fueron
utilizadas como marcas genéticas en la orientacion de los scaffolds, por lo cual es

deseable ampliar el nimero de marcas en el cromosoma Il de D. willistoni.

Otros mutantes propuestos para este cromosoma, presentan homologia con genes
de D. melanogaster de los que solo se tiene informacion del mapa fisico (cromosomas
politénicos). En otros casos (amethyst, curvi, dark eye, dark red, Pale body, pale ocelli
y Wrinkle), la informacion reportada para D. melanogaster (Lindsley & Zimm, 1992;

Flybase: www.flybase.org) es muy escasa y solo se conoce el ligamiento cromosémico,

lo cual dificulta en gran medida su mapeo fisico a futuro, pero no su mapeo genético en

el cromosoma II de D. willistoni.

Cabe destacar, que dos loci que afectan el color de ojos (cinnabar y orange),
presentaron interaccion génica con otros mutantes de color de ojos. Al igual que la

interaccion génica reportada para cinnabar y orange de D. melanogaster (Flybase:

FA2.05 SM35.00)

www.flybase.org), los alelos mutantes cinnabar (cn ycn FAT05

y orange (or
de D. willistoni, interaccionan respectivamente con claret (ca ****%) y pink (p "*%),
ambos genes ligados al cromosoma III. Ello apoya la homologia génica entre nuestros
mutantes y aquellos reportados para D. melanogaster.

Q46F9

Finalmente, dos loci, designados como delta-2 (dl-2 ) y clipped-2 (cp-2

02 T ;- , Lo
TB4692 " presentan similitud fenotipica pero no homologia cromosdémica con D.
melanogaster. Futuros estudios genéticos seran necesarios para determinar la homologia

génica de delta-2 y clipped-2 con Delta y Clipped de D. melanogaster, e investigar la


http://www.flybase.org/
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ocurrencia de complejos reordenamientos cromosdmicos entre los genomas de estas

dos especies.

Cromosoma III:

Catorce loci fueron asignados al cromosoma III, cuatro de ellos (claret, kayak,
rosy y spineless) han sido reportados previamente para D. willistoni por otros autores
(Spassky & Dobzhansky, 1950; Tarrio et al., 2003; Hudson et al., 2007). Un aspecto
que llama la atencién es que, 42% (6 de 14) de los loci asignados a este cromosoma

corresponden a genes que afectan el color de ojos.

La mayoria de los genes mutantes propuestos presentan secuencia ortdloga en D.
willistoni, aunque ninguno de ellos fue utilizado como marcas genéticas en la
orientacion de los scaffolds. Esto brinda una gran oportunidad para reexaminar la region
media y distal del cromosoma III, puesto que en la region proximal, donde se encuentra
la fusion entre los elementos E y F, existen tres genes del minicromosoma “dot”
fusionado que han permitido posicionar la base del scaffold 1 (Papaceit & Juan, 1998;
Schaeffer et al., 2008; Powell et al., 2011). Dicha region estd siendo reexaminada por
Panzera y col. de la Seccion Genética Evolutiva, mediante técnicas de hibridacion in

situ.

Un aspecto a destacar, es la diferencia entre la cantidad de genes mutantes
encontrados para el cromosoma II y III. Mientras que el cromosoma III, formado
unicamente por los elementos de Miiller E-F, present6 catorce marcas fenotipicas; el
cromosoma II, formado por dos elementos de Miiller (B y C), present6 solo veintiuna
marcas. Esta diferencia coincide con lo reportado por Schaeffer et al. (2008), donde se

destaca la falta de marcas fenotipicas para el cromosoma II de D. willistoni

En todos los casos, asumimos, pero no demostramos homologia génica entre los

mutantes de D. willistoni con los reportados para D. melanogaster.

Expresividad v penetrancia genética

Los resultados del analisis de expresividad y penetrancia realizado en mutantes

D14.99 52F56 .Q46M6, .TB38.02 TB46.02
s by, cuf KM, jTB3ROZ,

que afectaban la forma de las alas (bs s wr ) indican

la influencia del sexo y la temperatura sobre el fenotipo mutante.
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En cuanto a la influencia del sexo, las mutantes blistery y wrinkle presentaron
una menor penetrancia en machos que en hembras para las temperaturas estudiadas,
mientras que las moscas curvi presentaron una menor penetrancia en hembras (a 17°C)
o no presentaron diferencias (a 24°C). En cuanto a la influencia de la temperatura, las
mutantes blistery y curvi presentaron una menor penetrancia a 17°C, mientras que
wrinkle mostr6 una menor penetrancia a 24°C. La mutante jaunty no presenté cambios
significativos en la penetrancia respecto al sexo y la temperatura. Para el caso de
psP149

, no tenemos datos suficientes que nos permitan determinar el efecto del sexo y

de la temperatura sobre la expresividad y penetrancia.

Asombrosamente, no hemos encontramos un efecto de la temperatura y/o del
sexo en la expresion y penetrancia para los genes homologos anteriormente descritos en
D. melanogaster. Ello nos permite plantear dos posibles hipotesis: los genes en D.
willistoni presentan un comportamiento diferente en cuanto a su expresion y penetrancia
a los genes homologos en D. melanogaster, ¢ la hipotesis menos pausible, que se trata

de distintos genes a los designados aqui.
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6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Se ha logrado resumir toda la informacion genética de los mutantes de D.
willistoni actualizados hasta el presente, incluyendo datos publicados y datos no

reportados hasta el presente.

Se ha presentado una propuesta de ligamiento cromosémico y confeccionado

una lista de genes mutantes, basada en un exhaustivo analisis genético.

Se logré identificar, entre los mutantes analizados, aquellos que representan loci

de referencia para los cromosomas II y III.

Se presentan nuevas marcas genéticas en todos los grupos de ligamiento de D.
willistoni, con la respectiva informacion actualizada de la sintenia génica (ortdlogos) y

cromosOmica con respecto a D. melanogaster.

La disponibilidad de cepas mutantes en D. willistoni y su informacion genética
constituyen una herramienta valiosa para los analisis de la genética evolutiva en
Drosophila, entre ellos: analizar el mapeo genético para las cepas estudiadas, investigar
la naturaleza molecular de los alelos mutantes, investigar el papel de los elementos
transponibles y su relacion con inversiones cromosomicas, y detectar la ocurrencia de

crossing-over en machos, entre otros.
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Anexos

ANEXO I

Cruzamientos Genéticos Realizados para el analisis de Alelismo
(No se detallan los cruces reciprocos)

Color de Ojos
ml m2 F1 ml m2 F1 ml m2 F1
RLNI.00 ‘
amy amy SG3.03 1y die ST [+] ¢q SO0 4 TB0O2 [m]
bur SMV200 [4] o FAT05 [+] op FA2205 [+]
bW SG23.00 [+] u REM2.00 [+] n SM35.00 [+]
,, FA22.05 [+] or Ey3.99 [+] dke 2392 [4]
p SM3S00 14 by SYILO3 L FA205 [+] maq TAL9 [+]
SGV8.00 FA7.05
dre [+] JUKTT ., ES13.99 [m] or [+]
SL8.02 FA33.05
dre [+] cad QFO 4] [+]
FA7.05 [+] ES7.99 4
or ca-l Q52F51 [+] ry [+]
REM2.02 [y FA8.05 [+]
u ed 561200 [+] ry
Ey3.99 $S48.00
pr [+] cd OO 4] [*]
$548.00
+ TB40.02 FA1.05
[+] op FA205 [+] od ma [+]
amy 5G3.03 . FA2205 [+] L SM35.00 4] o FAT05 [+]
dke SEBOU 4] 1y FALDS 4] FA33.05 [+]
TB28.02
dke [+] o FAT0S [+] cm FA30.05 TB40.02 [+]
a TB77.02 [+] FA33.05 [+] EM1.00 [+]
SG1.03 [+] or Ey3.99 [+] W ¢ Ey10.00 [+]
SMV28.00 8G23.00 ES7.99
bur bw o [+] [+] cn FA2.05 - FA22.05 [m]
12. FA8.05
cd [+] [+] o Q46F32 [m]
FA22.05
cn [+] q ES1399 . FAT.05 [+] cn SMIS00 )
SM35.00
cn o [+] » FA33.05 [+] cp TB26.02 [m]
dke : [+] or Ey3.99 [+] ma FA1.05 [+]
SGV8.00
dre [+] cal QUFI0 L QST or FAT05 [+]
dre S0 + FA33.05
[*+] ca-1 ¥ [m] p [+]
FA7.05 [+] Riv1.03
or $SG12.00 o [+]
cd [+]
REM2.00 [+]
pu g TB40.02 [+] cn FA22.05 cp SM35.00 [m]
7 Ey3.99 [+]
FA7.05 FA7.05
+ +
ry FA8.05 [+] or [ ] or [ ]
a— S— ca-l O g FS ) . Ey3.99 [+]
bw 2 bw 562 [m] o FATOS 4] S$4800 1y
bw MO [m] Q46F32 SL7.01
ca-l Q52F63 " REM2.00 [+] ¢n cn : [m]
py 562300, Sy11.00 p
w w [m] o — p SMIS00
d > d : [m]
cd 59 [+ ¢ ¢ Q51FI3 SM35.00
TB40.02 :
cd TBA002 [+] cd [m] <n cn [m]
SM35.00 REB1.00 SM35.00
FA2.05 cn [t] ¢n cn [m]
cn [+]
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Color de ojos (Cont.) Forma de Ojos
ml m2 F1 ml m2 F1 ml m2 F1
on SLT01 p SMISO0 [y, FA330S pr B399 [+] , TBA44.02 gl TBI402 [+]
dre SL802 [+] y REM200 g /] EML00 [+]
p SMBS00 o SLIBOL [y ES7.99 [+] o FAILOS 14
dke ™02 4] FA8.05 [¥] g o102 o FAILOS 1
a FA1.05 [+] ” Ey3.99 " REM2.00 [+] hh QO2F7 hh Q46M8 [m]
Riv1.03 FA8.05
o [+] [+] EM1.00 FAL1.05
I-1 0 [+]
pr Ey3.99 [+] ES7.99 ry FA8.05 [m]
y REM2.00 g ry 502400 [m]
dke SO ke T2 FAS.05 Jy SGL03 (m]
Forma de Alas
dre SV [+] SG1.03 $548.00
SL8.02 [m] ml1 m2 F1
dre > [+]
$G24.00 $548.00 [m] ps P14 EB1.03 4
FA7.05 S by [+]
r [*] Q52F56
- E¥3.99 [+] by [+]
P TB46.02 [+]
u REM2.00 [+] wr
EB1.03 S2F56
dke TB2802 FA8.05 [+] by by ? [m]
TB4602 [y
$548.00 [+] wr
52F56 TB46.02
dre SOVB00 g SL802 by ? wr [+]
SGLO3 ] o Q46 B30 [+]
 TB38.02 . STI12.01
dre SL802  FAT0S [+] j [m]
pu REM200 [ e SOL01 o SOVIOL [
g FAI0S @ B2
@ BT
p FA33.05 [+] Color del Cuerpo
o Fiv103 [+] ml m2 F1
FA8.05 [+] o QI4F23 o REBLOO [m]
ma B0 g SB700 e 5B26.02 [m]
@ BT o REBLOO o SB26.02 [m]
§548.00 [+] QI4FI Manaus [m]
ma B0 g TR0y
$548.00 [+]
TB40.02 FA33.05
a [+] Forma del Cuerpo
o FAT.05 FA33.05 [+] ml m2 F1
o Riv1.03 [+] , EMI1.00 o TB37.02 [+]
Ey3.99
pr [+] kqy EB202 g QSIFI4
pu REM200 [ Y Y [m]
ES7.99
[+]



Cr. I x Cr. III

ANEXO II

Cruzamientos Realizados para el analisis de Ligamiento Cromosomico
(No se detallan aqui los cruces reciprocos)

Anexos

ml m2 ml m2 ml m2
RLN1.00 $G12.00 SL13.01 EB2.02 Ey3.99 EB1.03
amy cd dke kay pr Y by
REBI1.00 98¢3.98
TB28.02 SG12.00
¢ dke ™ cd ca
amy SG3.03 SG1.03 iy Q27 o Q4F23
EB2.02
b D149 cq] 5263 FA8.05 kay
REM2.02 SB26.02
EB2.02 46F9 SG12.00
kay di-2 ° cd u e .
by SMV2800 , SB26.02 o TAI1.05 sh-5 '
SG1.01 QI5F10
02F7 SGV8.00 02F7 -
hh 2 dre hh ? px ca-l
SG12.00
$G23.00 SG12.00 SL8.02 SG11.00 cd
bw cd dre sh-5 QI4F23
e
cd TB40.02 TB44.02 b EB1.03
14F23 “ Y hh Q7
e @ o QUF23
46MS
hh 2
hh Q7 EB2.02
kay EB2.02
,, FAILOS kay
. TB38.02 980398 g FALOS
o5 SG11.00
ca-] 10 TB40.02
¢ TB37.02 a
cd 361200 FA33.05
. 98¢3.98
n FA2.05 ca € . Q14F23 FALL0S
0
Q14F23
TB14.02
‘ EB2.02 gl rane
kay ~ B QU2F7 $548.00
ma FA1.05 FA1.05
ma TB46.02 QO2F7
FA33.05 wr hh
p TB40.02
a ma FALOS
o FAILOS FA33.05
FA22.05 $548.00 FA11.05
cn 0
SM35.00 98¢3.98 FA8.05
cn a
14F23 , 98¢3.98
e Q or FA7.05 ca °%
02F7 ES13.99
hh ? a
FA1.05 SG12.00
ma cd
FA11.05
o oy QU2FT
SG11.00 .
sh-5 FA33.05
FA11.05
TB46.02 SG12.00
cp-2 cd ro
. Q46M6 08¢3.98 S46.99 QO2F7
cui 2 ca ¢ pab hh
SG12.00 i
cd o RivL.03 pjy QUFT
02F7 .
hh Q kay EB2.02
FA11.05
o ma FAL0S
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Cr.lI xCr. II Cr. III x Cr. III
ml m2 ml m2
RLN1.O0 . TB38.02 EBI.03 14F23
amy j by e?
SG1.01 02F7
px hh ?
D14.99 $G23.00 52F56 52F63
bs bw by Q ca-l ©
46F32
cn Q463 98¢3.98 REB1.00
ca e
- FAT.05
ES13.99 FA11.05
SMV28.00 Q46M6 a 0
: cui
bur QISF10 QO2F7
SG1.01 ca-l hh
px
— o 561200 o QU423
23. .
By SG23.00 cui @ qonrn
]y Qi6F hh
TB37.02
. TB38.02 s
J
TB40.02 REB1.00
Px SG1.01 cd e
TB46.02 14F23 TB14.02
wr e ? gl
. . Q46M6 02F7
- FA2.05 cui Q hh Q
46F9 EB2.02
dl-2 @ kay
. TB38.02 TB40.02
Jj a
FA11.05
46F32 . TB38.02
cn Q J ro
. O46ME6 TB14.02 EB2.02
con SM35.00 cui Q gl kay
. ST12.01 FATL.05
j : 0
546.99 02F7 EB2.02
pab hh ? kay
TB46.02
wr EB2.02 FAL1.05
kay 0
. Q46M6 FA7.05
cul or FA33.05 SG11.00
sh-5
SL13.01 TB46.02
dke wr
TB28.02 . TB38.02
dke J
$46.99
ab
SG1.01
px
46F9 Ey3.99
di-2 ° pr
SGV8.00 . TB38.02
dre J
SGV1.00
X
SL8.02 . TB38.02
dre Jj
TB44.02 SG1.01
eya px
. TB38.02 FA7.05
j or
Riv1.03
0
REM2.02
pu
FA7.05 SG1.01
or px
Ey3.99 SG1.01
pr px
TB46.02
»
REM2.02 SG1.01
pu px

ST
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ANEXO III

Tablas de contingencia y calculos del test G de independencia
realizados para el analisis de penetrancia

Modelo estadistico aplicado:

Variable A vs Variable B
. Ql=fgInfe=alna+blnb+clnc+dind
Variable B % Total
Q2 =01 fiot In fior= (atb) In (a+b) + (c+d) In
Al a b atb (ctd) + (a+c) In (atc) + (b+d) In (b+d)
A2 ¢ d ctd Q3 =nlInn, siendo n = at+b+c+d
Total atc b+d atb+ctd

G=2(Ql-Q2+Q3)

Si G < 3,841 » la variable A es independiente de la variable B (Sokal & Rohlf, 1981)

bs D14.99
Feno;ipo Vs Sex024°C (1= 6251n 625+ 53710 537+ 9 In 9 +4In 4
Fenotipo ex0 Total Q1 =4023,595 +3375,581 + 19,775 + 5,545
> 3 Q1 = 7424,496

[m] 625 537 1162 Q2=11621n1162+ 13 1n 13 + 634 In 634 + 541 In 541
Q2 =8201,277 + 33,344 + 4090,599 + 3404,740

[+] 9 4 13 Q2=15729,960
Total 634 541 1175 Q3=1175In1175
Q3 =8306,102

G =2 (7424,496 — 15729,960 + 8306,102) » |G = 1,276

by Q52F56

Fenotipo vs Sexo 17°C
Q1=493 In 493 + 289 In 289 + 205 In 205 + 323 In 323

Fenotino Sexo Total Q1=3056,851 +1637,597 + 1091,217 + 1866,182
PO 3 Q1 =7651,847
Q2 =5209,570 + 3310,083 + 4570,657 + 3927,040

[+] 205 323 528 Q2=17017,350

Total 698 612 1310 Q3=13101In1310
Q3 = 9402,895

G=2(7651,847—-17017,350 + 9402,895) » |G = 74,784

> [a <
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Fenotipo vs Sexo 24°C

S Q1=12361n 1236 + 999 In 999 + 149 In 149 + 249 In 249
Fenotipo ———> Total QI =8799,870 + 6899,848 + 745,588 + 1373,846
¢ & Q1 =17819,152

[m] 1236 999 2235 Q2=22351n2235+3981n 398 + 1385 In 1385 + 1248 In 1248

Q2 =17236,312 + 2382,608 + 10018,336 + 8897,363
[+] 149 249 398 (2 =38534,619

Total 1385 1248 2633 Q3 =26331n2633
Q3=20737,190

G=2(17819,152 - 38534,619 + 20737, 190) » |G = 43,446

Fenotipo vs Temperatura

Q1= 782 In 782 + 2235 In 2235 + 528 In 528 + 398 In 398
Temperatura . QI =5209,570 + 17236,312 + 3310,083 + 2382,608
17°C_24°C Q1 =28138,573

[m] 782 2235 3017 Q2=30171n3017 +9261n926 + 1310 In 1310 + 2633 In 2633
Q2 =24172,259 + 6325,389 + 9402,895 + 20737,190
[+] 528 398 926 (Q2=60637,733

Total 1310 2633 3943 Q3 =39431n3943
Q3 =32646,846

G =2 (28138,573 — 60637,733 + 32646,846) » |G = 295,372

Fenotipo

cui Q46M6

Fenotipo vs Sexo 17°C

S Q1= 109 In 109 + 402 In 402 + 402 In 402 + 103 In 103
Fenotipo ————>— Total Q1 =511,357+2410,574 +2410,574 + 477,377
? 3 Q1 = 5809,882

[m] 109 402 511 Q2=5111In511+5051n505+5111n511+ 505 In 505
Q2 =3186,785 + 3143,402 + 3186,785 + 3143,402
[(+] 402 103 505 2 =12660,374

Total 511 505 1016 Q3=10161n1016
Q3 =7034,401

G =2 (5809,882 — 12660,374 + 7034,401) » |G = 367,818

Fenotipo vs 8ex0 24°C (31— 1259 In 1259 + 1248 In 1248 + 15 In 15 + 10 In 10
Sexo Total Q1 =8986,834 +8897,363 + 40,621 +23,026
> d Q1 = 17947,844

[m] 1259 1248 2507 Q2=25071n2507 +251n25+ 1274 In 1274 + 1258 In 1258
Q2 =19621,893 + 80,472 + 9108,994 + 8978,696
[+] 15 10 25 Q2=137790,055

Total 1274 1258 2532 Q3 =25321n2532
Q3 =19842,688

G =2 (179477,844 — 37790,055 + 19842,688) » |G = 0,954

> [= <

Fenotipo
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Fenotipo vs Temperatura
Temperatura

Q1=5111n 511+ 2507 In 2507 + 505 In 505 + 25 In 25
Total Q1 =23186,785+ 19621,893 + 3143,402 + 80,472
17°C__ 24°C Q1 =26032,552

[m] 511 2507 3018 Q2=30181n3018+5301n 530+ 1016 In 1016 + 2532 In 2532
Q2 =24181,271 + 3324,625 + 7034,406 + 19842,688
(1 505 25 530 Q2 =54382,990

Total 1016 2532 3548 Q3 =35481n 3548
Q3 =29001,846

G =2(26032,552 — 54382,990 +29001,846) » |G = 1302,816

Fenotipo

. TB38.02
J
Fenotipo vs Sexo 17°C  31=471 10471 +3951n395+ 1 In 1+ 11n 1
Fenofino Sexo Tota] Q1 =2898,938 +2361,660 +0+0
PO ™3 3 QI = 5260,598

m] 471 395 866 Q2=8661In866+21In2+4721n472+ 396 In 396
Q2 = 5857,524 + 1,386 + 2906,094 + 2368,640
[+] 1 1 2 Q2=11133,644

Total 472 396 868 Q3 =28681In 868
Q3 =5873,054

G =2(5260,598 — 11133,644 + 5873,054) » |G = 0,016

Fenotipo vs Sexo 24°C

Q1=12811n1281+11391n1139+3In3+71In7
Fenotipo __Sex0 a1 Q1=9166,063 +8016,175 + 3,296 + 13,621
Q ) Q1 =17199,155

[m] 1281 1139 2420 Q2=24201n2420+ 101n 10 + 1284 In 1284 + 1146 In 1146
Q2 = 18855,485 + 23,026 + 9190,532 + 8072,462
[+] 3 7 10 Q2=36141,505

Total 1284 1146 2430 Q3 =24301n 2430
Q3 =18943,421

G =2(17199,155—36141,505 + 18943,421) » |G = 2,142

Fenotipo vs Temperatura
Temperatura

Q1= 866 In 866 + 2420 In 2420 +2In 2+ 10 In 10
- °_ Total QI=5857,524 +18855,485 + 1,386 + 23,026
17°C  24°C Q1 =24737.421

[m] 866 2420 3286 Q2=32861n3286+ 121In 12+ 868 In 868 + 2430 In 2430
Q2 =26608,143 + 29,819 + 5873,054 + 18943,421
[+] 2 10 12 Q2=51454,437
Total 868 2430 3298 Q3 =3298 In 3298
Q3 =26717,334

G =2(247737,421 — 51454,437 + 26717,334) » |G = 0,636

Fenotipo

> [» <
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TB46.02

wr
Fenotipo vs Sexo 17°C  Q1=781n 78 + 47 In 47 + 2 In 2+ 23 In 23
. Sexo Q1=339,823 + 180,957 + 1,386 + 72,116
Fenotipo ﬁ Total Q1 = 594,282

Q2=1251n125+251n25+ 80 In 80 + 70 In 70
! 8 Y 12 Q2 = 603,539 + 80,472 + 350,562 + 297,395
[+] 2 23 25  Q2=1331,968

Q3=1501n 150
Q3 =751,595

G =2(594,282 - 1331,968 +751,595) » |G =27,818

Fenotipo vs Sexo 24°C

Total 80 70 150

Q1=327In 327 + 165 In 165 + 28 In 28 + 156 In 156
Fenotipo __SeX0 il Q1 =1893,317 + 842,481 + 93,302 + 787,777
Q ) Q1 =3616,877

[m] 327 165 492 Q2=4921n492+ 184 In 184 + 355 In 355 + 321 In 321
Q2 =3049,651 + 959,548 +2084,602 + 1852,633
[+] 28 156 184 (2 =7946,434

Total 355 321 676 Q3=6761In676
Q3 = 4404,946

G =2(3616,877 — 7946,434 + 4404,946) » |G = 150,778

Fenotipo vs Temperatura

Q1= 1251n 125+ 492 In 492 + 25 In 25 + 184 In 184
_Temperatura .\ Q1 =603,539 +3049,651 + 80,472 + 959,548
17°C__ 24°C Q1 =4693,210

m] 125 492 617 Q2=617In617+209 In209 +150 In 150 + 676 In 676
Q2 =3964,144 + 1116,548 + 751,595 + 4404,946
[+] 25 184 209 Q2=10237,233

Total 150 676 826 Q3 =8261n826
Q3 =5547,907

G=2(4693,210 —10237,233 + 5547,907) » |G = 7,768

Fenotipo




Anexos

ANEXO IV

Medio de cultivo

Beatriz Gorni
Lab. Drosophila, Seccion Genética Evolutiva

Facultad de Ciencias, 2009

Medio de cultivo:

Materiales 500ml 11t 21t
Agar 4 8 gr/lt 16
Levadura seca 20 40gr/1t 80
Harina de maiz 40 80gr/1t 160
Glucosa en polvo (Dextrosa) 50 100gr/1t 200
Acido Propidnico 1.5 3ml/It 6
Nipagin (sol.concen. 10%) 3.5(4.5) ml 7 (9) ml/1t 14 (18) ml/1t

Preparacion:

1) 2/3 del Agua fria, agregar Agar + Levadura. Cocer a fuego fuerte revolviendo

constantemente hasta que rompa el hervor.

2) Aparte, mezclar 1/3 del Agua fria + Maiz. Agregar a la preparacion primera una vez que

ésta haya hervido. Revolver bien y cocinar hasta que rompa el hervor.

3) Luego bajar el fuego y agregar la glucosa. Revolver bien y cocinar hasta que rompa el
hervor.

4) Apagar el fuego. Agregar ac. propidnico y nipagin al mismo tiempo. Revolver bien.
Luego que el medio de cultivo se enfrie un poco, dosificar en tubos limpios.

Agar: Se utiliza para solidificar el medio de cultivo. Usar “AGAR-AGAR 900” comercial.

Levadura: Fuente de proteinas. Usar levadura seca 6 levadura fresca de los panaderos (en este

ultimo caso utilizar 25gr/litro).

> [» <
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Harina de Maiz: Material de sostén, relleno. Otros materiales de relleno son: harina de soya y
la malta. La harina de soya es utilizada también como material proteico. La malta se usa

también para inducir ovoposicion en varias especies de Drosophila.

Glucosa (=Dextrosa): Fuente de energia. Usar glucosa en polvo comercial, puede ser

reemplazada por melaza 6 azlcar morena pero no usar azlcar (sucrosa) pues estimula el
crecimiento de la levaduras.

Agentes antibacterianos vy fungicidas: Se usan productos quimicos que se emplean en la
conservacion de los alimentos en la industria. Ellos son: Acido propiénico y n-Butyl (6

methyl)-p-hydroxybenzoate= "Nipagin"'.
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