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RESUMEN

Drosophila se caracteriza por ser excelente organismo modelo en biologia vy
especialmente en genética.

Un siglo atrds Morgan reportd por primera vez que los machos de D. melanogaster no
mostraban recombinacién. Sin embargo, la recombinacién en machos de Drosophila ha sido
reportada en otras especies, entre ellas, D. ananassae y D. willistoni.

Drosophila willistoni es una especies de distribucién Neotropical y representante del
grupo willistoni de interés en estudios evolutivos. En 1968, Franca & col. reportaron un 0,4% de
recombinacién en machos hibridos para inversiones no solapadas en el cromosoma 2. Mas
recientemente, Dos Santos & col. (2004) reportaron una configuracion meidtica en un individuo
salvaje en la cual se identifica un bivalente que presenta un puente y un fragmento en forma de
“U” el cual fue interpretado como la ocurrencia de un crossing over dentro del loop de la
inversion Il L-H, en el extremo del cromosoma 2. Estas observaciones constituyen la hipdtesis de
trabajo de esta pasantia: investigar la ocurrencia y caracteristicas del crossing over en machos
de D. willistoni utilizando, por primera vez, el andlisis genético utilizando marcas ligadas en los
cromosomas 2 y 3. Los datos obtenidos evidencian la existencia de recombinacién en el
cromosoma 2 y en el cromosoma 3. En general, pocos individuos experimentaron
recombinacién y en baja frecuencia lo que sugiere una variabilidad existente tanto en los
cromosomas marcadores como en los salvajes utilizados en la construccién de los machos
hibridos. Considerando la progenie recombinante de los machos analizados, se discute el origen
de la recombinacidon en machos de D. willistoni. Este estudio se detalla en la PRIMERA PARTE de
esta tesina.

En la SEGUNDA PARTE de esta tesina, se analiza el modo de herencia de la mutacién que
afecta la forma de las alas, curvi (cui), en una cepa marcadora multiple mutante del cromosoma
2 (bw cui cn) de D. willistoni sintetizada en nuestro laboratorio. La mutacion cui fue
anteriormente descrita como recesiva y ligada al cromosoma 2, presentando expresion variable
dependiente de la temperatura y del sexo (Soler & Goiii 1012). Los resultados obtenidos de la
cepa bw cui cn cultivada a diferente temperatura avalan, en parte, la descripcion de curvi
anteriormente citada. Sin embargo, datos de la expresiéon de curvi en individuos hibridos
presentados en esta tesina indican que curvi se expresa como dominante y dependiente de la
temperatura y del sexo. Considerando las caracteristicas observadas de esta mutacién que
afecta las alas, se evalua propuesta de su posible correspondencia génica.



INTRODUCCION

Drosophila es un modelo animal que presenta varias caracteristicas de gran utilidad en el
estudio de la genética, destacandose entre ellas: facil mantenimiento en el laboratorio y bajo
costo, ciclo de vida corto, elevado numero de progenie, nimero cromosémico pequefio y gran
complejidad bioldgica similar a la de mamiferos. Muchos sistemas de 6rganos en mamiferos
tienen homdlogos altamente conservados en Drosophila. Este modelo animal se ha utilizado en
investigaciones desde 1910 cuando Morgan comenzd los estudios en Drosophila. Actualmente
estd ampliamente extendido, lo que ha permitido avanzar en investigaciones sobre diversos
temas como: cancer, enfermedades neurodegenerativas, comportamiento, inmunidad,
envejecimiento, herencia multigénica, desarrollo, entre otros.

Drosophila es un diptero perteneciente a la familia Drosophilidae. El género Drosophila
esta compuesto por los subgéneros Drosophila y Sophosphora. Este ultimo consta de unas 3000
especies distribuidas en siete grupos. Entre los grupos de distribucion Neotropical se halla el
grupo willistoni (O’Grady & Kidwell 2002).

La especie Drosophila willistoni, perteneciente al grupo willistoni, presenta una extensa
distribucién geografica, siendo citada desde Florida (EEUU) hasta el sur de la ciudad de Buenos
Aires (Argentina), incluyendo Bahamas, América Central e Islas del Caribe (Ehrman & Powell
1982; Cordeiro & Winge 1995). Esta especie se encuentra tanto en ambientes naturales como
en ambientes modificados por el hombre. En nuestro pais, D. willistoni es una de las dos
especies representantes del grupo willistoni; siendo la otra especie D. nebulosa, que se
diferencia de la primera por presentar alas oscuras (Gofii & col. 1998).

El genoma de D. willistoni se organiza en tres pares de cromosomas, dos de los cuales
son autosomas (par 2 y 3), y el par sexual. Este ultimo, es heteromdérfico y esta constituido por
los cromosomas X e Y. En cuanto a la morfologia cromosdmica, presenta dos cromosomas
metacéntricos (los cromosomas 2 y X), uno acrocéntrico (el cromosoma 3), y uno
submetacéntrico (el cromosoma Y). En cuanto al tamafio, el cromosoma 2 es casi el doble que el
cromosoma 3. El cromosoma Y es enteramente heterocromatico, y tanto el cromosoma X como
el cromosoma 2 presentan bloques de heterocromatina en las regiones pericentroméricas
(Dobzhansky 1950).

En 1940, Miller propuso que el genoma ancestral de las especies de Drosophila se
componia de cinco pares de cromosomas acrocéntricos y un par de cromosomas puntuales,
entre los cuales han ocurrido eventos de fusidon centromérica. Mdller utilizd6 a Drosophila
melanogaster como referencia, y designd con las letras A-E a cada uno de los cinco brazos
cromosémicos principales y denomind elemento F al cromosoma puntual o “dot”. Ademas,
planted que el contenido de los cromosomas ancestrales permaneceria altamente conservado,



lo que permita identificar grupos de ligamiento equivalentes entre las distintas especies de
Drosophila.

Sturtevant y Novisky (1941) propusieron una homologia entre los brazos cromosémicos
de D. willistoni y D. melanogaster. Segun estos autores, el cromosoma X de D. willistoni es el
resultado de la fusion de los elementos de Miller A y D (cromosomas X y brazo 3L de D.
melanogaster); el cromosoma 2 es el resultado de la fusidn de los elementos B y C (brazos 2R y
2L de D. melanogaster), y el cromosoma 3 esta formado por los elementos Ey F (el brazo 3Ry el
cromosoma 4 “dot” de D. melanogaster) (FIGURA 1). Esta propuesta ha sido recientemente
revisada mediante el estudio comparativo de secuencias gendmicas de 12 especies de
Drosophila (Schaeffer & col. 2008) y mediante técnicas moleculares y/o de hibridacién in situ
(Papaceit & Juan 1998; Powell & col. 2011; Pita & col. 2014).

Muller Element

A B C D E F
D. melanogaster —x s 2L Gt 2R 3L eus® “ 4

D. willistoni XL @@= XR 2R aL g

Modified from Schaeffer et al 2008

FIGURA 1. Relaciones cariotipicas entre D. willistoni y D. melanogaster. Se
muestran los brazos cromosdmicos designados por su numeracidon
convencional; separados y alineados como elementos de Miuller (A-F). Cada
elemento esta coloreado diferencialmente. Los puntos negros representan los
centrémeros. Modificado de FIGURA 1 en Schaeffer & col. (2008).

En contraposicién con la escasa incidencia de otros tipos de cambios estructurales, el
género Drosophila presenta un sorprendente grado de polimorfismo cromosémico debido a
inversiones paracéntricas. Las inversiones son un tipo de alteracion estructural por la cual un
segmento cromosdmico cambia de orientacién dentro del propio cromosoma. Se denominan
paracéntricas cuando el centrédmero no estd incluido dentro del segmento invertido vy
pericéntricas cuando el centrémero estd incluido en la inversion. La existencia de inversiones en
Drosophila como posible explicacién a la ausencia de recombinacién que se producia en
determinadas regiones, fue propuesta por primera vez por Sturtevant (1917) cuando realizaba



cruzamientos entre ciertas cepas de D. melanogaster conocidas como “cepas supresoras del
entrecruzamiento”. Mds tarde, la elaboracion de mapas genéticos permitié demostrar la
existencia de una inversién en el orden de los marcadores en los cromosomas de estas cepas
(Sturtevant 1926). Finalmente, el descubrimiento de los cromosomas politénicos en las
glandulas salivares de Drosophila (Painter 1933) hizo posible la observacidon citoldgica de
inversiones naturales en D. pseudoobscura y D. persimilis (Tan 1935). Este tipo de cromosomas
son tipicos de las células de tejidos con una alta actividad metabdlica, como las glandulas
salivares de muchas especies de dipteros. Los cromosomas politénicos presentan un patrén
constante de bandas oscuras e interbandas claras, facilmente distinguibles al microscopio
Optico, lo cual representa una importante herramienta genética de analisis en la caracterizacién
y deteccién de reordenamientos cromosdmicos, entre ellos las inversiones.

Hasta el momento, se ha visto que aproximadamente dos tercios de las especies de
Drosophila estudiadas presentan inversiones en sus cromosomas (Sperlich & Pfriem 1986;
Powell 1997). Ademas, las inversiones paracéntricas constituyen el cambio cromosémico mds
frecuente que se ha fijado en la evolucion entre especies de Drosophila. Dentro de las especies
gue acumulan un mayor numero de inversiones se destacan las pertenecientes al grupo
willistoni, en particular en D. willistoni y D. paulistorum, encontrandose mds de 60 inversiones
paracéntricas que involucran los 5 brazos cromosdmicos (revisado por Cordeiro & Winge 1995).
En D. willistoni, las inversiones parecen distribuirse en forma aleatoria y se observa un elevado
grado de polimorfismo en todos los cromosomas, aun cuando el nimero de inversiones
concreto en cada cromosoma pueda variar (Sperlich & Pfriem 1986). Estudios citogenéticos
realizados en poblaciones naturales de D. willistoni de Uruguay y del Sur de Brasil, mostraron
una alta frecuencia de inversiones paracéntricas en estas poblaciones, las cuales son
consideradas geograficamente como marginales (Valente & col. 2001, 2003).

Desde el comienzo de los estudios de Drosophila, se ha intentado establecer si los
machos de las diferentes especies presentan o no recombinacién, puesto que dicha informacion
seria de suma importancia, en el analisis de segregacion de cromosomas en machos
heterocigotas. La ocurrencia de crossig over en machos de poblaciones naturales es importante
para entender el rol de los factores genéticos gobernantes del crossing over en la naturaleza.

Se ha reportado la ausencia de crossing over en machos de varias especies de
Drosophila. En D. melanogaster, la ausencia de recombinacion espontdnea en machos fue
descrita por Morgan en 1914. Mas tarde, Hiraizumi (1971) reportéd la ocurrencia de
recombinacién espontanea en el brazo 2L de D. melanogaster utilizando el cromosoma T-007
aislado de poblaciones de Texas. Utilizando cinnabar (cn) y brown (bw) como marcas ligadas
para detectar recombinacién, dicho autor detecté una frecuencia total de recombinacién de
0,45% en el cromosoma 2 de machos heterocigotos T-007/ cn bw, en un total de 48419



cromosomas analizados. Por otro lado, la proporcion de los fenotipos recombinantes sugeria un
origen de recombinaciéon meidtica, dado que las clases recombinantes aparecian en cantidades
similares; aunque la posibilidad de un origen pre-meidtico no fue descartada por dicho autor.
Con el propdsito de re-examinar el origen de recombinaciéon en machos de D. melanogaster en
la cepa T-007 y determinar si la recombinacién podia ocurrir en el cromosoma 3, Hiraizumi &
col. (1973) continuaron con los experimentos, encontrando una frecuencia total de
recombinacién igual a 0.69%, en 1311 cromosomas 3 analizados. Ademas, hallé nuevamente un
0,45% de recombinacion en el cromosoma 2, analizando en esta oportunidad 1645
cromosomas, ratificando asi sus primeros hallazgos. Por lo tanto, resulta claro que el crossing
over puede ocurrir tanto en el segundo como en el tercer cromosoma. Hirazumi & col. (1973)
propusieron en esta oportunidad un origen mitdtico (pre- meidtico) de recombinacidon en
machos, debido a que aparecian diferencias en las clases de fenotipos recombinantes
complementarias.

D. ananassae es la Unica especie caracterizada de Drosophila con una frecuencia
considerable de crossing over espontaneo en machos. Kikkawa (1938) y Moriwaki (1937)
detectaron crossing over espontaneo en machos de D. ananassae, y establecieron que dicha
recombinacién era controlada por genes potenciadores dominantes. En el primer caso, se
postuld que el potenciador responsable del control del crossing over en machos estaba
localizado en el tercer cromosoma; mientras que en el segundo caso, un gen dominante (En-2)
localizado en el segundo cromosoma fue postulado como el responsable de inducir crossing
over en machos y de aumentar el crossing over en hembras. Estudios posteriores revelaron que
el crossing over en machos era de origen meidtico (Kale 1969), y que los elementos genéticos
qgue controlan el crossing over en machos de D. ananassae mapeaban tanto en el cromosoma 2
como en el 3 (Hinton 1970; Matsuda & Tobari 1983). Estudios de la meiosis en machos de D.
ananassae (Matsuda & col. 1983; Goiii & col. 2006), demostraron que existe una relacién entre
los quiasmas y roturas cromosémicas observadas en espermatocitos primarios y los altos niveles
de recombinacion genética y, a su vez, que estos eventos son inducidos con alta frecuencia en
machos heterocigotos para potenciadores del crossing over. Ademas, la observacion de la
meiosis en machos heterocigotos para inversiones permitié relacionar configuraciones
particulares en los bivalentes con el apareamiento cromosdmico y la ocurrencia de crossing over
dentro un loop de inversién, tal como se presenta en la FIGURA 2(izqg.) (Goii & col. 2006; Goii
com. pers.).

En machos D. willistoni dos observaciones independientes sugieren la existencia de
crossing over. La primera, Franca & col. (1968) reportaron 0.4% de recombinacidn en machos
hibridos para inversiones no solapantes en el cromosoma 2; y la segunda, Dos Santos-Colares &
col. (2004) observaron en la meiosis cierta configuraciéon de un bivalente, la cual se interpretd
como la ocurrencia de un crossing over dentro un loop de la inversidon 2L-H en machos de D.



willistoni. Por su relevancia en esta pasantia la Figura 4 en Dos Santos-Colares & col. (2004) se
presenta en la FIGURA 2(der.). Estas observaciones han estimulado la investigacion presentada
en la PRIMERA parte de esta pasantia. La estrategia incluye utilizar (y sintetizar) cepas
marcadoras con multiples mutaciones, y cepas salvajes de distinto origen.
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FIGURA 2. Izg. Representacion esquematica del efecto de una inversidn heterocigota
en la meiosis de machos de Drosophila. Apareamiento cromosomico y resolucién (a)
sin crossing over, y (b) con un crossing over dentro del loop de inversion (adaptado de
Gofii & col. 2006).Der. Espermatocito de macho de D. willistoni mostrando cromosomas
en diploteno. (a) La flecha sefiala posible consecuencia de un quiasma dentro del
segmento invertido en el bivalente correspondiente al cromosoma 2. (b) Detalle del
extremo de un cromosoma politénicos de glandula salival del mismo macho
heterocigota para la inversién IIL-H (flecha) en la porcion terminal del cromosoma 2.
(adaptado de Dos-Santos Colares & col. 2004).

La mutacién curvi (cui) fue descripta originalmente en D. melanogaster por Nicoletti en
1957. Segun la descripcion de las mutaciones de D. melanogaster en el famoso “Libro Rojo” de
Lindsley & Zimm (1968), curvi es una mutacién recesiva que mapea en 2-23.4 y cuyos individuos
presentan alas con la mitad distal curvada hacia arriba; mostrando ademds, una muy buena
expresividad y viabilidad. Estos autores citan un Unico alelo de curvi encontrado por Nicoletti
(1957), aunque dicho autor describe originalmente esta mutacion como curved. En el Libro
Rojo, Lindsley & Zimm (1968) describen la mutacién curved (c), posicién en el mapa 2-75, con



un fenotipo notoriamente diferente de curvi: “alas de textura fina, divergente, levantada en la
base, y curvada hacia abajo en toda su longitud”.

Por otra parte, la mutacién Curly (Cy) fue descripta en D. melanogaster como dominante,
letal en homocigosis y ligada al cromosoma 2 en la posicidon 6.1 (extraido de FlyBase). El
fenotipo de esta mutacion consiste en alas curvadas hacia arriba, que raramente se solapa con
el fenotipo salvaje a 25°C, pero que si lo hace frecuentemente a 19°C. La curvatura es causada
por una contraccion desigual de los epitelios inferior y superior durante el periodo siguiente a la
emergencia de la pupa (Waddington 1940). Su expresién se ve disminuida en cultivos con
hacinamiento larval e incrementada con el aumento de la temperatura durante el desarrollo de
la pupa (Nozawa 1956).

En nuestro laboratorio se aislé de la isolinea Q46M6 de D. willistoni, una mutacién que
produce un fenotipo de alas curvadas hacia arriba; la cual fue denominada como curvi, debido
a su homologia fenotipica con curvi de D. melanogaster. Segun Soler & Goiii (2012), la mutacion
curvi de D. willistoni es recesiva, esta ligada al cromosoma 2 y se expresa en el adulto de la
siguiente manera: “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 mas que en machos. Muy buena
viabilidad. Similar a curvi de D. melanogaster.”

Powell & col (2010) realizaron un estudio sobre el efecto de la temperatura en el tamano de
las alas de cepas salvajes de 6 especies de Drosophila, incluidas D. willistoni y D. melanogaster.
Estos autores encontraron que todas las especies presentaron el mismo comportamiento; es
decir, un aumento promedio del tamafo de las alas del 11% en hembras y del 14% en machos a
19°C respecto a 25°C.

Asimismo, Matta & Bitner (2004) estudiaron los efectos del sexo y la temperatura en el
fenotipo de las alas en D. simulans. Se observd, a excepcién de alguna de las variantes
analizadas, una expresion dependiente del sexo y de la temperatura para la mayoria de los
rasgos analizados en las alas; como por ejemplo el largo de las venas. Esto sugiere que los
machos y las hembras presentan diferentes respuestas a la variacion de temperatura en la que
se desarrollaron.

Debido a que la mutacién cui aislada en nuestro laboratorio presenta actualmente un
fenotipo levemente distinto (presenta una curvatura mucho mas pronunciada que comprende
todo el largo del ala y no solo la mitad distal) al descrito por Soler & Goiii (2012); en la
SEGUNDA parte de esta tesina, se re-examina el modo de herencia y caracteristicas de esta
mutante, utilizando una cepa triple mutante entre cuyos genes ligados se encuentra la mutacidn
cui.



OBJETIVOS

GENERAL

Investigar la ocurrencia y caracteristicas de la recombinacién espontdnea en machos de
Drosophila willistoni mediante cruzamientos genéticos. (PARTE I)

Analizar la expresidn de la mutacidn curvi (alas curvas) presente en una cepa marcadora
multiple de recombinacidn. (PARTE ll).

ESPECIFICOS

Sintetizar nuevas cepas marcadoras de D. willistoni portadoras de mutaciones visibles en
el fenotipo adulto, ligadas a los cromosomas 2 y 3.

Examinar la ocurrencia de recombinacién en el cromosoma 2 y 3 de machos F1 mediante
el analisis genético utilizando cepas marcadores portadoras de mutaciones de posicién conocida
y cepas salvajes de poblaciones naturales y una cepa salvaje monomorfica endocriada en
laboratorio.

Examinar la expresion de la mutacion curvi en la cepa bw cui cn, a 17°C y 25°C; y
determinar si existe variacion de expresion entre sexos y a diferentes temperaturas.



MATERIALES Y METODOS

CEPAS

Cepas salvajes. Se utilizaron un total de ocho cepas salvajes, siete isolinea, denominadas
“isofemale lines” en Drosophila (David & col. 2005) por ser establecidas a partir de una sola
hembra colectada de la naturaleza. Dichas cepas (TABLA 1) han sido, desde su establecimiento,
mantenidas en el Laboratorio de Drosophila de la Seccidn Genética Evolutiva de la Facultad de
Ciencias. La cepa salvaje GDH es la cepa de referencia de D. willistoni utilizada en el Proyecto de
Anotacién del Genoma de esta especie, la cual es monomérfica para arreglos cromosdémicos
(inversiones) (Schaeffer & col. 2008).

TABLA 1. Cepas salvajes. Se indica el nombre (o cédigo) de cada cepa, origen y afio.

Cepas salvajes

Nombre Origen Ao
Isolineas
SY3.01 Facultad de Agronomia, Montevideo, Uruguay. 2001
$G2.02 Facultad de Agronomia, Montevideo, Uruguay. 2002
$G22.02 Facultad de Agronomia, Montevideo, Uruguay. 2002
SB6.03 Facultad de Agronomia, Montevideo, Uruguay. 2003
TB10.02 Laguna Negra, Rocha, Uruguay. 2002
TB37.02 Laguna Negra, Rocha, Uruguay. 2002
SB8.02 Solis Grande, Maldonado, Uruguay. 2002

Cepa de Referencia
GDH

Cepas mutantes. Se utilizaron ocho cepas marcadoras que portan mutaciones que afectan el
fenotipo adulto y cuyos genes se hallan ligados a los cromosomas 2 o 3 (TABLA 2). Todas las
mutaciones utilizadas son recesivas (Soler y Goiii 2012).

El ligamiento genético y descripcidn de las mutaciones aqui utilizadas fueron reportadas
por Soler (2012) y Soler & Goiii (2012). Las mutaciones que se hallan ligadas al cromosoma 2
son: bw (brown, color de ojos), cn (cinnabar, color de ojos), cui (curvi, alas curvadas hacia
arriba), px (plexus, alas con venas extras), pr (purple, color de ojos). Las mutaciones que se
encuentran ligadas al cromosoma 3 son: e (ebony, color del cuerpo), ro (rough, aspecto de los



0jos), hh (hedgehog, aspecto y tamafio de los 0jos), ss (spinless, el nUmero de setas escutelares
variable), y kay (kayak, presenta una hendidura antero-posterior del mesotdrax). Estas
mutaciones fueron aisladas en el laboratorio a partir de hembras colectadas en la naturaleza
(TABLA 2).

TABLA 2. Alelos de las mutaciones utilizadas. Se detallan las mutaciones, el cédigo del
alelo, el origen y el afio en que fueron colectadas; agrupadas segun el cromosoma al que

pertenecen.
Alelos mutantes usados en cepas marcadoras
Mutante Alelo Origen Afio
Cromosoma 2*
bw Q51.F13 Facultad de Agronomia, Montevideo, Uruguay. 2009
cn Q51.F13 Facultad de Agronomia, Montevideo, Uruguay. 2009
cn FA2.05 Facultad de Agronomia, Montevideo, Uruguay. 2005
cui Q46.M6 San Pablo, Brasil. 2007
px SB61.01 Facultad de Agronomia, Montevideo, Uruguay. 2001
kay Q51.F14 Facultad de Agronomia, Montevideo, Uruguay. 2009
pr EY3.99 Facultad de Agronomia, Montevideo, Uruguay. 1999

*En el caso de la mutacion cn, se especificara solo el alelo cn FA2.05.

Cromosoma 3

e SB26.02 Solis Grande, Maldonado, Uruguay. 2002
ro FA11.05 Facultad de Agronomia, Montevideo, Uruguay. 2005
hh QO02.F7 San Pablo, Brasil. 2006
ss TB37.02 Laguna Negra, Rocha, Uruguay. 2002

Todas las cepas marcadoras (cepas multiple mutantes) utilizadas en esta pasantia fueron
establecidas en el laboratorio por Bach. S. Mateos y Bach. S. Rodriguez (Pasantias de Grado en
curso, com. pers.). Muchas de estas cepas fueron utilizadas en analisis de mapeo de D. willistoni,
utilizando la cepa salvaje GDH.
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Sintesis de cepas marcadoras del cromosoma 2y 3

Con el objetivo de sintetizar nuevas cepas marcadoras de recombinacién, se realizaron
cruzamientos genéticos (FIGURA 3) entre individuos con fenotipo mutante, de cepas que
portaran al menos dos marcas. Para ello, se utilizaron las siguientes cepas (el supra indice indica
el cddigo del alelo):

Cromosoma 2 Cromosoma 3

FA2.05 EFY.399. 51F14 _SB2602
ch pr kaya e

bWQ51.F13 Q51.F13

cn kayQSI.F14 thOZ.F7

Q51.F14 _ _TB37.02

kay ss
Cepa marcadora Cepa marcadora
Cromosoma 2 Cromosoma 3
+ 4+ +  +
GO & & ml m2 X m3 m4 a3
ml m2 + + | + + m3 m4
ml m2 m3 m4 ml m2 m3 m4
F18 & X 33
+ 4+ + + \l/ + 4+ + 4+
- Seleccionar individuos
ml m2; m3 m4

FIGURA 3. Esquema de los cruzamientos genéticos realizados en la sintesis de nuevas
cepas marcadoras en D. willistoni.

Se realizaron los siguientes cruzamientos:

Q51.F13 bWQSl.F13 QSlF14e 582602

cn X kay

51.F13 51.F13 51.F14 02.F7
Q bWQ Q th

cn X kay

Q51.F14 s TB37.0

S

CnFA2.05 prEY3.99

x kay
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Analisis de recombinacion en machos

Cepas marcadoras. A continuacion se presenta las cepas utilizadas en los andlisis de
recombinacién en machos, y su fenotipo se muestra en la FIGURA 4.

Cromosoma 2 Cromosoma 3

1.F1 -Q46.M 1.F1
w13 ¢y jAH6M6 oy QO1FL3 Kay

waSl.F13 pX5361.01 cn Q51.F13

51.F14 $B26.02 FA11.05
Q e ro

FIGURA 4. Cepas marcadoras de recombinacion. A) salvaje. B) bw cui cn. C)
bw px cn. D) kay e ro. E) macho (arriba) y hembra (abajo) de la cepa bw cui cn.
F) Detalles de mutante de ojos ro (izq.) vs salvaje (der.). G) Detalle de color de
ojos salvaje (izqg.) vs bw cn (der.)



Mapa genético de D. willistoni. La FIGURA 5 muestra la posicidn y distancias relativas de los
genes mutantes utilizados en esta pasantia, segin comunicacién personal de S. Mateos vy S.
Rodriguez (pasantia de grado en curso), y la posicion de la mutacion bw en el cromosoma 2,
segun C. Flores (com. pers.)

Telomero Centromero Telomero
eya or bw px cn
73.0 ? 645 56.0 0.0
— e | el rC |
| I I | |
Mdiller B (2L) Muller C (2R)
Centromero Telomero

e ro
21.0 0.0

Muller E/F (3)

FIGURA 5. Mapa genético de los cromosomas 2 y 3 de D. willistoni. Se detallan las
distancias génicas segin S. Mateos y S. Rodriguez (com. pers.), y posicién del locus bw
segun C. Flores (com. pers.). Distancias expresadas en cM.

Cruzamientos genéticos. Para detectar la ocurrencia de recombinacién en machos se realizaron
dos tipos de cruzamientos. El primer tipo involucra cruzamientos entre cepas marcadoras del
cromosoma 2 o 3 y cepas salvajes (FIGURA 6), incluyendo la cepa de referencia (GDH). El
segundo tipo involucra solo cruzamientos entre cepas marcadoras (FIGURA 7 A-C).

@ marcadora X & salvaje

\W

% marcadora X & F1

FIGURA 6. Cruzamiento genético
entre cepas marcadoras y cepas
salvajes, para analizar la
recombinacién en machos.
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A B C

S bwcuicn X & kay ero S kay e ro X3 bwcuicn S kay e ro X8 bwecuicn
@ bwcuicn X 3 F1 @ bwcuicn X 3 F1 @ kayero X 3 F1

FIGURA 7. Cruzamientos genéticos entre cepas marcadoras, para detectar recombinacién en machos.

En todos los cruzamientos, las hembras virgenes fueron seleccionadas dentro de las 2
horas de emergidas mediante aspirador y cruzadas con machos jévenes (cruzamiento en masa).
Se seleccionaron varios machos hibridos F1 de cada cruzamiento, los cuales fueron cruzados
individualmente con 3 hembras virgenes de una cepa marcadora. Se realizaron varios cruces de
cada tipo para poder analizar varios machos del mismo tipo en cada cruzamiento. Se hicieron un
total de 4 réplicas por cada cruzamiento espaciados entre 3 y 5 dias. La progenie F2 fue
contabilizada hasta 11 dias después de haber retirado los parentales (para no sobreponer con la
generacion F3). La progenie (F2) de cada macho F1 fue anestesiada con trietilamina,
contabilizada y clasificada por sexo de acuerdo a las clases fenotipicas esperadas.

Estimacidon de los valores de recombinacion en machos. Para calcular las frecuencias de
recombinacion a partir de segregacidn fenotipicas (en la progenie F2), se plantea la siguiente
formula:

Numero de progenie de recombinante
Numero total de progenie

X100

Frecuencia de Recombinacién =

Andlisis genético de la mutacion de alas curvi

En el curso de los cruzamientos genéticos entre la cepa bw cui cn y cepas salvajes
(FIGURA 8 A-E) se detectaron, en la progenie F1, individuos con alas curvi e individuos con alas
salvajes. Dicha observacion no era esperada segln la descripcidn de curvi reportada Soler &
Gofii (2012): mutacién recesiva y ligada cromosoma 2. De acuerdo a estos resultados, se
procedié a investigar si los individuos de la progenie F1 de fenotipo curvi y salvaje eran
heterocigotas. Para ello, se seleccionaron machos F1 de fenotipo salvaje y de fenotipo curvi, y se
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retrocruzaron individualmente con hembras salvajes del genotipo parental (FIGURA 8 Ay B), asi
como también con hembras de las cepas marcadoras parentales (FIGURA 8C, D y E). La progenie
F2 de cada cruzamiento fue anestesiada con trietilamina, clasificada por sexo y clase fenotipica,
y contabilizada hasta 15 dias después de la fecha en que se realizé el cruce. Estos cruzamientos
permitieron examinar el modo de herencia de curvi.

A B C
¢ bw cuicn X & isolinea ¢ bwcuicn X & TB37.02 % bw cuicn X &isolinea
¢ isolinea X & F1(+) @ TB37.02 X & F1(cui) ¢ bwcuicn X & F1 (cui)
D E
¢ bw cuicn X & GDH % bw cuicn X & GDH
S bwcuicn X 3 F1(+) S bwcn X 3 F1(cui)

FIGURA 8. Esquema de los cruzamientos genéticos realizados para el analisis del modo de herencia del cui. Se
detallan las cepas utilizadas en cada tipo de cruzamiento.

Debido a que la mutacion curvi se expresa diferencialmente dependiendo de la
temperatura y del sexo (Soler 2012) (el fenotipo curvi se solapa con el fenotipo salvaje a
bajas temperaturas y se expresa en mayor frecuencia en machos que en hembras), se
cultivaron individuos de la cepa bw cui cn a 17°C y 25°C, para determinar si curvi presentaba
el mismo patrén de expresion en esta cepa marcadora multiple.

Todos los datos fenotipicos de la cepa marcadora multiple cultivada a distintas
temperaturas y de la progenie de cruzamientos usando bw cui cn fueron analizados
estadisticamente aplicando el test G de independencia (siguiendo la metodologia empleada
por Soler 2012). Para valores de G< x* 0,511)= 3,841 se aceptd la hipétesis nula, es decir, que las
variables analizadas son independientes entre ellas (Sokal & Rohlf 1981).

15



Condiciones de cultivo y de experimentacion

Todas las cepas y los cruzamientos fueron mantenidos a 25+1°C (salvo se especifique),
en tubos de vidrio de aproximadamente 25ml con medio de cultivo estandar a base a
levadura, agar, maiz, glucosa, agentes antibacterianos y fungicidas (ANEXO V), controlando la
presencia de hongos y bacterias. El cuidado basico de los cultivos de D. willistoni se realizé de
acuerdo a la metodologia descripta por Parada (2004). Las hembras virgenes utilizadas en los
cruzamientos fueron colectadas con la ayuda de un aspirador dentro de las dos horas de
emergidas, evitando el uso de sustancias quimicas anestésicas (trietilamina) que reducen la
fertilidad de los individuos (Fresia y col. 2002) y aumenta la proliferacién de hongos vy
bacterias en el medio de cultivo (Parada 2004).
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RESULTADOS y DISCUSION

Sintesis de nuevas cepas marcadoras

Los cruzamientos realizados para la sintesis de nuevas cepas marcadoras del
cromosoma 2 y 3, descriptos en la FIGURA 3, no proporcionaron una cantidad suficiente de
individuos en la progenie F2 que expresaran las marcas deseadas, obstaculizando establecer
una nueva cepa marcadora.

Al momento de disefiar los cruces para la sintesis de nuevas cepas marcadoras, se
intenté emplear diferentes mutaciones marcadoras de recombinacién. Sin embargo, la gran
mayoria de las cepas marcadoras del cromosoma 3 portaban la marca kayak (kay). En la
progenie F2 de estos tres cruces se observo un patrén similar, se encontraron individuos a lo
sumo con tres de las cuatro marcas utilizadas, pero ninguna incluia la marca kay. Segun datos
de S. Rodriguez (com. pers.) la expresion de kay se ve disminuida al incrementar el nUmero
de otros genes mutantes (efecto de carga genética), por lo que piensa que ello dificultd la
deteccién de individuos con el genotipo deseado en estos cruzamientos. Ademas, la
mutacion kay fue anteriormente descrita como ligada al cromosoma 3 (Soler & Gofii 2012).
Sin embargo, estudios recientes de S. Rodriguez (com. pers.) han puesto en duda el
ligamiento de dicha mutacién al cromosoma 3. Por lo tanto, se concluye que a futuro, habria
gue realizar nuevos cruzamientos para la sintesis de cepas marcadoras del cromosoma 2 y 3
qgue no incluyeran a la mutacién kayak.

PARTE |

Ocurrencia y frecuencia de recombinacion en machos

A continuacién se presentan los resultados del analisis recombinacion en machos
hibridos F1 producidos del cruzamiento entre cepas marcadoras y cepas salvajes (Machos
Tipo 1) y a partir de cruzamientos entre cepas marcadoras (Machos Tipo 2)

Recombinacién en Machos Tipo 1. La TABLA 3 presenta el resumen de los resultados
de los analisis de recombinacién en los machos F1 hibrido entre cromosomas salvajes y
cromosomas marcadores (segln se mostré en la FIGURA 6). El detalle de la progenie de cada
macho analizado se presenta en el ANEXO |, TABLA 1. No se observd recombinacion
espontanea en los machos hibridos para el cromosoma marcador bw px cn (cromosoma 2).
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TABLA 3. Recombinacion en machos F1 obtenida por cruzamiento
entre cepas salvajes y cepas marcadoras.

. No. machos
Cepa Machos Progenie . Rango de
que produjeron

Salvaje (N) Total . ., recombinacién
Recombinacion
Intervalo bw ~ px ~ cn
$G2.02 4 595 0
$G22.02 5 364 0
SY3.01 4 363 0
SB6.03 5 653 0
TB10.02 5 430 0
TB37.02 4 623 0
SB8.02 5 964 0
GDH 17 826 0
Intervalo bw ~ (cui) cn
$G2.02 12 1079 1(8.3%) 0-0.47
$G22.02 4 426 0
SY3.01 13 1298 0
SB6.03 3 224 0
TB10.02 11 1000 0
TB37.02 6 157 0
SB8.02 5 552 0
GDH 17 1828 3 (17.6%) 0-5.26
Intervalo (kay)e ~ ro
$G2.02 12 2449 2(16.7%) 0-1.61
$G22.02 12 4430 1(8.3%) 0-0.18
SY3.01 10 1147 0
SB6.03 10 3566 1(10.0%) 0-0.18
TB10.02 9 2423 1(11.1%) 0-0.67
TB37.02 9 1487 0
SB8.02 14 2650 0

Todos los individuos F2 analizados presentaron fenotipos igual a uno de los
parentales, es decir fenotipo salvaje o expresaban las tres mutaciones. Es importante
destacar que la progenie F1 de los cruzamientos anteriormente citados fue, como se
esperaba, de fenotipo salvaje. Asimismo, se observd una proporcién azarosa de los sexos en
la progenie F2 (datos no presentados). Por este motivo, la progenie fue clasificada de
acuerdo a su fenotipo (TABLA 3). Sin embargo, algunos machos hibridos provenientes del
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cruzamiento que involucra el cromosoma marcador bw cui cn (cromosoma 2) presentaron
una baja frecuencia de recombinacidn. El detalle de la progenie de cada macho se presenta
en ANEXO I, TABLA 1. En este caso, se observé una proporcién variable de machos hibridos
F1 con alas curvi. Por este motivo, se considerd Unicamente el intervalo genético bw-cn en el
analisis de la recombinacion. Nuestros datos muestran que tres individuos F1 hibridos con
GDH (17,6%) presentaron recombinacién, con una frecuencia maxima de 5,36%. Todos los
recombinantes obtenidos fueron del fenotipo bw (ANEXO |, TABLA 1). Adicionalmente, se
detectd recombinacion en un macho F1 hibrido para SG2.02 (TABLA 3).

Cabe destacar que solamente machos F1 hibridos para la cepa bw cui cn presentaron
recombinacién, con un rango entre 0 y 5.26%. Estos datos indicarian la existencia de
variabilidad genética en las cepas marcadoras y/o las cepas salvajes utilizadas. No se descarta
gue pueda ocurrir recombinacion en machos F1 hibridos para la cepa marcadora bw px cn,
puesto que el porcentaje de ocurrencia de crossing over observado es muy pequefio. En D.
ananassae, se ha detectado también una gran variabilidad en la recombinacidon espontanea
de machos hibridos entre cromosomas salvajes (e isolineas) de distinto origen geografico y
distintos cromosomas marcadores (Hinton 1970; Moriwaki & col. 1970; Moriwaki & Tobari
1973; Goiii com.pers.)

Asimismo, cuando se analizd la recombinacidon en los machos F1 hibridos entre el
marcador kay e ro y cromosomas salvajes de las isolineas, se detectd una baja frecuencia de
recombinacion en el intervalo e - ro del cromosoma 3 con un rango de 0 a 1.61%. Los
resultados se presentan en la TABLA 3, y el detalle de la progenie de cada macho se presenta
en el ANEXO I, TABLA 1. En este caso, se detectd recombinaciéon en machos en 4 de las 7
isolineas utilizadas, siendo que 3 de estas isolineas pertenecientes a la misma localidad
(TABLA 1).

Recombinacion en Machos Tipo 2. La TABLA 4 presenta el resumen de los resultados
del andlisis de recombinacidn en los machos F1 hibridos entre cromosomas marcadores del
cromosoma 2 y del cromosoma 3 (FIGURA 7 A-C). Se analizé recombinacion en los intervalos
bw-cn (cromosoma 2, TABLA 4, cruces 1y 2) y e — ro (cromosoma 3, TABLA 4, cruce 3) no
detectdndose recombinacién en ninguno de éstos intervalos. Los detalles de la progenie de
cada macho se muestran en el ANEXO |, TABLA 2. Estos cruzamientos se realizaron para
examinar si, al igual que D. ananassae, la recombinacién se debia a potenciadores presentes
en las cepas marcadoras.

19



TABLA 4. Datos recombinacién en machos F1 del cruzamiento entre la cepa marcadora del cromosoma 2 (bw
cui cn) y la cepa marcadora del cromosoma 3 (kay e ro). Cruces 1, 2 indican cruzamientos reciprocos para
detectar recombinacion en el intervalo bw —cn y el cruce 3, para detectar recombinacion entre e — ro.

) Machos Parentales Recombinantes  Progenie
Cruzamiento .
analizados bw cn ++ bw cn Total
1) Sbweuicn X3 F1 (¥ bwcuicn X 3 kay ero) 15 584 794 0 0 1378
2) Sbwcuicn X F1(8 kayero X Sbw cuicn) 17 486 646 0 0 1132
ero ++ e ro
3) Skayero XA FL(8 kayero X Jbwcuicn) 16 1040 1654 0 0 2694

Los resultados presentados en esta pasantia evidencian ocurrencia de recombinacién
espontanea en machos de D. willistoni. A su vez, se observd diferencias en la frecuencia de
recombinacién entre machos hibridos para cepas marcadoras y cepas salvajes. Dado que no
todos los machos recombinaron, los individuos que presentaron crossing over tendrian
genotipos particulares que representarian una variabilidad presente tanto en cromosomas
salvajes como en las cepas marcadoras empleadas.

Un ejemplo a destacar es el resultado de la recombinacién en machos empleando
cromosomas salvajes de isolineas provenientes de la misma localidad y afio (ejemplo SG2.02
y SG22.02, aisladas de Facultad de Agronomia, Montevideo, Uruguay, afio 2002), los cuales
presentaron una proporcion variable de individuos con recombinacién y en baja frecuencia.
Otro caso similar, son las isolineas TB10.02 y TB37.02 colectadas en Rocha, Uruguay, en el
afio 2002. Solo machos hibridos para una de estas (TB37. 02) presentd recombinacion. En
general, los machos hibridos para el cromosoma salvaje GDH presentaron recombinacion en
una frecuencia variable (ANEXOS |, TABLA 1)

Origen de la recombinacion en machos de D. willistoni

En base a los resultados obtenidos, nos interesa discutir el posible origen de la
recombinacidn observada en la progenie de los machos F1 hibridos.

Segun Hirazumi (1973) son varias las caracteristicas de la recombinaciéon en machos
gue sugieren un origen mitético o pre-meidtico: (1) la ocurrencia de “clusters” (o
agrupamientos) de recombinantes en la progenie F2, (2) un nimero desigual de las clases
recombinantes complementarias, también relacionadas a la ocurrencia de clusters, y (3) una
mayor frecuencia de recombinacién entorno a la region centromérica y telomérica. Por el
contrario, la recombinacidon meidtica produciria clases complementarias equivalentes, la
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ausencia de clusters de recombinantes y una disminucion en la frecuencia de recombinacién
en la region proxima al centromero y/o telémero (Ashburner 1989).

Si la ocurrencia de clusters o agrupamientos de recombinantes es relevante para
asociarlo con un origen mitdtico de recombinacién en machos, también lo seria el nimero
de recombinantes de dicho “cluster”. Es decir, ¢ podemos considerar un “cluster” cuando se
tienen solo 3 recombinantes? ¢ O serian necesario un numero mayor? Si consideramos que 3
0 mas recombinantes de una misma clase fenotipica representan un “cluster” de
recombinacién en machos, son pocos los casos de posibles “clusters” observados en machos
de D. willistoni: 2 individuos del genotipo bw cui cn/GDH y 1 individuo del genotipo kay e ro/
TB10.02 (ANEXO I, TABLA 1). En este caso, estariamos ante un posible origen mitdtico o pre-
meidtico de recombinacion en machos de D. willistoni. De todas formas, debido al bajo
porcentaje de crossing over observado en otros individuos, no podemos afirmar que la
recombinacién en machos de D. willistoni sea Unicamente de origen mitdtico o pre-meidtico,
como el propuesto en D. melanogaster.

Ademads de los resultados mostrados en esta pasantia, el grupo de trabajo del
Laboratorio Drosophila ha obtenido resultados preliminares de recombinacion en machos de
D. willistoni que sugieren la ocurrencia de este fendmeno. Se ha observando un rango de
recombinacion de 0-10% en el intervalo eya-px (eya = eyes absent) y de 0-4,76% en el
intervalo eya-or (or = orange) en machos hibridos para cepas marcadoras cromosoma 2 vy
GDH (S. Mateos com. pers.). Estas marcas también son recesivas. Las marcas bw—cn utilizadas
en los experimentos detallados en esta pasantia, estan a una distancia al menos de 50cM,
mientras que las marcas eya-or estan separadas por 12.9cM posiblemente ubicadas a los
lados de los centromeros (S. Mateos com. pers.). Si consideramos estos datos en su conjunto
y teniendo en cuenta la observacion de Dos-Santos Colares & col. (2004) sobre la meiosis en
macho salvaje (portando un quiasma de inversion, interpretado como la consecuencia de un
crossing over dentro de un loop de inversion 2LH) (FIGURA 2, der), no podemos descartar el
origen meidtico de la recombinaciéon en machos de D. willistoni.

PARTE Il

La mutante curvi fue originalmente caracterizada por Soler & Goiii (2012) como
recesiva y ligada al cromosoma 2. Segun estos autores, curvi se expresa en el adulto de la
siguiente manera: “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
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fenotipo mutante en hembras se solapa con el fenotipo salvaje mas que en machos. Muy
buena viabilidad. Similar a curvi de D. melanogaster.”

Expresion y modo de herencia de curvi

En primer lugar, se examind la expresion de alas curvi en individuos heterocigotas de
la primera generacién. Para ello se realizaron cruzamientos entre la cepa marcadora bw cui
cn y cada una de las 5 isolineas salvajes. Los resultados del andlisis de la progenie F1 de estos
cruzamientos se presentan en la TABLA 5A. Como se puede observar, se encontrd una alta
proporcion de individuos del fenotipo no esperado, alas curvi. Asimismo, se observd que la
mayoria de las hembras eran completamente salvajes, mientras que los machos eran
mayoritariamente curvi (ANEXO Il, TABLA 3). Estas caracteristicas fueron observadas en todas
las réplicas realizadas en cada isolinea, por lo cual se concluye que curvi no se comporta
como una mutacion recesiva cldsica, puesto que se expresa en individuos hibridos para el
alelo curvi y mayoritariamente en un sexo. Cabe sefialar que no se observd desviacion en la
proporcion de sexos en estos cruzamientos (ANEXO II, TABLA 3), salvo en el cruzamiento con
la isolinea SG22.02.

Al observar individuos F1 de alas curvi y alas salvajes, se plantearon dos hipotesis: (1)
siendo Cui dominante, la cepa marcadora bw cui cn, segrega el alelo cui’, 6 (2) la cepa
marcadora bw cui cn es homocigota, como se pensaba originalmente y la expresion de Cui es
dependiente de factores genéticos no determinados. Para analizar dichas hipdtesis se
seleccionaron individuos F1 con alas salvajes y con alas curvi, y se cruzaron con hembras de
la isolineas salvajes correspondiente (FIGURA 8A y B). Los resultados de la progenie F2
(TABLA 5B y C) indican que aunque Cui se expresa en los individuos heterocigotas no se
comporta como una mutacidn dominante clasica, y que la cepa marcadora bw cui cn no
porta el alelo cui® (ANEXO I, TABLA 4 y 5). A los efectos practicos seguiremos denominado la
mutacién de alas, como cui, pues se discute mas adelante la pertinencia de una posible
correspondencia con otro gen.
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TABLA 5. Expresion de cui. A) Progenie F1, B) F2 del cruzamiento
entre machos F1 hibridos de fenotipo salvaje y hembras salvajes. C)
F2 cruzamiento entre machos F1 hibridos con fenotipo curvi y
hembras salvajes.

A) Cruzamientos ¥ salvajes (isolinea) x & bw cui cn
Cepa Progenie
salvaje Total + cui
$G22.02 226 70 156
SB6.03 269 81 188
TB10.02 89 41 48
TB37.02 188 63 125
SB8.02 192 46 146

B) Cruzamientos ¥ salvajes (isolinea) x & F1 bwcuicn/ +, [+]
Cepa Machos Progenie

salvaje (N) Total + cui

$G22.02 3 284 221 63
SB6.03 5 979 684 295
TB37.02 2 91 67 24
SB8.02 4 444 327 117

C) Cruzamientos ¥ salvajes (isolinea) x & F1 bwcui cn/ +, [cui]
TB37.02 5 429 287 142

Al cruzar una hembra marcadora de la cepa bw cui cn por machos de las diferentes
isolineas (en el marco de los analisis de recombinacion), se observaron individuos con
fenotipo curvi en la progenie F1. En primer lugar, descartamos la posibilidad que curvi fuese
segregado por las isolineas salvajes, puesto que los individuos de la progenie F1 de los cruces
gue involucran estas cepas salvajes con las otras cepas marcadoras, no expresaron el
fenotipo curvi. Este hecho refuerza la propuesta de que las isolineas salvajes aqui utilizadas
no segregan el alelo cui. Rieger & col. (2013) aislaron una mutante que afecta las alas en la
cepa salvaje GDH, que designaron como Curly, y observaron que el 96% de la progenie F1 (de
cruzamientos reciprocos entre individuos salvajes e individuos de fenotipo Curly) fue
fenotipicamente Curly concluyendo que la mutacién Curly segrega como un alelo dominante
mendeliano. Lamentablemente esta cepa mutante ha sido perdida por lo cual imposibilita
realizar un analisis de alelismo con nuestra mutante cui.
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En la cepa bw cui cn, se detectd un macho “escaper”, es decir un individuo que
presentaba alas rectas (fenotipicamente salvajes) y ojos blancos (bw cn). De esta observacion
se evaluaron dos hipdtesis: (1) que dicho individuo portara el alelo salvaje para cui 6 (2) que
fuera homocigota para el alelo cui pero no expresara la mutacién. Se procedidé a investigar
estas dos posibilidades. Para ello se cruzé ese individuo con una hembra virgen de una
isolinea salvaje que estaba a 25°C. En la progenie F1 se obtuvieron individuos con fenotipo
salvaje y curvi en un 56,6% y 43.4%, respectivamente. Este resultado indicaria que el
individuo analizado representa un “escaper”. Segun la literatura, la sobreabundancia de
progenie (alta densidad poblacional) examinada en mutantes de Curly de D. melanogaster
por Nozawa (1956) produce baja expresion del fenotipo Curly. No podemos asegurar que
nuestro “escaper” en D. willistoni, no se trate de un caso similar.

Finalmente, se procedié a realizar un analisis de la expresiéon de cui en la cepa
marcadora respecto a la temperatura. Se utilizaron dos temperaturas 172C y 252C. Los
resultados se describen en la TABLA 6. A 25°C todos los individuos expresaron alas curvi
mientras que a 17°C solamente 81,3% expresaron la mutacién, de los cuales el 60,3% eran
machos. Ello indica que cui es dependiente del sexo solo cuando los individuos se cultivan a
bajas temperaturas.

TABLA 6. Expresion de curvi en la cepa bw cui cn
cultivadas a diferente temperatura, 17°Cy 25°C.

Sexo

Temperatura Fenotipo Total
? 3

bw cui cn 790 1198 1988
17°C bw cn 375 82 457
Total 1165 1280 2445
bw cui cn 531 620 1151

25°C bw cn 0 0 0
Total 531 620 1151

Soler (2012) propuso, en estudios realizados con la cepa pura cui, que la mutacion cui
es dependiente de la temperatura, siendo la temperatura éptima de expresion 24°C.
Nuestros datos de la expresidon de curvi utilizando la cepa marcadora bw cuicn a 17°Cy 25°C
muestran un comportamiento similar al observado por Soler (2012).
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Test de independencia de curvi

Los datos de los experimentos relacionados con la expresion de curvi a diferentes
temperaturas fueron avalados por el test G de independencia. En la mayoria de los casos el
valor de test G fue mayor a 3,841 (ANEXO lll), por lo que se aceptd la hipdtesis nula de que
existe una dependencia entre el sexo y el fenotipo. Segun estos datos, el fenotipo curvi es
dependiente del sexo en la cepa a 17°Cy en los cruzamientos realizados a 25°C. Sin embargo,
en la cepa cultivada a 25°C no se observé dependencia entre sexo y fenotipo, ya que todos
los individuos expresaban alas curvi.

Adicionalmente, se observd una diferencia en la expresion del caracter cui, es decir,
no todos los individuos expresan de la misma forma esta mutacion. Existe una variabilidad en
la expresion de curvi, debido a que hay individuos que presentan claramente la curvatura en
las alas, y en el otro extremo, individuos a los que es necesario mirar bajo la lupa para notar
que las alas no son salvajes y presentan una pequefia curvatura.

Propuesta de herencia de curvi

Se plantea, que posiblemente esta mutacion sea dominante, pero con expresividad
diferencial dependiente de varios factores. Ser dominante significa que se expresa en
individuos heterocigotas, tal cual lo observado en los andlisis detallados en esta pasantia. La
expresion variable explicarian el por qué no todos los individuos heterocigotas la expresan y
también el rango de expresion de la curvatura observado. Claramente, esta mutacién tiene
expresividad diferencial dependiente de otros factores, ademas del sexo y la temperatura,
gue aun son necesarios estudiar.

Aportes al mapeo de curvi

Se examind la expresion de curvi en individuos de la progenie F2 provenientes de dos
grupos de machos heterocigotas para bw cui cn, aquellos que expresaban alas curvi y
aquellos que expresaban alas salvajes (FIGURA 8C y D). En ambos casos se observd
recombinacion en el intervalo bw-cn (ya descrito en la PARTE 1) pero ademds, vy
significativamente, se observd dos clases fenotipicas no esperadas en la progenie: individuos
brown cinnabar e individuos curvi. La clase bw cn (TABLA 7A y B) indicaria la ocurrencia de
dos fendmenos no excluyentes entre si: la no expresion de curvi en homocigosis, tal cual
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fuera observado en la cepa marcadora bw cui cn a 25°C, y/o la existencia de gametos
recombinantes en machos hibridos F1; no descartandose ninguna de las dos posibilidades.
Por otra parte, la clase curvi (TABLA 7C) representaria gametos recombinantes en machos
hibridos F1 y, en este caso, evidenciaria el ligamiento del gen curvi al cromosoma 2, tal como
fuera descripto por Soler y Goii (2012). Sin embargo, estos datos podrian cuestionar la
posicion de cui en el mapa genético (FIGURA 5) propuesta por S. Mateos (comunicacién
personal). La variabilidad en la expresion de curvi en individuos heterocigotas vy
homocigotas, dificulta los analisis de mapeo genético (basados en la frecuencia de
recombinacidon en hembras) (ANEXO I, TABLAS 6-8).

TABLA 7. Segregacion de cui. Andlisis de la progenie F2 de los cruces indicados A) Machos
F1 fenotipo curvi por hembras marcadoras. B) machos F1 fenotipo salvaje por hembras
marcadoras. C) machos F1 fenotipo curvi por hembras bw cn. Parentales | y Il hace
referencia a individuos analizados que presentan fenotipo igual a los parentales.

A)  Cruzamiento $ bwcuicn x 3 Flbwcuicn/ +, [cui] *

Cepa Machos Progenie  Parentales | Parentales I Recombinantes
Salvaje  (N) Total +++ Dbwcuicn cui bwcn bw cn
$G22.02 4 426 122 197 104 3 0 0

- SB6.03 3 224 52 109 62 1 0 0
TB37.02 6 157 47 56 52 2 0 0
SB8.02 5 552 93 253 203 3 0 0
GDH 6 498 181 180 129 5 3 0

B) Cruzamiento $ bwcuicn x & F1bwecuicn/ +, [+]*
GDH 4 282 83 105 83 5 6 0

C)  Cruzamiento % bwcn x & F1 bwecuicn/ +, [cui] *

GDH 7 1048 518 94 4 430 2 0

Finalmente, los datos aqui presentados apuntan a redefinir la mutante que
originalmente llamamos cui, y se propone como mejor candidato al gen Curly (Cy).
Inicialmente, cuando la mutacién curvi fue aislada en el laboratorio, fue descripta como tal
debido a su homologia fenotipica con el gen cui de D. melanogaster y; porque ambos genes
eran recesivos y ligados al cromosoma 2 (el cromosoma 2 de D. willistoni es homologo al
cromosoma 2 de D. melanogaster). Sin embargo, actualmente son varias las observaciones
gue nos hacen pensar que dicha mutacién podria ser el gen homdlogo a Curly de D.
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melanogaster. En primer lugar, el fenotipo actual de esta mutacién (presenta una curvatura
mucho mas pronunciada que comprende todo el largo del ala y no solo la mitad distal) se
asemeja mas al fenotipo descrito para la mutacién Curly de D. melanogaster que al descrito
para curvi. En segundo lugar, segln lo que se propone en esta tesina, esta mutacién seria
dominante y ligada al cromosoma 2 al igual que Curly de D. melanogaster (FlyBase.org). Por
ultimo, en D. melanogaster, Curly ha sido descripta con expresion variable dependiendo de la
temperatura (FlyBase.org), al igual que lo que sucede con nuestra mutacion.

Segun la informacidn provista para el gen Curly de D. melanogaster disponible en la
pagina web del FlyBase, no hay anotacion de transcritos ni se ha localizado la secuencia
gendmica correspondiente a este gen. Ello dificulta, por el momento, el disefio de una
estrategia de estudio comparativo del alelo salvaje y mutante para nuestro mutante de alas
en D. willistoni.

La falta de disponibilidad de secuencias y patrones de expresion de muchos genes en D.
melanogaster es una de las dreas que la comunidad que investiga en Drosophila se ha
propuesto desarrollar. Existe un consenso abrumador de que algunas grandes areas en
particular necesitan ser apoyadas y ampliadas en los préoximos afios; entre las que se destaca
el andlisis funcional del genoma completo de Drosophila, incluyendo la caracterizacion de
patrones de expresion temporales y espaciales de todos los genes y proteinas de Drosophila
(White Paper 2012, FlyBase: http://flybase.bio.indiana.edu/static_pages/news/whitepapers/
DrosBoardWP2009.pdf). Los logros en esta area de trabajo proporcionaran a corto plazo las

secuencias, transcriptos, proteina, y otros datos de genes en Drosophila melanogaster; entre
ellos los genes candidatos al fenotipo de alas tipo "curly"; permitiendo ademas determinar
los correspondientes ortdlogos en otras especies de Drosophila cuyos genomas han sido
secuenciado. La disponibilidad de nuevos datos en D. melanogaster facilitaran, entre otros, la
revision del mapa genético, fisico y genémico de D. willistoni, condicién necesaria para
desarrollar futuros proyectos.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Se hallé recombinacion espontanea en machos en D. willistoni en los cromosomas 2 y
3 analizados. Si bien se observd una baja proporcién de machos que experimentan
recombinacién y en frecuencias variables, los datos indican la existencia de variabilidad en
los cromosomas marcadores y cromosomas salvajes presentes en los machos hibridos
analizados. Nuestros datos no nos permiten discriminar claramente entre un origen de
recombinacién mitdtica y meidtica, por lo cual se propone ampliar la muestra de datos.
Estudios dirigidos para analizar (y rexaminar) el mapa genético en D. willistoni seran
fundamentales para incluir otros marcadores de recombinacién, incluyendo la sintesis de
nuevas cepas marcadoras que permitan analizar los factores que determinan Ia
recombinacién en machos de esta especie.

El analisis genético de la expresién de una mutante que afecta a las alas en D.
willistoni, originalmente descripta como cui (curvi) revela que se trata de una mutacion
dominante que se expresa diferencialmente en los sexos y cuya expresion depende de la
temperatura. Se propone que esta mutacion tiene similitud con el gen Curly de D.
melanogaster. Sin embargo, no es posible disefiar una estrategia de estudio comparativo
entre las secuencias del alelo salvaje y mutante puesto que no se dispone del gen ortdlogo
de Cy en D. willistoni.

Considerando el alto grado de polimorfismo cromosémico en D. willistoni, seria
importante determinar a futuro el arreglo genético de los cromosomas politenicos, en
especial, de las cepas marcadoras utilizadas, que permitan determinar posibles inversiones.
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ANEXOS

Anexo |. Recombinacion en machos de D. willistoni

TABLA 1. Recombinacion en machos. Andlisis de la progenie F2 de un individuo F1 producto del cruzamiento entre
cepas marcadoras del cromosoma 2 o 3y las cepas salvajes indicadas.

Marcador cromosoma 2 Marcador cromosoma 3
bw px cn bw cui cn kay e ro
. parentales ~ Recombinantes . parentales Recombinantes . parentales Recombinantes
Cepa Progenie % Progenie % Progenie %
salvaje  Total +++ bwpxcn Recomb.| Total +++ bwcn bw cn Recomb.|| Total +++ ero e ro Recomb.
$G2.02 138 89 49 0 55 27 28 0 0 344 245 98 1 0 0.29
129 72 57 0 96 49 47 0 0 72 50 22 0 0
131 80 51 0 67 41 26 0 0 248 198 46 1 3 1.61
197 110 87 0 140 80 60 0 0 46 28 18 0 0
14 10 4 0 0 142 107 35 0 0
28 19 9 0 0 124 90 34 0 0
125 71 54 0 0 141 104 37 0 0
214 113 100 1 0 0.47 380 241 139 0 0
53 25 28 0 0 154 114 40 0 0
76 41 35 0 0 224 152 72 0 0
170 88 82 0 0 173 116 57 0 0
41 22 19 0 0 401 221 180 0 0
$G22.02 150 73 77 0 274 141 133 0 0 251 148 103 0 0
44 24 20 0 44 21 23 0 0 465 279 186 0 0
41 41 0 0 44 26 18 0 0 459 273 186 0 0
60 42 18 0 64 38 26 0 0 455 264 191 0 0
69 36 33 0 168 98 70 0 0
569 351 217 0 1 0.18
406 240 166 0 0
654 423 231 0 0
169 100 69 0 0
369 233 136 0 0
126 81 45 0 0
339 196 143 0
SY3.01 78 42 36 0 118 56 62 0 0 7 5 2 0 0
60 36 24 0 117 69 48 0 0 309 185 124 0 0
126 45 81 0 130 64 66 0 0 200 147 53 0 0
99 48 51 0 29 14 15 0 0 79 53 26 0 0
53 31 22 0 0 138 103 35 0 0
168 84 84 0 0 80 57 23 0 0
152 72 80 0 0 64 46 18 0 0
113 60 53 0 0 56 47 9 0 0
184 9% 88 0 0 178 108 70 0 0
50 26 24 0 0 36 27 9 0 0
48 31 17 0 0
64 23 41 0 0
72 31 41 0 0
SB6.03 98 46 52 0 73 41 32 0 0 347 193 154 0 0
156 82 74 0 70 33 37 0 0 549 367 181 0 1 0.18
150 85 65 0 81 40 41 0 0 273 163 110 0 0
183 101 82 0 621 376 245 0 0
66 41 25 0 380 255 125 0 0
260 162 98 0 0
262 165 97 0 0
162 94 68 0 0
310 169 141 0 0
402 236 166 0 0
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TABLA 1. Recombinacion en machos de D. willistoni. (cont.)

Marcador cromosoma 2

Marcador cromosoma 3

bw px cn bw cui cn kay e ro
Cepa Progenie parentales Recombinantes % |Progenie parentales Recombinantes % Progenie parentales Recombinantes %
salvaje Total +++ bwpxcn Recomb.| Total +++ bwecn bw cn Recomb.|| Total +++ ero e ro Recomb.
SB8.02 226 133 93 0 102 48 54 0 0 562 347 215 0 0
205 108 97 0 44 28 16 0 0 243 150 93 0 0
126 75 51 0 84 49 35 0 0 33 16 17 0 0
220 115 105 0 203 130 73 0 0 367 226 141 0 0
187 91 96 0 119 41 78 0 0 40 23 17 0 0
254 166 88 0 0
118 81 37 0 0
235 153 82 0 0
221 133 88 0 0
264 175 89 0 0
125 73 52 0 0
78 49 29 0 0
76 52 24 0 0
34 16 18 0 0
TB10.02 125 78 47 0 80 41 39 0 0 505 308 197 0 0
50 27 23 0 66 39 27 0 0 316 221 95 0 0
139 73 66 0 66 36 30 0 0 46 30 16 0 0
28 13 15 0 54 27 27 0 0 106 69 37 0 0
88 47 41 0 153 77 76 0 0 450 276 174 0 0
200 118 82 0 0 194 130 64 0 0
118 67 51 0 0 450 275 172 0 3 0.67
58 36 22 0 0 205 135 70 0 0
23 13 10 0 0 151 87 64 0 0
38 20 18 0 0
144 90 54 0 0
TB37.02 138 68 70 10 4 0 0 124 69 55 0 0
157 92 65 29 21 0 0 208 136 72 0 0
135 70 65 31 20 11 0 0 187 130 57 0 0
193 107 86 29 16 13 0 0 247 178 69 0 0
28 17 1 0 0 264 191 73 0 0
30 21 9 0 0 127 94 33 0 0
105 70 35 0 0
49 35 14 0 0
176 128 48 0 0
GDH 41 21 20 0 149 77 70 2 0 1.34
23 14 9 0 232 136 96 0 0
4 0 4 0 350 138 212 0 0
17 7 10 0 128 67 61 0 0
7 4 3 0 50 30 20 0 0
43 18 25 0 99 53 46 0 0
38 19 19 0 40 21 19 0 0
102 59 43 0 127 74 47 6 0 4.72
17 12 5 0 57 40 14 3 0 5.26
235 123 112 0 49 31 18 0 0
20 12 8 0 50 32 18 0 0
37 20 17 0 162 98 64 0 0
77 47 30 0 6 4 2 0 0
38 22 16 0 99 56 43 0 0
80 46 34 0 179 108 71 0 0
31 13 18 0 27 15 12 0 0
16 6 10 0 24 18 6 0 0
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TABLA 2. Recombinacién en machos. Andlisis de la progenie F2 un individuo F1 producto del cruzamiento entre las cepas
marcadoras bw cui cn (cromosoma 2) y kay; e ro (cromosoma 3).

Retrocruza con marcador cromosoma 2 Retrocruza con marcador cromosoma 3
Progenie  Parentales  Recombinantes % Progenie  Parentales  Recombinantes % Progenie  Parentales ~ Recombinantes %
Total ++  bwen  bw cn Recombinacion| Total  ++ bwen  bw cn Recombinacion|| Total ++ ero e ro  Recombinacién
Cruzamiento § bwcuicn X J F1 (% bweuicn X J kayero) |Cruzamiento % bw cuicn X J F1 (¥ kay ero X dbw cui cn)|| Cruzamiento § kayero X d F1 (% kay ero X J'bw cui cn)

140 65 75 0 0 51 27 A4 0 0 73 58 15 0 0
187 97 90 0 0 102 59 43 0 0 151 103 48 0 0
&9 73 16 0 0 84 58 26 0 0 68 4 26 0 0
184 19 75 0 0 12 5 7 0 0 500 315 186 0 0
149 86 63 0 0 17 8 9 0 0 27 17 10 0 0
36 26 10 0 0 &9 45 44 0 0 311 178 133 0 0
113 63 50 0 0 20 10 10 0 0 160 101 59 0 0
104 70 34 0 0 118 67 51 0 0 16 7 9 0 0
37 16 2 0 0 106 62 44 0 0 106 70 36 0 0
12 4 0 0 26 13 13 0 0 307 182 125 0 0
19 10 0 0 78 48 30 0 0 210 154 116 0 0
44 26 18 0 0 121 68 53 0 0 166 122 44 0 0
&0 43 37 0 0 154 91 63 0 0 90 25 65 0 0
106 64 4 0 0 15 12 3 0 0 168 106 62 0 0
78 iy} 36 0 0 22 13 9 0 0 140 84 56 0 0

37 20 1 0 0 140 90 50 0 0

80 0 40 0 0
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Anexo Il. Segregacion del fenotipo curvi en D. willistoni

TABLA 3. Segregacion de curvi. Andlisis de la progenie F1 de los cruzamientos entre la cepa marcadora del
cromosoma 2(bw cui cn) y las isolineas salvajes indicadas.

Cepa ) Sexo Cepa , Sexo
Fenotipo Total . Fenotipo Total
Salvaje a3 Salvaje 3
cui 54 134  188(69.9%) cui 33 92  125(66.5%)
SB6.03 + 72 9 81 TB37.02 + 58 5 63
Total 126 143 269 Total 91 97 188
cui 26 130 156 (69.0%) cui 46 100 146 (76.0%)
$G22.02 + 58 12 70 SB8.02 + 40 6 46
Total 84 142 226 Total 86 106 192
cui 3 45  48(53.9%)
TB10.02 + 41 0 41
Total 44 45 89

TABLA 4. Segregacion de curvi. Analisis de la progenie F2 de los cruzamientos entre machos F1
hibridos (bw cui cn/+) fenotipicamente salvaje y hembras de isolineas salvajes. Detallado en la

FIGURA 8A.

Cepa . Sexo Cepa , Sexo

salvaje Fenotipo Total salvaje Fenotipo 3 Total
[cui] 69 226 295 [cui] 50 67 117

SB6.03 [+] 398 286 684 [+] 206 121 327
Total 467 512 979 SB8.02 Total 256 188 444
[cui] 17 46 63 [cui] 7 17 24
[+] 119 102 221 [+] 55 12 67

$G22.02  Total 136 148 284 TB37.02  Total 62 29 91

TABLA 5. Segregacion de curvi. Analisis de la
progenie F2 del cruzamiento entre hembra
de laisolinea salvaje TB37.02 y macho F1 (bw
cui cn/+) fenotipicamente curvi. Detallado en

Sexo
Fenotipo Total
? 3
[cui] 43 99 142
[+] 184 103 287
Total 227 202 429
la FIGURA 8B.
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TABLA 6. Segregacion de curvi. Andlisis de la progenie F2 de los cruzamientos entre hembra marcadora bw
cui cn y machos F1 (bw cui cn/+) fenotipicamente curvi. Detallado en la FIGURA 8E.

Cepa ) Sexo Cepa . Sexo
Fenotipo Total Fenotipo Total
Salvaje ? d Salvaje ? 3
[cui] 62 109 171 [cui] 187 269 456
S$B6.03 [+] 46 7 53 SB8.02 [+] 79 17 96
Total 108 116 224 Total 266 286 552
[cui] 122 179 301 [cui] 48 60 108
$G22.02 [+] 99 26 125 TB37.02 [+] 39 10 49
Total 221 205 426 Total 87 70 157

Tabla 7. Segregacion de cui. Andlisis de la progenie F2 del cruzamiento entre hembra bw cui cn y macho F1 (bw
cui cn/+) fenotipicamente salvaje. Detallado en la FIGURA 8D.

Progenie F2 Parentales Rrecombinantes .
Total/macho bw cui cn +++ bw cn bwcn o
? 3 ? 3 ? 3 ? 3 ? 3 ? 3
57 5 9 18 2 0 0 0 3 0 0 1 19
49 10 7 11 3 0 0 0 0 1 0 1 16
162 31 31 50 3 0 0 0 0 2 0 6 39
179 42 27 57 14 0 0 0 0 2 0 5 32
27 7 5 3 6 0 0 0 0 0 0 0 6
24 3 3 8 6 0 0 0 0 0 0 0 4
Total 498 98 82 147 34 0 0 0 3 5 0 13 116

Tabla 8. Segregacion de curvi. Andlisis de la progenie F2 del cruzamiento entre hembra bw cui cn y macho F1
(bw cui cn /+) fenotipicamente salvaje. Detallado en la FIGURA 6.

Progenie F2 Parentales Recombinantes )
Total/macho bw cui cn +++ bw cn bw cn <t

? g ? g ? g ? g ? g ? 3

127 27 17 10 24 4 2 0 0 1 2 22 18

50 10 7 12 0 0 0 0 1 0 4 10

6 2 0 2 0 0 0 0 0 0 0 2

99 16 26 26 0 0 0 0 1 0 23

Total 282 55 50 50 33 4 2 0 0 3 2 30 53
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Tabla 9. Segregacion de curvi. Andlisis de la progenie F2 del cruzamiento entre hembra bw cn y macho F1
(bw cui cn/ +) fenotipicamente curvi. Detallado en la FIGURA 8C.

Progenie F2 Parentales Rrecombinantes )
Total/ macho bwcuicn +++ bw cn bw cn o
? 3 9 3 ? 3 ? ) ? ) ? )
149 0 2 31 44 2 0 0 0 41 27 2 0
232 4 27 72 63 0 0 0 0 40 25 1 0
350 6 19 69 69 0 0 0 0 114 73 0 0
128 1 17 32 34 0 0 0 0 30 13 0 1
50 3 14 16 0 0 0 0 8 0 0
99 4 8 33 20 0 0 0 0 25 0 0
40 1 15 6 0 0 0 0 7 10 0 0
Total 1048 19 75 266 252 2 0 0 0 265 165 3 1
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Anexo lll. Test G de independencia.

Tablas de contingencia y cdlculos del test G de independencia realizados
para el andlisis de expresién de cui

L\-'Iodelo estadistico aplicado:

Variable A vs Variable B

Ql=Ofalnfia=alna+blnb+cinc+dlnd

Variable B % Total
- Q2 =T fi In fior= (a+b) In (a+b) + (c+d) In
Al a b ath (c+d) + (atc) In (a+c) + (b+d) In (b+d)
AA -
A ¢ d crd Q3=nlnn.siendon=at+b+c+d
Total atc b+d atbtc+d

G=2(Ql-Q2+Q3)

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

TABLA 10. Test G de independencia. Andlisis estadistico para la cepa bw cui cn. A) 17°C, B) 25°C

A) Cepa bw cuicn cultivadaa 17°C Q1=7901n790 +1198 In1198 +375 In375 +82 In82

Q1=5270,906 +8491,914 +2222,597 +361,351

) Sexo Q1=16346,768
Fenotipo Total
? <) Q2=19881n1988 +457 In457 +1165 In1165 +1280 In1280
[bwcuicn] 790 1198 1988 Q2=15098,63 +2798,98+8225,455+9157,908
[bwen ] 375 82 457 Q2=35280,973
Total 1165 1280 2445 Q3=2445 In2445

Q3=19075,4
G=2(16346,768-35280,973+19075,4)

B) Cepa bw cuicn cultivada a 25°C

Q1=531n531+620In620 +0In0 +0In0
Q1=3331,899 +3986,426 +0+0

. Sexo Q1=7318,325
Fenotipo ——— Total
? 3 Q2=1151In1151 +0In0+531In531 +620In620
[bwcuicn] 531 620 1151 Q2=8112,693 +0+3331,899 +3986,426
[bwen] 0 0 0 Q2=15431,018
Total 531 620 1151 Q3=11511n1151

Q3=8112,693
G=2(7318,325-15431,018 +8112,693)
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TABLA 11. Test G de independencia. Analisis estadistico del fenotipo de individuos de la
progenie F1 del cruce entre hembra bw cui cn y machos salvajes de las isolineas
indicadas A) SG22.02. B) SB6.03. C) TB10.02. D) TB37.02. E) SB8.02

A) Cromosoma salvaje proveniente Q1=261n26 +1301n130+58 In58 +12 In12
de laisolinea $G22.02 Q1=84,711+632,779 +235,506 +29,819
Q1=982,815
. Sexo Q2=156In156 +70In70 +84 In84 +142 In142
Fenotipo Total
? 3 Q2=787,778 +297,395 +372,189 +703,727
[cui] 26 130 156 Q2=2161,089
[+] 58 12 70 Q3=2261n226
Total 84 142 226 Q3=1225,041

G=2(982,815-2161,089 +1225,041)

B) Cromosoma salvaje proveniente Q1=54In54 +1341n134 +721n72+9In9
de laisolinea SB6.03 Q1=215,405 +656,311 +307,92 +19,775
Q1=1199,411
Fenotipo Sexo Total Q2=1881n188 +811n81+126In126 +143 In143
? 3 Q2=984,451 +355,950 +609,372 + 709,687
[cui] 54 134 188 Q2=2659,46
[+] 72 9 81 Q3=269 In269
Total 126 143 269 Q3=1504,977

G=2(1199,411-2659,46 +1504,977)

G=89,856

C) Cromosoma salvaje proveniente de la Q1=31In3 +451n45 +411n41 +0 In0
isolinea TB10.02 Q1=3,296 +171,3+152,256 +0
Q1=326,852
Fenotipo Sexo Total Q2=481n48 +41In41 +44 In44 +45 In45
3 Q2=185,818+152,256 + 166,504 +171,3
[cui] 3 45 48 Q2=675,878
[+] 41 0 41 Q3=89 In89
Total 44 45 89 Q3=399,489

G=2(326,852-675,878 +399,489)

G=100,926

D) Cromosoma salvaje proveniente Q1=331n33 +921n92 +58In58 +5 In5
de laisolinea TB37.02 Q1=115,385 +416,005 +235,506 +8,047
Ql= 774,943
Fenotipo Sexo Total Q2=125In125+631n63+911n91 +97In97
? 3 Q2=603,539 + 261,017 +410,488 +443,747
[cui] 33 92 125 Q2=1718,791
[+] 58 5 63 Q3=1881In188
Total 91 97 188 Q3=984,451

G=2(774,943-1718,791 +984,451)

G=81,206
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E) Cromosoma salvaje proveniente
de laisolinea SB8.02

. Sexo
Fenotipo Total
?
[cui] 46 100 146
[+] 40 6 46
Total 86 106 192

Q1=461n46 +100In100+401n40+61n6

Q1= 176,118 +460,517 +147,555 +10,751
Q1=794,941

Q2=146In146 +46 In46 +86 In86 + 106 In106
Q2=727,607 +176,118 +383,074 +494,325
Q2=1781,124

Q3=1921n192

Q3=1009,439

G=2(794,941-1781,124 +1009,439)

G=46,512

TABLA 12. Test G de Independencia. Analisis estadistico del fenotipo del individuo de la
progenie F2 del cruce entre hembras salvajes y machos hibridos F1 (bw cui cn/+)
fenotipicamente salvaje. Los cromosomas salvajes corresponden a las siguientes isolineas.

A) 5SG22.02. B) SB6.03. C) TB37.02. D) SB8.02.

A) Cromosoma salvaje proveniente
de laisolinea $G22.02

. Sexo
Fenotipo Total
d
[cui] 17 46 63
[+] 119 102 221
Total 136 148 284

B) Cromosoma salvaje proveniente
de laisolinea SB6.03

Sexo
Fenotipo Total
? 5
[cui] 69 226 295
[+] 398 286 684
Total 467 512 979

Q1=171In17+461n46+1191n119+102In102
Q1=48,165+176,118 +568,716 +471,747
Q1=1264,746
Q2=631n63 +2211n221+1361n136 +148In148
Q2=261,017+1192,994 +668,121 +739,587
Q2=2861,719
Q3=2841n284
Q3=
Q3=1604,309

G=2(1264,746-2861,719 +1604,309)

G=14,672

Q1=691n69+2261n226 +3981n398 +286 In286
Q1=292,153 +1225,041 +2382,608 +1617,614
Q1=5517,416

Q2=2951n295 +684In684 +467 In647 +512In512
Q2=1677,658 +4465,123 +2870,336 +3194,022
Q2=12207,139

Q3=9791n979

Q3=6741,914
G=2(5517,416-12207,139+6741,914)

G=104,382
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C) Cromosoma salvaje proveniente
de laisolinea TB37.02

. Sexo
Fenotipo Total
[cui] 7 17 24
[+] 55 12 67
Total 62 29 91

D) Cromosoma salvaje proveniente
de laisolinea SB8.02

. Sexo
Fenotipo Total
? 3
[cui] 50 67 117
[+] 206 121 327
Total 256 188 444

Q1=71In7+17In17 +55In55+121n12
Q1=13.621+48.165+220.403+29.819
Q1=312.008

Q2=241n24 +67In67 +621n62 +29 In29
Q2=76.,73 +281,714 +255,882 +97,652
Q2=711,522

Q3=911n91

Q3=410,488
G=2(312,008-711,522+410,488)

G=21,948

Q1=50In50+67In67 +206 In206 +121In121
Q1=195,601+281,714+1097,542 +580,291
Q1=2155,148

Q2=1171n117 +327In327 +256 In256 +188 In188
Q2=557,174 +1893,317 +1419,565 +984,451
Q2=4854,507

Q3=444 |n444

Q3=2706,546

G=2(2155,148-4854,507 +2706,546)

G=14,374

TABLA 13. Test G de independencia. Andlisis estadistico de la progenie F2 del cruce

diagramado en la FIGURA 8B.

Cromosoma salvaje proveniente
de laisolinea TB37.02

. Sexo
Fenotipo Total
¢ 5
[cui] 43 99 142
[+] 184 103 287
Total 227 202 429

Q1=431n43+991n99+1841n184 +1031n103

Q1=161.732+454.917+959.548+477.377

Q1=2053.374

Q2=1421In142 +287In287 +227In227 +202 In202

Q2=703.727+1624.271+1231.464+1072.27

Q2=4631.732

Q3=4291n429

Q3=2600.365

G=2(2053.374-4631.732+2600.365

G=44.014
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TABLA 14. Test G de independencia. Analisis estadistico para la progenie F1 del cruce
entre macho fenotipicamente salvaje de la cepa bw cui cn y hembra de la isolinea

TB37.02 a 25°C.

. Sexo
Fenotipo Total
?
[cui] 10 46 56
[+] 62 11 73
Total 72 57 129

Q1=101n10+46In46+621n62 +111In11
Q1=23,026+176,118 +255,882 +26,377
Q1=481,403
Q2=561In56+731In73+721In72 +57 In57
Q2=225,42+313,204+307,92+230,454
Q2=1076,998

Q3=1291n129

Q3=626,916

G=2(481,403-1076,998 +626,916)

G=62,642

TABLA 15. Test G de independencia. Analisis estadistico del fenotipo de la progenie F2 del cruce
entre hembras bw cui cn y machos (bw cui cn/+) fenotipicamente curvi diagramado en la
FIGURA 8C. Los cromosomas salvajes provienen de las siguientes isolineas: A) $SG22.02. B)

$B6.03. C) TB37.02. D) SB8.02.

A) Cromosoma salvaje proveniente
de laisolinea SG22.02

Sexo
Fenotipo Total
é
[cui] 122 179 301
[+] 99 26 125
Total 221 205 426

B) Cromosoma salvaje proveniente
de laisolinea SB6.03

. Sexo
Fenotipo ———  Total
? 3
[cui] 62 109 171
[+] 46 7 53
Total 108 116 224
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Q1=1221In122+1791n179 +991n99 +26 In26
Q1=586,091 +928,542 +454,917 +84,711
Q1=2054,261
Q2=3011n301+125In125+2211n221 +205In205
Q2=1717,84 +603,539+1192,994 +1091,217
Q2=4605,59

Q3=4261n426

Q3=2579,191

G=2(2054,261-4605,59 +2579,191)

G=55,724

Q1=621n62 +1091n109 +46 In46 +7 In7
Q1=255,882+511,357+176,118 +13,621
Q1=956,978
Q2=1711In171+531In53+1081n108 +116 In116
Q2=879,224 +210,425 +505,67 +551,416
Q2=2146,735

Q3=2241n224

Q3=1212,209
G=2(956,978-2146,735+1212,209)

G=44,904



C) Cromosoma salvaje proveniente

de laisolinea TB37.02

Fenotipo Total
?
[cui] 48 60 108
[+] 39 10 49
Total 87 70 157

D) Cromosoma salvaje proveniente
de laisolinea SB8.02

. Sexo
Fenotipo Total
? 53
[cuil] 187 269 456
[+] 79 17 96
Total 266 286 552

TABLA 16. Test G de independencia. Andlisis

plasmado en la FIGURA 8D

Cromosoma salvaje proveniente

de GDH
Sexo
Fenotipo Total
? 3
[cui] 85 103 188
[+] 57 37 94
Total 142 140 282

Q1=481n48+601n60+391n39+101In10
Q1=185,818 +245,661 +142,879 +23,026
Q1=597,384

Q2=1081n108 +491n49 +87In87 +70In70
Q2=505,67 +190,699 +388,534 +297,395
Q2=1382,298

Q3=157In157

Q3=793,831

G=2(597,384-1382,298 +793,831)

G=17,834

Q1=1871n187 +2691n269 +791In79 +17 In17
Q1=978,217 +1504,977 +345,186 +48,165
Q1=2876,545

Q2=4561n456 +96 In96 +266 In266 +286 In286
Q2=2791,857 +438.177 +1485,21+1617,614
Q2=6332,858

Q3=5521n552

Q3=3485,079

G=2(2876,545-6332,858 +3485,079)

G=57,532

estadistico de la progenie F2 del cruce

Q1=851In85+103In103 +57In57 +37 In37
Q1=377,625+477,377 +230,454 +133,604
Q1=1219,06

Q2=1881n188 +941n94 +1421n142+140In140
Q2=984,451+427,07 +703,727 +691,83
Q2=2807,078

Q3=2821n282

Q3=1591,018

G=2(1219,06-2807,078 +1591,018)



TABLA 17. Test G de independencia. Andlisis estadistico de la progenie F2 del cruce
diagramado en la FIGURA 7E.

Cromosoma salvaje proveniente Ql=1111n111+1981n198 +152 In152 +37 In37
de GDH Q1=522,758 +1047,077 +763.63+133,604
Q1=2467,069
Fenotipo Sexo Total Q2=309 In309 +189 In189 +263 In263 +235 In235

? <) Q2=1771,602 +990,690 +1465,477 +1283,003)
[cui] 111 198 309 Q2=5510,772
[+] 152 37 189 Q3=498 In498
Total 263 235 498 Q3=3092,879

G=2(2467,069-5510,772 +3092,879)

G=98,352
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Anexo IV. Medio de cultivo

Beatriz Goii
Lab. Drosophila, Seccion Genética Evolutiva
Facultad de Ciencias, 2009

Materiales 500ml 11t 2It
Agar 4 gr/lt 8 gr/lt 16 gr/lt
Levadura seca 20 gr/lt 40gr/lt 80 gr/lt
Harina de maiz 40 gr/lt 80gr/It 160 gr/lIt
Glucosa en polvo 50 gr/lt 100gr/It 200 gr/lt
(Dextrosa)

Acido Propionico 1.5 ml/lit 3ml/lt 6 ml/lt
Nipagin 3.5 ml/lt 7 ml/it 14 mi/it

(sol.concen. 10%)

Preparacién:

1) 23 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 preparacién primera una vez

gue esta 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 acido 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. Se utiliza “AGAR-AGAR 900” comercial.
Levadura: Fuente de proteinas. Se utiliza levadura seca de los panaderos
Harina de Maiz: Material de sostén, relleno.

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

Agentes antibacterianos y fungicidas: "Nipagin" se utiliza en la conservacion de los
alimentos en la industria. Se acidifica el medio con Acido propidénico
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