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RESUMEN

El incremento de las temperaturas ambientales asociadas al calentamiento global
ha impuesto importantes presiones selectivas sobre las poblaciones naturales de
animales ectotermos, por lo que es necesario entender las bases genéticas y el
potencial evolutivo del paisaje de tolerancia térmica para predecir si las poblaciones
podran o no adaptarse al calentamiento global en el largo plazo. Para esto se
realizaron ensayos térmicos a diferentes temperaturas utilizando 100 lineas del
DGRP. Mediante analisis genéticos cuantitativos se observd que el paisaje de
tolerancia térmica presenta una alta heredabilidad, ademas de interacciones
genotipo-sexo y genotipo-ambiente significativa. Adicionalmente, mediante andlisis
GWAS se identificaron multiples variantes que se asocian de forma positiva con el
paisaje de tolerancia térmica, las que mapean a genes relacionados a funciones de
sefalizacion y desarrollo. Se encontré un marcado dimorfismo sexual, lo que les
permitiria a las poblaciones responder a las diferentes presiones selectivas
provocadas por el calentamiento global. En conclusion, el paisaje de tolerancia
térmica tendria la capacidad de evolucionar frente las presiones selectivas
generadas por el calentamiento global, ademas de presentar variacion genética en
la plasticidad fenotipica, lo que facilita procesos adaptativos, y dimorfismo sexual
por pleiotropia antagonista que permite mantener la diversidad genética en las
poblaciones.



ABSTRACT

The increase in environmental temperature associated with global warming has
imposed important selective pressures on the natural populations of ectothermic
animals, so it is necessary to understand the genetic bases and the evolutionary
potential of the thermal tolerance landscape to predict whether or not populations
will be able to adapt to global warming in the long term. For this, thermal assays
were carried out at different temperatures using 100 lines of the DGRP. Through
quantitative genetic analyzes it was observed that the landscape of thermal
tolerance has a high heritability, in addition to significant genotype-sex and
genotype-environment interactions. GWAS analysis identified multiple variants that
are positively associated with the thermal tolerance landscape, which map to genes
related to signaling and developmental functions. A marked sexual dimorphism was
found, which will allow populations to respond to the different selective pressures
caused by global warming. In conclusion, the thermal tolerance landscape should
have the capacity to evolve in the face of the selective pressures generated by global
warming, in addition to presenting genetic variation in phenotypic plasticity, which
facilitates adaptive processes, and sexual dimorphism due to antagonistic pleiotropy

that maintain the genetic diversity in populations.



1. INTRODUCCION

1.1. Calentamiento global y su efecto en las poblaciones naturales de ectotermos

Desde fines del siglo XIX, la temperatura global promedio ha aumentado
aproximadamente 1°C, tendencia que se ha intensificado desde el afio 1970
(Hartmann et al., 2013; NASA, 2021). Este escenario es acompafiado por un
aumento en la intensidad y periodicidad de eventos climaticos extremos a nivel local,
como heladas y olas de calor (Meehl & Tebaldi, 2004). Estos cambios imponen
importantes presiones selectivas sobre las poblaciones naturales (Pacifici et al.,
2015), produciendo cambios en su distribucién (Lenoir et al., 2020) y potencialmente

afectando su persistencia en el tiempo (Thomas et al. 2004).

Los organismos ectotermos son especialmente susceptibles a la variacion térmica
ambiental, ya que su temperatura corporal depende de la temperatura ambiental, lo
cual afecta funciones como la locomocion, el crecimiento y la reproduccion
(Angilletta, 2009). Por esto, se predice que el calentamiento global generara
cambios en los patrones distribucién de los organismos ectotermos dependiendo de
la tolerancia térmica que posean las especies, las que en su mayoria ya mantienen

una temperatura corporal cercanas a sus limites térmicos (Deutsch et al. 2008).

1.2. Mecanismos de respuesta a cambios térmicos a nivel poblacional

La capacidad de respuesta de las poblaciones al calentamiento global depende de
diversos mecanismos como cambios conductuales, dispersién a nuevos habitats,
plasticidad fenotipica, y evolucion adaptativa, los cuales pueden actuar
independientemente o en conjunto (Chirgwin et al. 2015). Los cambios conductuales
s6lo permiten una adaptacién a condiciones locales (Castafieda et al. 2019),
mientras que la dispersion a nuevos habitats es dificil para poblaciones terrestres
debido al alto grado de fragmentacion de los habitats (Lenoir et al. 2020). Por ello,
procesos adaptativos mediados por la plasticidad fenotipica y cambios evolutivos

tendrian mayor importancia en respuesta al calentamiento global.



La plasticidad fenotipica es la capacidad de un mismo genotipo para expresar
multiples fenotipos dependiendo del ambiente, amortiguando el efecto de
condiciones adversas en el corto plazo (Auld et al., 2010; Bonamour et al., 2019;
Sgro et al., 2016). Esta plasticidad favorece la adaptacion a nuevas condiciones
ambientales si acerca a las poblaciones al nuevo 6ptimo fenotipico, permitiendo la
accion de seleccion direccional (Ghalambor et al. 2007). De hecho, varios estudios
han demostrado la presencia de plasticidad fenotipica en la tolerancia térmica en
reptiles, anfibios y artropodos, lo que puede reducir los efectos negativos que
experimentan durante eventos de altas temperaturas que podrian experimentar en
la naturaleza (Angilletta, 2009). Sin embargo, esta plasticidad no podria compensar
totalmente los cambios ambientales generados por el cambio climético, debido a
que aun considerando estimaciones optimistas de plasticidad fenotipica, se espera
gue las poblaciones experimenten crecientes eventos de sobrecalentamiento a
medida que las temperaturas globales aumenten (Gunderson et al. 2017; van

Heerwaarden et al. 2016).

Por otra parte, a largo plazo, la adaptacion a estos cambios ambientales dependera
de la capacidad evolutiva de la tolerancia térmica, es decir, de que en la poblacion
aumente la frecuencia de alelos que confieran una mayor adecuacion biolégica
(fitness) en el nuevo ambiente (Visser, 2008). Esta evolucién adaptativa ocurre en
respuesta a la seleccion natural, proceso en el cual algunos individuos de una
poblacién presentan rasgos que les confiere una mayor supervivencia o éxito
reproductivo (Jon & Freeman, 2014). Como para todo rasgo, para que ocurra
evolucién por seleccién natural el rasgo debe exhibir variacion fenotipica entre los
individuos de una poblacion, el rasgo debe poseer relacion con el fithess del
individuo, y finalmente la variacion existente en el rasgo debe poseer un
componente genético (Fox et al., 2001; Logan et al., 2014; Santos et al., 2012). Esta
tltima condicion corresponde a la heredabilidad de un rasgo, definida como la
proporcion de la variacion fenotipica que se debe a la variacion genética en una
poblacion; un rasgo con alta heredabilidad tiene una mayor probabilidad de
responder a la seleccién natural, permitiendo a la poblacién perdurar en el tiempo
(Lynch & Walsh, 1998).



Numerosos estudios han abordado la heredabilidad de la tolerancia térmica,
observando que la metodologia utilizada en el laboratorio afectan las estimaciones
de los parametros de tolerancia térmica y su heredabilidad, dificultando la
comparacion entre estudios (Castafieda et al. 2019; Chown et al. 2009; Santos et
al. 2012; Sgro et al. 2010; Terblanche et al. 2007). En general, dos metodologias
son utilizadas para determinar la tolerancia térmica: (1) los ensayos estéaticos, donde
se somete al organismo a una temperatura constante y luego se registra su tiempo
de colapso; y (2) ensayos dindmicos, donde se somete al organismo a una
temperatura ascendente y luego se registra la temperatura de colapso (Beitinger &
Lutterschmidt, 2011). Los ensayos dinamicos suelen ser mas largos que los
estaticos, lo que aumenta el efecto de otras variables como la disponibilidad de
nutrientes, agua, y estocasticidad (Mitchell & Hoffmann, 2010; Overgaard et al.,
2011). Estas variables contribuyen a aumentar la variabilidad residual o ambiental
en los ensayos, y por ende disminuyen la proporcion explicada por la variabilidad
genética de la poblacibn en estudio, disminuyendo las estimaciones de
heredabilidad (Castafieda et al., 2019). Por esta razon, ensayos cortos son mejores
para estudiar las bases genéticas de la tolerancia térmica, mientras que ensayos
largos tienen una mejor aplicacion ecolégica, ya que recrean mejor las condiciones
térmicas que los animales experimentan en el ambiente (Rezende et al., 2011,
Santos et al., 2011).

Con el objetivo de unificar metodologias en la determinacién de la tolerancia
térmica, Rezende y colaboradores (2014) plantearon un nuevo modelo denominado
“paisaje de tolerancia térmica”, el cual incorpora tanto la magnitud como el tiempo
de exposicién al estrés térmico. Este modelo consiste en realizar ensayos estaticos
a multiples temperaturas y registrar los tiempos de colapso, los que se ajustan a
una regresion lineal para obtener la "curva de tiempo-muerte térmica". A partir de
esta curva se obtiene la temperatura en donde se registra un tiempo de colapso al
minuto de exposicion (temperatura critica maxima o CTmax), Y la pendiente de la
curva, que indica que tan rapido disminuye la resistencia durante el desafio térmico

(sensibilidad térmica o z). Estos dos parametros logran predecir los resultados de



un ensayo térmico independiente de la metodologia usada, aportando un marco de

trabajo unificado para estudiar la tolerancia térmica (Rezende et al. 2020).

1.3. Correlaciones genéticas y su efecto en la adaptacién

La evolucién adaptativa de rasgos complejos puede ser afectada por diversos tipos
de correlaciones genéticas que pueden restringir la evolucién de rasgos de forma
independiente (Connallon & Hall, 2018). Si la seleccidn actia en la misma direccién
sobre dos rasgos distintos, entonces la presencia de correlacion genética positiva
entre ellos facilitara la respuesta evolutiva de ambos rasgos, mientras que una
correlacion negativa restringira esta respuesta (Via & Hawthorne, 2005). Esto
también se aplica a la expresion de un mismo rasgo en diferentes ambientes, lo que
permite estudiar la existencia de interacciones entre el genotipo y el contexto
ambiental en la expresion del rasgo (Lynch & Walsh, 1998). Cuando la correlacién
entre la respuesta de dos contextos diferentes es significativamente inferior a 1,
existe interaccion del genotipo con ese contexto (Via 1987), tales como la
interaccién genotipo-ambiente (GXE) y la interaccion genotipo-sexo (GxS) (Via &
Hawthorne, 2005).

La interaccion genotipo-ambiente se define como la influencia del ambiente en la
variacion de la respuesta de diferentes genotipos, indicando que diferentes
genotipos responden de manera diferente a la variacién ambiental (Lynch & Walsh,
1998). En este caso, es de esperar que a nivel genémico los loci que determinan el
rasgo dependan del contexto ambiental, lo que posibilita la evolucion de diferentes
valores fenotipicos en diferentes ambientes a nivel local (Gillespie & Turelli 1989;
van Rheenen et al. 2019). Se ha descrito que la temperatura ambiental afecta la
tolerancia térmica (Castafieda et al. 2015; Sgro et al. 2010) y sus bases genéticas
(Drsted et al. 2019), por lo que esta interaccion es importante para evaluar el
potencial adaptativo de la tolerancia térmica en la naturaleza (Sgro & Hoffmann,
2004).

Por otro lado, la presencia de interaccion genotipo-sexo indica que los genotipos
responden de manera diferente dependiendo de su sexo, y que por lo tanto existe
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variacion en el dimorfismo sexual (Connallon & Matthews 2019; Lasne et al. 2018).
Esta variacion es de interés ya que diferencias selectivas entre los sexos tiene
importantes implicancias en la evolucion y mantencion de la diversidad genética en
las poblaciones naturales, asi como el uso de recursos y habitats en la naturaleza
(Connallon & Clark 2013; Lynch & Walsh 1998; Pennell et al. 2016; Ruzicka et al.
2020). Cuando estas diferencias selectivas son extremas se habla de antagonismo
sexual o pleiotropia antagonista entre sexos, siendo una de las principales causas
del dimorfismo sexual (Connallon & Hall, 2018). Por lo general, rasgos fisioldégicos
tienden a tener una mayor interaccion genotipo-sexo que los morfolégicos (Poissant
et al. 2010). De hecho, se ha descrito que la tolerancia térmica posee valores
intermedios de interaccién genotipo-sexo (Lasne et al. 2018; Morgan & Mackay
2006). Por esta razon, es importante considerar interacciones con el sexo al estudiar
la arquitectura genética de la tolerancia térmica y su potencial adaptativo en las

poblaciones naturales.

1.4.Genes asociados a la tolerancia térmica

Multiples trabajos han estudiado los genes asociados a la tolerancia térmica en
organismos ectotermos (Hoffmann & Willi, 2008). Los primeros genes identificados
fueron los codificantes de proteinas de choque térmico (Heat shock proteins o
HSPs) (Anderson et al. 2003; Dahlgaard et al. 1998; Lerman & Feder 2001; McCaoll
& McKechnie 1999). Estas proteinas actian en respuesta al estrés térmico
amortiguando los dafios producidos por la temperatura, protegiendo a otras
proteinas de ser desnaturalizadas y facilitando su plegamiento (Richter et al. 2010).
Distintos estudios enfocados directamente a evaluar la funcién y frecuencias
alélicas de estos genes en poblaciones naturales han corroborado su participacion
en la tolerancia térmica (Anderson et al. 2003; Dahlgaard et al. 1998; McColl &
McKechnie 1999); mientras que también han resultado relevantes al estudiar
regiones del DNA relacionadas a la variacion de rasgo, estando presentes en
muchos de los QTL (locus de rasgo cuantitativo) identificados para la tolerancia
térmica (Morgan & Mackay 2006; Norry et al. 2004, 2007, 2009).



Adicionalmente, otros genes no pertenecientes a la familia de las HSPs también
cumplen un rol en la tolerancia térmica. Entre ellos destacan los genes relacionados
alongevidad y respuesta a estrés como methusalah (mth), codificante de receptores
participantes en la transduccion de sefiales (Araudjo et al. 2013; Lin et al. 1998;
Morgan & Mackay 2006), y el de factor de transcripcion foxo (Giannakou et al. 2004;
Morgan & Mackay 2006). También se han destacado genes relacionados con la via
de las hormonas y neurotransmisores de la familia de las catecolaminas como
Catsup y Ddc (Norry et al. 2007, 2009). El rol estos genes en la tolerancia térmica
se ha validado con ensayos en terreno de liberacion y recaptura (Loeschcke et al.

2011) y mutagénesis de los genes (Hoffmann & Willi, 2008).

En los ultimos afos, el desarrollo de herramientas genémicas ha facilitado el estudio
de variantes genéticas relacionadas a la tolerancia térmica, siendo una de ellas el
Panel de Referencia Genética de Drosophila o DGRP (MacKay et al. 2012). El
DGRP es un conjunto de lineas isogénicas totalmente secuenciadas que facilitan el
desarrollo de analisis genéticos cuantitativos y los andlisis de asociacion a lo ancho
del genoma o GWAS, los cuales consisten en probar la asociacion de variantes
genéticas en el genoma de multiples individuos para identificar asociaciones
genotipicas con un determinado fenotipo (Tam et al. 2019). Los GWAS ademas han
resultado Gtiles para identificar asociaciones genotipo-fenotipo en un contexto
determinado, como el sexo (Ruzicka et al. 2019, 2020). Hasta la fecha, dos trabajos
han utilizado el DGRP para estudiar la tolerancia térmica. Primero, Rolandi et al.
(2018) describié variantes en genes relacionados a la organizacién celular,
transporte celular, y actividad neurotransmisora; mientras que Lecheta et al. (2020)
clasificé los genes determinantes de la tolerancia térmica en tres grupos: (1) genes
que participan activamente protegiendo al organismo, (2) genes que participan en
la regulacién génica de la respuesta térmica, y (3) genes que alteran el grado de

preparacion del organismo para soportar el estrés térmico.

El DGRP es una potente herramienta para estudiar las bases genéticas del paisaje
de tolerancia térmica, ya que permitiria identificar de variantes y genes especificos
gue determinan su variabilidad fenotipica, permitiendo conocer su arquitectura

genética, la cual es desconocida hasta la fecha, y aportando a entender los
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mecanismos genéticos que permiten la adaptacion de organismos ectotermos al

calentamiento global.

2. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

Dadas las brechas existentes del conocimiento sobre las bases genéticas de la
tolerancia térmica bajo el enfoque de paisaje de tolerancia térmico, se plantean las
siguientes preguntas de investigacion: ¢Cuales son las bases genéticas que
subyacen el paisaje de tolerancia térmica en D. melanogaster? ¢La interaccion
genotipo-sexo y genotipo-ambiente contribuyen a la varianza observada en la
tolerancia térmica? ¢ Cuales son las variantes y genes asociados al paisaje de

tolerancia térmica?

3. OBJETIVOS

El objetivo general de este proyecto es describir la arquitectura genética del paisaje
de tolerancia térmica en D. melanogaster en diferentes ambientes térmicos y en
ambos sexos para entender el potencial y restricciones evolutivas de la tolerancia
térmica frente al calentamiento global. Para esto se plantearon tres objetivos

especificos:

e Objetivo especifico 1: Estimar la variacion genética, heredabilidad,
interacciones genotipo-sexo e interacciones genotipo-ambiente de la

tolerancia térmica mediante andlisis genéticos cuantitativos.

e Objetivo especifico 2: Identificar variantes y genes candidatos asociados al
paisaje de tolerancia térmica (CTmax ¥ z) de D. melanogaster utilizando el

Drosophila Genetic Reference Panel (DGRP).



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Stocks de Drosophila

Se utilizaron 100 lineas isogénicas del Panel Genético de Referencia de Drosophila
(DGRP) para realizar los ensayos térmicos. Las lineas originales del DGRP se
generaron mediante 20 generaciones de endogamia de cada una de las lineas, las
cuales se construyeron a partir de hembras muestreadas de una poblacion de
Carolina del Norte, Estados Unidos (MacKay et al. 2012). En nuestro laboratorio, las
moscas fueron mantenidas a una temperatura de 25°C con un fotoperiodo de 12
horas luz y 12 horas oscuridad. Para la mantencion de las moscas se utilizé comida
estandar, compuesta de 100 g/L de levadura frasca, 80/L g de glucosa, 50 g/L de
harina, 11 g/L de agar agar, 12 mL/L de nipagin, 6 mL/L de acido propionico. A partir
de las primeras eclosiones se fueron separando moscas a viales nuevos cada dos
dias y se esper6 a que tuvieran entre 4-6 dias de vida para realizar los ensayos

térmicos.

4.2.Determinacion de curvas TDT

Para cada ensayo se utilizaron 5 machos y 5 hembras de cada linea del DGRP. El
namero de moscas a utilizar se determiné a partir de analisis previos sobre 40 lineas
del DGRP, en donde 5 individuos por sexo mostro niveles de potencia sobre 0,8.
Debido a la gran cantidad de lineas utilizadas, los ensayos se fueron realizados en
12 bloques de 8-9 lineas del DGRP entre julio y septiembre del 2021. Las moscas
se colocaron aleatoriamente en placas de 96 pocillos y se colocaron dentro de una
camara climatica, conectada a un controlador térmico PELT-5 (Sable Systems
International). Estos ensayos se realizaron en cuatro temperaturas estéaticas a 37°C,
38°C, 39°C y 40°C (x 0,2°C). Los ensayos se grabaron con una camara de video
(Logitech) y los videos resultantes fueron posteriormente visualizados para registrar
el tiempo de colapso de cada mosca, definido como el tiempo al cual cada mosca
deja de moverse (Castafieda et al. 2015, 2019). Para facilitar y agilizar el analisis de

los videos se utilizé un script desarrollado en Python que mide cambios en la
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densidad de pixeles en cada pocillo y determina el cuadro en donde se produce el
altimo cambio en la densidad (cuadro en donde la mosca deja de moverse) (Awde
et al., 2020). Esta metodologia permite la determinacion rapida del tiempo de

colapso.

Posteriormente, utilizando el promedio de tiempo de colapso de cada ensayo
térmico para cada linea y sexo se modeld la curva de tiempo-muerte térmica usando

la siguiente ecuacion:

(CTmax—T)
z

logiot = ecuacion 1

donde T es la temperatura de ensayo (°C), CTmax la temperatura critica maxima (°C),
t el tiempo de colapso (min), y z la sensibilidad térmica (Rezende et al. 2014). Estas
curvas permiten la estimacién de CTmax al extrapolar la temperatura teérica en
donde se obtenga un tiempo de colapso de 1 min (logio = 0), y también la estimacién
de z a partir de la pendiente de cada linea TDT (z = -1/pendiente).

4.3. Analisis genéticos cuantitativos
4.3.1. Analisis sobre el tiempo de colapso
Se analiz6 la variacion del tiempo de colapso ajustando modelos lineales mixtos

utilizando la funcién Imer del paquete Ime4 de R (Bates et al. 2015) con el siguiente

modelo completo:

Y = u+ sexo + temperatura + bloque + linea + sexo X temperatura +
sexo X linea + temperatura X linea + sexo X temperatura X linea + ¢
ecuacion 2

Donde Y corresponde al tiempo de colapso, p corresponde al promedio general,

sexo corresponde al efecto fijo del sexo, temperatura corresponde al efecto fijo de
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la temperatura de ensayo, bloque corresponde al efecto fijo de los bloques
experimentales, linea corresponde al efecto aleatorio de las 100 lineas del DGRP
utilizadas, y € corresponde al error residual. A partir de este modelo se estimaron
los componentes de varianza para el efecto lineas (02.), interaccion sexo-linea
(0%sL), interaccion temperatura-linea (o°tL), e interaccion sexo-temperatura-linea
(0%s7L). Usando estos componentes de varianza, se estimo la varianza genética
(0%c) segun la ecuacion 3 (MacKay et al., 2012), y la variacion fenotipica (o%) como
la suma de la variacidon genética (0%g) y la variaciéon residual (0%) (Falconer &
Mackay, 1996). Finalmente, se estimé la heredabilidad en sentido amplio (H?) del
tiempo de colapso como H?= 02c/0% (Roff 1997 ecuacién 2.7) y se calculé su

intervalo de confianza al 95% con la ecuacioén 4:

o¢ = of + d&, + 0¥, + o4, ecuacion 3

H2IC 95% = * 7595 X ES ecuacion 4

Donde zo,95 corresponde al valor critico de la distribucion normal, equivalente a 1,96,
y ES corresponde al error estandar de la heredabilidad (Zar, 2010), que se

determina de la siguiente forma:

1/2
ES(H?) = 2(1 - H)(1 + (K — 1)H?) (m) ecuacion 5

Donde k es el numero de individuos por lineas, y N el nimero de lineas (Roff 1997

ecuacion 2.28).

Ademas del modelo completo, también se ajustaron modelos reducidos en donde
se elimind el efecto fijjo del sexo (y sus interacciones) o el efecto fijo de la
temperatura (y sus interacciones) para obtener modelos que expliquen la varianza
s6lo dentro de alguno de los sexos dentro de alguna de las temperaturas. Las

estimaciones de varianza de estos modelos reducidos fueron utilizadas para estimar
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la correlacion genotipo-sexo (res) en cada temperatura y la correlacion genotipo-

temperatura (ret) en cada temperatura para cada sexo (ecuacion 6):
— 2 2 + 2 .,n 6
ooty = 0L / \0L T O(sor; L ecuaclio

En donde o2, corresponde a la varianza entre lineas, 0%s. corresponde a la varianza
de la interaccién sexo X linea, y o2t corresponde a la varianza de la interaccion
temperatura X linea para cada par de temperatura (37-38 °C, 37-39 °C, 37-40 °C,
38-39 °C, 38-40 °C, y 39-40 °C) (National Research Council, 1963).

Luego se estimo en detalle el componente de varianza de la interaccion sexo X linea
en cada temperatura y la interaccion temperatura X linea para cada par de
temperatura, para determinar si la varianza se debe a efectos pleiotropicos
antagonistas o a efectos de magnitud de los determinantes genéticos. La varianza
por pleiotropia antagonista (PA) se cuantificé en base a la varianza en la interaccion

causada por cambios en el ranking de las lineas entre ambos sexos (ecuacion 7):
Varl.anza pOT PA = O-LH ) LTlo-LM ) LT2(1 - 7”(;5 ) Gle) ecuaC|én 7

En donde owny oum corresponden a la raiz cuadrada de la varianza entre lineas para
las hembras y machos a una temperatura dada, respectivamente; y donde oit1y
oL corresponden a la raiz cuadrada de la varianza entre lineas para la temperatura

T1y la temperatura T», respectivamente (National Research Council, 1963).

La segunda fuente de varianza se analizé cuantificando la varianza en la interaccion
causada por la diferencia de magnitud (DM) de la varianza entre lineas de cada
sexo y entre cada par de temperaturas (ecuacion 8) (National Research Council,
1963):
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. 2 .z
Varianza por DM = (O'LHO LT, —OLM o LTz) /2 ecuacion 8

Considerando que ambas fuentes de variacion explican la totalidad de la variacion
por la interaccién sexo X linea y temperatura X linea, se calcul6 el porcentaje de

variacion explicado por efectos pleiotrépicos antagonistas (% por PA).

4.3.1. Andlisis sobre CTmax y

Los analisis genéticos cuantitativos sobre los parametros de CTmax Y Z soOlo
consideraron el efecto fijo del sexo, el efecto aleatorio de las lineas y el error residual
(ecuacion 9). En este caso no existe el efecto de la temperatura, ya que ambos
pardmetros se calculan a partir de los tiempos de colapso a las distintas
temperaturas. Tampoco se incluye el efecto de la interaccion con el sexo debido a
gue el modelo experimental no considero replicas experimentales, por lo que sélo

existe una Unica estimacion de CTmax Y Z por sexo y genotipo.

Y = u+sexo+ linea+ ¢ ecuacion 9

Para este modelo la varianza genética es igual a la varianza entre lineas (0% = 02.);
la varianza fenotipica (0%) y la heredabilidad en sentido amplio (H?) se calcularon
igual a lo descrito en los modelos sobre los tiempos de colapso.

4.4. Analisis de variantes y genes
4.4.1. Analisis de asociacion a lo ancho del genoma (GWAS)
Para determinar variantes y genes asociados al paisaje de tolerancia térmica se

realizaron analisis GWAS con los valores de CTmax Y z, utilizando la plataforma web

DGRP2 (http://dgrp2.gnets.ncsu.edu/) (MacKay et al. 2012). Este analisis asocia la

variacion fenotipica con variantes bialélicas presentes en las lineas del DGRP. En
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primer lugar, la plataforma DGRP2 se realiza un filtrado estandar de las variantes
bialélicas, dejando soélo las variantes con una frecuencia de alelo menor (MAF)
mayor o igual a 0,05. Posteriormente, se corrigen los valores fenotipicos con dos
criterios: (a) se corrige segun el estado de infeccion de Wolbachia, una bacteria
endosimbidtica de transmision materna que infecta alrededor del 20% de las
moscas y que puede alterar la biologia de su hospedero, y (b) se corrige segun el
efecto de regiones de inversion, debido a que en estas regiones no ocurre
recombinaciéon homodloga (Huang et al. 2014). Finalmente, con los valores
fenotipicos corregidos, se realizara un analisis de asociacion con cada marcador

bialélico, mediante ANOVASs con la forma:

Y = u + marcador + linea + ¢ ecuacion 10

Donde Y es el valor corregido del fenotipo, marcador el efecto fijo del marcador
(diferencia del valor del rasgo entre alelo mayor y menor), linea el efecto aleatorio
de las lineas, y ¢ el error residual. Las variantes significativamente asociadas fueron
anotadas contra la versibn de anotacibon de variantes FB5.57

(http://dgrp2.gnets.ncsu.edu/data.html).

Con los resultados de asociacidon entregados por el GWAS se realizaron graficos de
Manhattan utilizando el paguete qgman de R (Turner, 2014). Este grafico ilustra en
el eje x la ubicacion cromosémica de las variantes, versus el valor del estadistico de
asociacion -log10 (valor P) de cada variante en el eje y, representando de manera

gréfica las variantes y regiones cromosomicas mas asociadas a los rasgos.

4.4.2. Analisis de Ontologia génica (GO)

Para analizar la funcion biologica de los genes candidatos y si existe algun proceso
en comun entre ellos, se realizé un analisis de ontologia génica con la totalidad de
genes candidatos que contienen variantes asociadas a los parametros de CTmax Y

z. La GO asigna la funcion del producto génico segun las categorias de proceso
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bioldgico, componente celular, y funcion molecular. Previo a este proceso se realiz6
un filtrado de los genes que no contienen ninguna GO descrita en la plataforma

FlyBase (https://flybase.orag/) y que por lo tanto, no contribuyen a ninguna categoria

funcional conocida y dificultan encontrar categorias significativamente
sobrerrepresentadas. La lista de genes candidatos filtrados se subio a la plataforma

PANTHER version 16.0 (http://pantherdb.org/) y se realizO un analisis de

sobrerrepresentacion (PANTHER Overrepresentation Test). Este analisis realiza
una prueba exacta de Fisher sobre las frecuencias esperadas (frecuencia de genes
por categoria en el genoma de referencia) versus las frecuencias observadas para
cada una de las categorias de GO, para luego realizar una correccion por False

Discovery Rate y seleccionando solo los términos con un FDR < 0,05.

4.4.3. Analisis de variantes sexualmente antagonistas

Para complementar los andlisis genéticos cuantitativos realizados para estudiar la
interaccion genotipo-sexo, se realizdé un analisis de las variantes que explican la
diferencia en los pardmetros del paisaje de tolerancia térmica entre los sexos, en
particular de las variantes que presenten antagonismo sexual. Para esto se calcul6
un indice de antagonismo sexual, correspondiente a la posicion de cada linea del
DGRP en un eje que varia desde extremos favorables para los machos y
desfavorables para las hembras, a extremos favorables para las hembras y
desfavorables para los machos (Ruzicka et al., 2019). Especificamente, se
posiciona en un espacio de coordenadas bidimensional la respuesta estandarizada
de los machos (eje Y) contra la respuesta estandarizada de las hembras (eje X) de
cada uno de los genotipos. Posteriormente, se obtienen las coordenadas del eje
que cruza en 45° este espacio bidimensional, correspondiente al eje sexualmente
antagonista (Berger et al., 2014; Grieshop & Arnqgvist, 2018; Ruzicka et al., 2020)
(Figura 3S, Figura 4S, anexos).

Con los valores del indice de antagonismo sexual para CTmax Y Z se realizaron
nuevos analisis GWAS para identificar variantes sexualmente antagonistas. Se

utilizé esta aproximacién en lugar de recurrir a los resultados GWAS de las
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diferencias entre machos y hembras para CTmax Y Z, Ya que las diferencias entre
sexos pueden tener diversos origenes, incluyendo variantes que afecten la
respuesta térmica en la misma direccion, pero en diferente magnitud entre los

sexos, las que no corresponderian a variantes sexualmente antagonicas.

5. RESULTADOS

5.1.Ensayos térmicos y cuervas de tiempo-muerte térmica

La resistencia térmica de las lineas del DGRP disminuy6 al aumentar la temperatura
de ensayo, con un tiempo de colapso promedio de 94,69 £ 26,30 min a los 37°C, de
52,06 £ 16,01 min a los 38°C, de 30,65 + 7,84 min a los 39°C, y de 21,60 + 4,36 min
a los 40°C (Figura 1).

Las curvas TDT mostraron diferencias en la respuesta térmica entre las lineas del
DGRP, tanto en su CTmax como en z (Figura 2). Para las hembras, el promedio de
CTmax fue 45,58 + 1,15°C, con un rango entre 43,40°C y 50,61°C, mientras que el
promedio de z fue de 4,38 + 0,76 °C/min, con un rango entre 3,17 °C/min y 8,06
°C/min. Para los machos, el promedio de CTmax fue 46,88 £+ 1,25°C, con un rango
entre 44,63°C y 53,34°C, mientras que el promedio de z fue de 5,45 + 0,76 °C/min,
con un rango entre 3,73 °C/min y 9,97 °C/min.

Las curvas TDT muestran diferencias entre los sexos Figura 2. Las hembras tienden
a presentar curvas con una mayor pendiente y por lo tanto son mas sensibles al
aumento térmico, pero son capaces de soportar temperaturas estresantes
intermedias (37°C) durante mas tiempo que los machos. En cambio, los machos
presentan pendientes menos pronunciadas y por lo tanto, son menos sensibles al
aumento de la temperatura, lo que les permite soportar mas tiempo temperaturas
extremas (CTmax Mas altos), pero tienen un menor tiempo de resistencia a
temperaturas intermedias. Este mismo patron se puede observan entre algunos de
los genotipos, evidenciado por el entrecruzamiento de algunas de las curvas TDT.
Aquellos genotipos con mayor resistencia a estrés térmico agudo (temperaturas

extremas) son menos tolerantes a estrés térmico crénico (temperaturas
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intermedias), pero al mismo tiempo, son lineas menos sensibles al cambio térmico
(pendientes menos pronunciadas). Esto indica que existe un compromiso entre la
tolerancia a estrés térmico agudo y crénico en las lineas del DGRP. La estimacion
de CTmaxy Z para cada linea se muestra en la Tabla 1S (Anexos).
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Figura 1. Tiempo de colapso de 100 lineas del DGRP en las distintas
temperaturas experimentales. Las cajas coloreadas corresponden al rango
intercuartil y la linea negra corresponde a la mediana. Las barras superior e inferior
corresponden a los valores maximos y minimos, respectivamente, y los circulos

corresponden a valores atipicos.
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Figura 2. Curvas de tiempo-muerte térmica (TDT) para hembras (A) y machos
(B) de 100 lineas del DGRP. Cada linea corresponde a la curva TDT de una linea
del DGRP, la cual describe el paisaje de tolerancia térmico de la linea. Intercepto
con eje X muestra la estimacion de CTmax Y la pendiente muestra la estimacion de
z o la sensibilidad térmica. Si individuos de una linea del DGRP se exponen a una
temperatura cualquiera por un tiempo superior al descrito por su curva TDT,
entonces los individuos moriran (zona de muerte). Lineas con una mayor pendiente
son mas sensibles al cambio térmico, mientras que las que tienen un mayor CTmax
resisten mas tiempo a temperaturas extremas. El entrecruzamiento de las curvas
TDT muestra que un mayor tiempo de resistencia a temperaturas leves compromete

la resistencia a temperaturas mas extremas.
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5.2. Analisis genéticos cuantitativos

La variacion genética del tiempo de colapso fue significativamente diferente de 0 en
todos los ensayos térmicos, mientras que el efecto del bloque no fue significativo en
el modelo completo (Tabla 2S, Anexos). El coeficiente de variacion genética fue
mayor al coeficiente de variacion ambiental en todas las temperaturas, destacando
la temperatura de 38°C por poseen un coeficiente de variacibn genética muy
superior por el ambiental (Tabla 1). Los valores de heredabilidad del tiempo de
colapso fueron similares entre las temperaturas ensayadas, presentando valores
altos desde 0,55 (IC 95% = 0,39-0,70) a los 40°C, a 0,65 (IC 95% = 0,51-0,79) a los
38°C. Los parametros del paisaje de tolerancia térmica presentaron variabilidad
genética significativa, con valores de heredabilidad alta de 0,57 (0,42-0,73) para
CTmaxy de 0,60 (0,45-0,75) para z, siendo el efecto del sexo significativo en ambos
(Tabla 2).

Tabla 1. ParAmetros genéticos cuantitativos para el tiempo de colapso en las

distintas temperaturas experimentales.

Parametro Temperatura

37°C 38°C 39°C 40°C
X (hembras) 103,15 53,16 29,36 20,59
X (machos) 86,23 50,95 31,94 22,61
oL 268,38 134,56 22,20 7,45
0%sL 82,97 23,90 8,87 2,31
0% 351,35 158,46 31,07 9,76
0% 243,97 85,64 24,73 8,13
of 595,32 244,10 55,80 17,89
CVe 19,79 24,18 18,19 14,46
CV; 16,49 17,78 16,22 13,20

H? (IC 95%) | 0,59(0,44-0,74) | 0,65(0,51-0,79) | 0,56(0,40-0,71) | 0,55(0,39-0,70)

0% = varianza entre lineas, o2s.= varianza por interaccion sexo X lineas, 0%c=
varianza genética (02.+ 0%s.), 0%= varianza ambiental, o%-= varianza fenotipica
(0%c+ 0%), CVe= Coeficiente de variacion genética ((0c/X)100), CVe= Coeficiente de
variacion ambiental ((0¢/X)100), H?= heredabilidad, IC= intervalo de confianza al
95%.
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Tabla 2. Resultados de los modelos lineales mixtos realizados sobre los

parametros de CTmaxy Z.

Analisis Fuente df Estadistico* P Varianza H? (IC 95%)
S 1 142,29 < 2,2e-16 Fijo 0,57
CTmax L 1 38,999 4,24E-10 1,323 (0,42-0,73)
Error - - - 0,9956
S 1 136,63 < 2,2e-16 Fijo 0,60
z L 1 44,324 2,78E-11 0,6373 (0,45-0,75)
Error - - - 0,4235

S = sexo, L = linea.

* El estadistico razon de F se utilizé para evaluar los efectos fijos (sexo), y la razon

de verosimilitud se utilizo para evaluar los efectos aleatorios (lineas del DGRP).

5.2.1. Efecto del sexo en tiempo de colapso

En todas las temperaturas de ensayo se encontré una interaccién genotipo-sexo
significativa (Tabla 2S, Anexos), ademas de correlaciones genéticas entre los sexos
(res) inferiores a 1, lo que indica que los sexos no responden de igual forma a los
ensayos térmicos y que existe variacion genética para el dimorfismo sexual en el
DGRP (Tabla 3). Esta interaccion también se observa graficamente en el
entrecruzamiento de lineas en la norma de reaccion en funcién del sexo (Figura 3).
Al descomponer la varianza asociada a la interaccidn genotipo-sexo se observa que
en todas las temperaturas la mayoria de la variacion se debe a la presencia de

efectos pleiotropicos antagonistas (Tabla 3).
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Figura 3. Norma de reaccion del tiempo de colapso en funcién del sexo de 100
lineas del DGRP en las distintas temperaturas experimentales. Cada linea
corresponde a una linea del DGRP, su unién con un punto rojo muestra el tiempo
de colapso promedio para hembras, mientras que su unidon con un punto azul
corresponde al de los machos. Lineas horizontales muestran que ambos sexos
presentan tiempo de tolerancia similar, mientras que lineas con mayor pendiente
muestran diferencias en la tolerancia entre ambos sexos. Para todas las
temperaturas de ensayo se observa un gran entrecruzamiento de lineas, mostrando

gue las lineas responden de forma sexo-dependiente.

Tabla 3. Interaccidn genotipo-sexo para el tiempo de colapso en las distintas

temperaturas experimentales.

Parametro Temperatura
37°C 38°C | 39°C | 40°C
les 0,76 0,85 0,71 0,76
OiH 17,30 12,57 | 5,34 3,04
Om 20,28 12,71 | 5,87 3,23

Varianza por P.A. 82,84 24,08 8,96 2,32
Varianza por D.M 4,45 0,01 0,14 0,02
% por P.A. 94,90 99,96 | 98,46 | 99,20
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res = correlacion genotipo-sexo, o = raiz cuadrada de la varianza entre lineas en
hembras, owv = raiz cuadrada de la varianza entre lineas en machos, P.A. =

pleotropia antagonista, D.M. = diferencia de magnitud.

5.2.2. Efecto de la temperatura en tiempo de colapso

Al analizar todas las temperaturas de forma pareada y separando por sexo, en todos
los casos la tolerancia térmica muestra varianza significativa en la plasticidad
fenotipica, con valores de una interaccion genotipo-temperatura significativos (Tabla
2S, Anexos). Esto es corroborado por valores de correlacion genotipo-temperatura
(reT) inferiores a 1 (Tabla 4) y la norma de reaccion en funcion de la temperatura,
existiendo entrecruzamiento de lineas entre todas las temperaturas experimentales
en ambos sexos (Figura 4). Al descomponer la varianza debido a la interaccién
genotipo-temperatura en todos los pares analizados no se observaron patrones
claros, con un porcentaje explicado por diferencia de magnitud entre las

temperaturas y otro por efectos pleiotrépicos antagonistas (Tabla 4).
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Figura 4. Norma de reaccién del tiempo de colapso en funcién de las
temperaturas experimentales para hembras (A) y machos (B) de 100 lineas del
DGRP. Cada linea corresponde a una linea del DGRP y los puntos de colores
corresponden a la resistencia promedio de la linea en cada temperatura. Lineas del
DGRP que se entrecruzan muestran que la tolerancia depende de la temperatura
del ensayo, mientras que lineas del DGRP que no se entrecruzan mantienen su
tolerancia entre las temperaturas de ensayo (mantienen su posicion de ser las

menos 0 mas tolerantes).
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Tabla 4. Interaccion genotipo-temperatura para el tiempo de colapso en ambos

sexos.

Sexo Parametro Temperaturas (*C
37-38 | 37-39 | 37-40 | 38-39 | 38-40 | 39-40
T 0,63 0,21 0,02 0,53 0,18 0,64
OoLm1 17,30 | 17,30 | 17,30 | 12,57 | 12,57 | 5,34
Hembras O 12,57 5,34 3,04 534 | 3,04 3,04
Varianza por P.A. | 79,63 | 72,99 | 51,36 | 31,48 | 31,24 | 5,92
VarianzaporD.M | 11,19 | 71,44 | 101,65 | 26,08 | 45,39 2,66
% por PA 87,68 | 50,54 | 33,57 | 54,69 | 40,77 | 69,04
et 0,73 0,30 0,10 0,65 0,29 0,65
oLm 20,28 | 20,28 | 20,28 | 12,71 | 12,71 | 5,87
Machos O 12,71 5,87 3,23 5,87 3,23 3,23
Varianza por P.A. | 70,03 | 83,25 | 58,75 | 25,80 | 29,18 | 6,57
Varianza por D.M | 28,68 | 103,78 | 145,32 | 23,34 | 44,88 | 3,49
% por PA 70,94 | 44,51 | 28,79 | 52,50 | 39,40 | 65,34

ret = correlacion genotipo-temperatura, oLr1 = raiz cuadrada de la varianza entre
lineas en temperatura Ti, o.t2 = raiz cuadrada de la varianza entre lineas en

temperatura T2, P.A. = pleotropia antagonista, D.M. = diferencia de magnitud.

5.3. Analisis de variantes y genes

Para ambas variables de tolerancia térmica se determind un valor de P < 107 en
base a los graficos cuantil-cuantil obtenidos (Figuras 1S y 2S, Anexos). Asi, de un
total de 1.939.762 variantes con un MAF > 0,05, se obtuvieron 76 variantes
candidatas asociadas significativamente a CTmax (Tabla 3S, Anexos), las que se
distribuyeron a lo largo de todo el genoma, con excepcién del cromosoma 4, y con
una mayor concentracion en los brazos cromosémicos 3L y 3R (Figura 5). El 56,4%
de las variantes se ubicaron en regiones intronicas, el 1,3% en la regién 5’UTR, el
5,1% en la regién 3'UTR, el 12,8% rio arriba del cuerpo del gen, el 15,4% rio abajo
del cuerpo del gen, el 5,1% de variantes sinbnimas, el 2,6% de variantes sinonimas,
y el 1,3% deleciones de codon. El mapeo de estas variantes resulté en 61 genes

candidatos.

Para z se obtuvieron 140 variantes candidatas (Tabla 4S, Anexos), las que se

distribuyeron a lo largo del genoma, con excepcion del cromosoma 4 y con una
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mayor concentracion en el brazo cromosémico 3L y 3R (Figura 6). El 56,6% de las
variantes se ubicaron en regiones intronicas, el 0,7% en la region 5’UTR, el 3,3%
en la region 3'UTR, el 12,5% rio arriba del cuerpo del gen y el 18,4% rio abajo del
cuerpo del gen, el 5,3% de variantes sindnimas, el 2,6% de variantes sinénimas, y
el 0,7% cambios en el marco de lectura. El mapeo de estas variantes resulté en 94
genes candidatos. Entre ambos parametros de tolerancia térmica se compartieron

51 variantes, los que mapearon a 45 genes candidatos (Tablas 3S y 4S, anexos).

.
.

—logso(p)

& RPN ¢ e oe o

2R 3L 3R

Chromosome

Figura 5. Grafico de Manhattan para la asociacion de todas las variantes
genéticas con CTmax para 100 lineas del DGRP. Cada punto corresponde a una
variante genética del genoma de D. melanogaster, ordenadas segun su posicion
cromosomica. El valor en el eje Y de la variante indica su significancia de la
asociacion con CTmax. La linea azul marca el punto de corte de significancia de P =

10y los puntos verdes indican variantes con asociacion significativa con CTmax.
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Figura 6. Grafico de Manhattan para la asociacion de todas las variantes
genéticas con z (sensibilidad térmica) para 100 lineas del DGRP. Cada punto
corresponde a una variante genética del genoma de D. melanogaster, ordenadas
segun su posicion cromosoémica. El valor en el eje Y de la variante indica su
significancia de la asociaciéon con z. La linea azul marca el punto de corte de
significancia de P = 10 y los puntos verdes indican variantes con asociacion

significativa con z.

5.3.1. Ontologia génica de genes candidatos

Mediante el analisis de ontologia génica de los genes candidatos se encontraron
dos procesos bioldgicos significativamente sobrerrepresentados, relacionados a
procesos de desarrollo y sefializacion entre células. En cuanto a componente celular
dos categorias resultaron significativas, relacionadas a membrana plasmatica y

union entre células (Tabla 5 y Tabla 6).
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Tabla 5. Resultado de analisis de enriqguecimiento de ontologia génica de los

genes candidatos (PANTHER Overrepresentation Test).

ID \ Ontologia Geénica \ N° Genes \Esperadol FDR

PROCESOS BIOLOGICOS

GO:0008587 morfogénesis deI' margen qlel ala 5 0.32 6,79E-02

derivada del disco imaginal

G0:0007267 Sefializacion célula-célula 10 1,83 6,62E-02
COMPONENTE CELULAR

G0:0030054 Union celular 12 2,7 7,88E-03

G0:0005886 Membrana plasmatica 25 8,64 5,08E-04

Tabla 6. Genes correspondientes a cada categoria de ontologia génica

significativamente sobrerrepresentada.

Ontologia génica (ID)

G0:0008587 | GO:0007267 | GO:0030054 | GO:0005886
Sl Fife Fife Tmhs
mam nAChRalpha5 | nAChRalpha5 Fife
sgg cac cac nAChRalphab

Hs6st Syx6 stan cac

DI Grik kek6 stan

- sl Syx6 mgl

- CDase Grik kek6

- mam CG42286 Syx6

- Shal bbg Grik

- DI sgg CG32638

- - shot CG42286

- - DmelCG17716 kmr

- - - Shal

- - - KCNQ

- - - Osil6

- - - Tsp3A

- - - pbl

- - - S99

- - - Eip63E

- - - DI

- - - Ac76E

- - - robo3

- - - Indy

- - - CG17716

- - - TSp66E
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5.3.2. Tamafo del efecto y frecuencia de las variantes

El tamafio del efecto de las variantes encontradas se grafica en la Figura 7, valores
positivos del tamafo del efecto indican que el alelo menor disminuye el CTmax Y
aumenta la sensibilidad (ya que se calcula a partir de la diferencia fenotipica del
alelo mayor menos el alelo menor), mientras que valores negativos indican que el
alelo menor aumenta CTmax y disminuye la sensibilidad térmica. Se observa que
para CTmax la mayoria de las variantes presentaron un tamafio del efecto negativo
(moscas homocigotas para el alelo menor presentan mayor CTmax que las moscas
homocigotas para el alelo mayor), mientras que para z todas las variantes tuvieron
un efecto negativo (moscas homocigotas para el alelo menor presentan un mayor z
gue las moscas homocigotas para el alelo mayor, por lo tanto, son menos sensibles
al aumento térmico). Sélo dos variantes tuvieron un efecto negativo sobre el paisaje
de tolerancia térmica (menor CTmax Y mayor sensibilidad), un SNP ubicado en el
brazo 3R que mapea al gen rdx y un SNP ubicado en el cromosoma X que ho mapea
a ningun gen conocido. El efecto fenotipico de estas variantes sobre CTmax Y Z Se
puede observar en la Figura 8 y Figura 9, respectivamente. En la Figura 7 ademas
se muestra la frecuencia del alelo menor (MAF), mostrando que el efecto de las
variantes fue inversamente proporcional a la MAF, en consecuencia, alelos con un
gran efecto sobre los parametros de tolerancia térmica presentan una baja
frecuencia en las lineas del DGRP estudiadas.
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Tamano del efecto

Frecuencia de alelo menor

Alelo menor Alelo menor
aumenta CT,,, disminuye CT,,.,
Alelo menor disminuye Alelo menor aumenta
la sensibilidad la sensibilidad

Figura 7. Frecuencia del alelo menor contra el tamafio del efecto de las
variantes significativamente asociadas con CTmax Y z. El eje X muestra el
tamafo del efecto. Para CTmax, valores negativos indican que el alelo menor
aumenta la tolerancia térmica, mientras que para z valores negativos indican que el
alelo menor disminuye la sensibilidad. El eje Y muestra la frecuencia del alelo menor

de las variantes.
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Figura 8. Efecto de algunas variantes significativamente asociadas con el

fenotipo de CTmax. Cada grafico muestra la distribucion de CTmax de moscas

homocigotas para el alelo mayor (0) y de moscas homocigotas para el alelo menor

(2) para algunas de las variantes con un mayor tamafo del efecto, identificadas en

los analisis GWAS. Titulo del eje X muestra el nombre de la variante y el gen al que

mapea. Numeros de las esquinas superior derecha muestran el tamafio del efecto

(superior) y el valor de significancia de la variante (inferior).
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Figura 9. Efecto de algunas variantes significativamente asociadas con el
fenotipo de Z. Cada grafico muestra la distribucion de Z de moscas homocigotas
para el alelo mayor (0) y de moscas homocigotas para el alelo menor (2) para
algunas de las variantes con un mayor tamafo del efecto, identificadas en los
andlisis GWAS. Titulo del eje X muestra el nombre de la variante y el gen al que
mapea. Numeros de las esquinas superior derecha muestran el tamafio del efecto

(superior) y el valor de significancia de la variante (inferior).

5.3.3. Variantes sexualmente antagénicas

Tanto para CTmax cOMo z, las lineas del DGRP presentaron poca dispersion en el
eje del indice de antagonismo sexual comparado con la dispersién presente en el
eje del indice de concordancia sexual, indicando que los sexos suelen responder
mas de forma concordante que antagonista (la tolerancia térmica disminuye o
aumenta para ambos sexos) (Figura 3S y 4S, Anexos). De todas formas, al realizar
analisis GWAS sobre los indices de antagonismo sexual de CTmax ¥ Z Se
encontraron variantes significativamente asociadas. Para CTmax Se obtuvieron 16
variantes significativamente asociadas, con una mayor concentracién en los brazos
cromosomicos 3L y 3R (Figura 5S, Anexos). El 76,5% de las variantes se ubicaron

en regiones intronicas, el 11,8% en regiones exonicas, el 5,9% de variantes
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sindnimas y el 5,9% de variantes sindnimas. El mapeo de estas variantes resulto en

15 genes candidatos.

Para z se obtuvieron 9 variantes candidatas, la mayoria ubicada en el brazo
cromosomico 3R (Figura 5S, Anexos). El 58,3% de las variantes se ubicaron en
regiones intronicas, el 8,3% en regiones exoénicas, al igual que las variantes
sinénimas y no sinénimas, y el 16,7% ubicadas rio arriba del cuerpo del gen. Estas
variantes mapearon a 12 genes candidatos, debido a que algunas variantes
mapearon a mas de un gen. Entre los indices de antagonismo sexual para CTmax Y

z se compartieron 7, las que mapearon a 8 genes candidatos en comun.

La mayoria de las variantes significativamente asociadas con el indice de
antagonismo sexual de CTmax Y Z presentaron un tamafo de efecto positivo, lo que
indica que los genotipos homocigotos para alelo menor aumentan la tolerancia
térmica en machos (aumentan CTmax Y disminuyen la sensibilidad) y la disminuyen
en las hembras, mientras que sélo algunas variantes presentaron un efecto contrario
(Figura 10). El efecto de las variantes fue inversamente proporcional a la frecuencia
del alelo menor, con tamafos del efecto que no superaron la magnitud de 0,57,
independiente de la direccion del efecto. El efecto fenotipico de las variantes
sexualmente antagonicas sobre CTmax Y Z Se muestra en la Figura 11 y Figura 12,
respectivamente. En estas figuras se observa que variantes con un efecto positivo
aumentan CTmax Y Z en machos y lo disminuyen en hembras, mientras que variantes

con un efecto negativo aumentan CTmax Y Z en hembras y lo disminuyen en machos.
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Figura 10. Efecto las variantes significativamente asociadas con el indice de
antagonismo sexual de CTmax en ambos. El eje X muestra el tamafio del efecto.
Para CTmax, valores negativos indican que el alelo menor aumenta CTmax en las
hembras pero lo disminuye en machos, y positivos que lo contrario. Para z, valores
negativos indican que el alelo menor disminuye la sensibilidad en las hembras (z
mas grandes) pero la aumenta en los machos (z mas pequefios) y positivos lo

contrario. El eje Y muestra la frecuencia del alelo menor de las variantes.
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Figura 11. Efecto las variantes significativamente asociadas con el indice de
antagonismo sexual de CTmax en ambos sexos. Cada grafico muestra la
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distribucion del indice de antagonismo sexual de CTmax para machos (M) y hembras
(H) de moscas homocigotas para el alelo mayor (0) y de moscas homocigotas para
el alelo menor (2) en las variantes identificadas en los analisis GWAS. Titulo del eje
X muestra el nombre de la variante y el gen al que mapea. Niameros de las esquinas
superior derecha muestran el tamafio del efecto (superior) y el valor de significancia

de la variante (inferior).
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Figura 12. Efecto las variantes significativamente asociadas con el indice de
antagonismo sexual de z en ambos sexos. Cada grafico muestra la distribuciéon
del indice de antagonismo sexual de z para machos (M) y hembras (H) de moscas
homocigotas para el alelo mayor (0) y de moscas homocigotas para el alelo menor
(2) en las variantes identificadas en los andalisis GWAS. Titulo del eje X muestra el

nombre de la variante y el gen al que mapea. NUmeros de las esquinas superior
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derecha muestran el tamafo del efecto (superior) y el valor de significancia de la

variante (inferior).

6. DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el paisaje de tolerancia
térmica presenta varianza fenotipica en D. melanogaster, la cual posee un
componente genético que puede ser cuantificado e identificado mediante andlisis
genéticos cuantitativos y gendmicos. Ademas, existen importantes interacciones
gue afectan la tolerancia térmica exhibida por los organismos, en las que se incluyen
interacciones con el ambiente, como la temperatura de exposicién, e interacciones
con el contexto biolégico del organismo, como su sexo. Todos estos componentes
lograron ser estudiados utilizando la herramienta del DGRP, por lo que es un
recurso importante para identificar los mecanismos genéticos asociados al potencial
evolutivo de poblaciones ectotermos a los cambios provocados por el cambio

climético.

6.1. Potencial evolutivo del paisaje de tolerancia térmico

Las estimaciones de heredabilidad en sentido amplio, tanto del tiempo de colapso
como de los parametros de temperatura critica maxima y sensibilidad térmica,
fueron mayores a 0,5 en todos los casos, lo que indica que estos rasgos podrian
evolucionar frente a procesos selectivos térmicos, teniendo en consideracién que
corresponden a una sobreestimacion de los valores de heredabilidad en sentido
estricto. Estas estimaciones resultan ser particularmente altas si se comparan con
las descritas en estudios anteriores que utilizan el DGRP (H2=0,14 (Rolandi et al.,
2018); H2=0,29 (Lecheta et al., 2020)), diferencias que se puede deber a que ambos
estudios utilizaron ensayos dinamicos. Recientemente, Logan & Cox (2020)
realizaron una revision bibliografica de estudios que reportan la heredabilidad de los
rasgos térmicos en animales ectotermos, encontrando gran variacion en las

estimaciones, con un promedio de H2 = 0,33 £ 0,19 considerando estudios en D.
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melanogaster y la hormiga Temnothorax curvispinosus. Esta variacion también se
observo en las estimaciones de heredabilidad en sentido estricto, con promedio de
h2 = 0,21 + 0,14, considerando numerosos artropodos, peces y réptiles. Tomando
en cuenta que diferentes especies habitan ambientes con diferentes niveles de
variacion térmica, y también que existen diferencias metodoldgicas entre estudios,
es esperable la gran variacion observada en las estimaciones de heredabilidad en
la literatura. De igual forma, algunos estudios indican que la tolerancia térmica tiene
una limitada capacidad evolutiva (Kellermann et al., 2012; Kelly et al., 2012),
mientras que otros respaldan lo contrario (Folk et al., 2006; Geerts et al., 2015;
Logan & Cox, 2020). Los resultados de este trabajo indican que los parametros del
paisaje de tolerancia térmica presentan alta heredabilidad, por lo tanto, apoyan la
idea de que las poblaciones de ectotermos tendrian el potencial de evolucionar
frente a cambios térmicos en su ambiente. Esto es respaldado por experimentos
evolutivos en laboratorio en donde organismos expuestos a seleccion térmica sufren
cambios evolutivos rapidos de sus limites térmicos (Hangartner & Hoffmann, 2016;
Mesas et al., 2021; Sambucetti et al., 2010).

La heredabilidad, los coeficientes de variacion genética y los coeficientes de
variacion ambiental fueron similares en las 4 temperaturas de ensayo, aun cuando
el ensayo mas largo (37°C) fue en promedio 4-5 veces mas largo que los ensayos
mas cortos (40°C). Esto pareciera contradecir lo descrito en trabajos anteriores que
plantean que en ensayos mas largos tienden a incrementar el efecto de variables
experimentales confundentes que aumentan la variabilidad ambiental, obteniéndose
menores estimaciones de heredabilidad (Mitchell & Hoffmann 2010; Overgaard et
al. 2011). Sin embargo, Rezende et al. (2011) describe que el efecto de la
desecacion e inanicion tiene un efecto importante sobre la tolerancia térmica cuando
los ensayos sobrepasan los 140 minutos, por lo que todos los ensayos realizados
en este trabajo podrian ser considerados como de corta duracion (los ensayos mas
largos duraron en promedio 95 minutos), existiendo una baja influencia de estas
variables confundentes. El tiempo de colapso presentd interaccion genotipo-
ambiente (GXxE) significativa, por ende, los genotipos responden de diferente forma

al desafio térmico dependiendo de la temperatura de exposicion. Esta variacion en
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la plasticidad fenotipica podria contribuir a la adaptacién de las poblaciones a los
cambios térmicos del ambiente, ya que diferentes genotipos presentaran un mejor
desempefio segun condiciones térmicas locales, aportando a la mantencion la

diversidad genética en las poblaciones naturales.

En cuanto a las estimaciones de CTmax €S importante mencionar que se obtuvieron
valores superiores a lo descrito en trabajos previos, en especial en los machos
donde algunas lineas superaron los 50°C. Trabajos que estimaron CTmax €n el
DGRP mediante ensayos dinamicos indican valores menores a 41,5°C (Lecheta et
al., 2020; Rolandi et al., 2018), mientras que en D. subobscura se reportan valores
menores a 41°C (Castafieda et al., 2015). Estas diferencias se pueden deber en el
primer caso a que se determind CTmax Mediante otro tipo de ensayos, y en el
segundo a que la especie estudiada fue diferente. Los resultados de este trabajo
tienen mas concordancia con lo reportado por Jgrgensen et al. 2021, con tiempos
de colapso similares a las temperaturas de 38°C y 40°C. Estos mismos autores
advierten que la estimacién por extrapolacion de CTmax al punto en donde las
moscas colapsan al minuto de exposicion podria no ser del todo correcta, debido a
gue esta estimacion depende de que se mantenga la relacién lineal entre el tiempo
de colapso y la temperatura de exposicibon mas alla de los rangos térmicos
ensayados. Considerando que los ensayos a 40°C duraron en promedio 21,6
minutos, aun queda un amplio rango de temperaturas que no fueron ensayadas
para alcanzar el CTmax (colapso a 1 minuto). Por lo tanto, es probable que si se
extiende el rango de temperaturas se puedan obtener mejores estimaciones de
CTmax, lo cual deberia ser considerado en futuros estudios del paisaje de tolerancia

térmica.

6.2. Variantes y genes asociados al paisaje de tolerancia térmica

Se identificd una gran cantidad de variantes que estarian afectando los parametros
del paisaje de tolerancia térmica, observandose que el mayor porcentaje de las
variantes candidatas se ubican en regiones no codificantes, como intrones y

regiones UTR. Estas variantes podrian afectar procesos regulatorios de la expresion
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génica y procesos de splicing alternativo, lo que podria estar afectando de diversas
maneras la tolerancia térmica de las moscas. Las categorias que mas estuvieron
sobrerrepresentadas en los andlisis de ontologia génica se relacionan a procesos
que se desarrollan en la periferia celular, como la comunicacién entre células, en
donde destacan algunos genes que participan en procesos sinapticos, como el gen
nAChRalpha5 que codifica subunidades de receptores nicotinicos de acetilcolina
(Lansdell et al., 2012), Fife que promueve la liberacion de neurotransmisores
(Bruckner et al., 2012), Syx6 que se cree es un componente integral de vesiculas
sinapticas (Gaudet et al., 2011), y cac que codifica parte de los canales de calcio
activados por voltaje de zonas presinapticas (Chang et al., 2014). El mapeo de estos
genes podria indicar que la capacidad motora de las moscas incide en la variacion
observada en los parametros de CTmaxy Z, Y que las variantes observadas en estos
genes podrian afectar como las moscas responden al estimulo térmico del
ambiente. También se destacd una categoria relacionada al desarrollo de las
moscas, entre los que destacan los genes mam, que codifica a un activador
transcripcional de la via de sefalizacion Notch (Gomez-Lamarca et al., 2018), DI
gue también participa de la via Notch (Ahimou et al., 2004), y sgg que participa en
la via de sefalizacion candnica de Wnt (Miech et al., 2008). De los genes candidatos
encontrados, solo el gen fid posee antecedentes de afectar directamente la
tolerancia térmica, el cual codifica una proteina que participa en la resistencia
térmica durante la etapa larval de Drosophila (Honjo et al., 2016). Por lo tanto, es
posible que variantes en genes que participan durante el desarrollo de las moscas
puedan condicionar la capacidad térmica de los adultos. Si bien ninguno de los
genes encontrados concuerdan con trabajos anteriores que estudiaron la tolerancia
térmica con ensayos dinamicos en el DGRP (Lecheta et al., 2020; Rolandi et al.,
2018), las categorias funcionales son las mismas (desarrollo, sefalizacion),
apoyando la idea de que las variantes que explican la varianza en procesos de
tolerancia térmica actuarian durante el desarrollo, afectando la capacidad fisiologica

para soportar estresores térmicos en etapas posteriores del ciclo de vida.

La mayoria de las variantes se asociaron de manera positiva con el paisaje de

tolerancia térmica, aumentando la temperatura critica maxima y disminuyendo la
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sensibilidad térmica, ademas de existir una relacion inversamente proporcional
entre el tamafo del efecto y la frecuencia del alelo menor. Este patrén en los
polimorfismos fue descrita por Lecheta et al. (2020) para CTmax determinado con
ensayos estaticos, ademas de coincidir con otros fenotipos descritos para el DGRP
(MacKay et al., 2012; Weber et al., 2012). Esto siguiere que estos alelos estan bajo
seleccion en las poblaciones naturales, ya que las variantes que afectan
negativamente el paisaje de tolerancia térmica estarian siendo eliminadas
rapidamente de la poblacion mediante seleccion purificadora, debido a que se
relacionan negativamente con la tolerancia y la adecuacion biolégica de los
individuos de la poblacion original. Por otra parte, los alelos que tienen un gran
efecto positivo estan presentes en baja frecuencia, lo que puede indicar que estos
alelos aumentan rapidamente su frecuencia en la poblacion pasando a ser el alelo
mayor mediante seleccion positiva, 0 que estan bajo seleccion purificadora al
relacionarse negativamente con otro rasgo de la adecuacion biolégica (Barton &
Keightley, 2002). Tomando en cuenta que ambos parametros del paisaje de
tolerancia térmica se encuentran correlacionados, y que por lo tanto comparten
muchas de las variantes y genes candidatos, es esperable que tanto la temperatura
critica maxima y la sensibilidad térmica evolucionen de manera conjunta en las

poblaciones.

De forma similar a trabajos anteriores (Lecheta et al., 2020; Rolandi et al., 2018), no
se encontraron genes relacionados a las HSP para explicar la variabilidad genética
presente en el paisaje de tolerancia térmica de las lineas del DGRP. Las proteinas
de la familia de las HSP poseen una secuencia y estructura muy conservada en la
naturaleza (Desai et al., 2010), siendo probable que la poblacién del DGRP presente
baja variabilidad genética en los genes codificantes de estas proteinas. Por ello,
aungue estos genes sean sobrexpresados durante los desafios térmicos, variantes
en estos genes no estarian explicando la variabilidad observada en el paisaje de

tolerancia térmico.
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6.3. Dimorfismo y antagonismo sexual del paisaje de tolerancia térmica

Numerosos trabajos han estudiado la tolerancia térmica del género Drosophila
mediante ensayos estaticos, llegando a diferentes resultados sobre si existe una
diferencia en la tolerancia entre hembras y machos. Algunos autores no encontraron
diferencias significativas entre los sexos (Van Heerwaarden, Malmberg, et al.,
2016), mientras que otros indican mayores tiempos de colapso para las hembras
(Mitchell & Hoffmann, 2010), y otros una mayor tolerancia en machos mediante
ensayos dindmicos (Lecheta et al., 2020) y estéticos a multiples temperaturas
(Castarieda et al., 2015). Los resultados de estos estudios cobran sentido si se
considera que muchos de ellos solo realizaron ensayos a una temperatura estatica,
y como se pudo observar en el trazado de curvas TDT y en los modelos lineales,
los resultados dependeran directamente de la temperatura utilizada para realizar los
ensayos, ya que el paisaje de tolerancia térmica de los sexos difiere. Si se realizan
ensayos estaticos a temperaturas estresantes leves (<37°C) las hembras
presentaran un mayor tiempo de resistencia que los machos, mientras que si se
utilizan temperaturas extremas (>40°C) los machos tendran un mejor desempefio.
Incluso en algunas temperaturas puede que no se encuentren diferencias si el
tamafo de lineas analizadas es pequefio, como a los 38°C en donde el efecto del
sexo tuvo el menor nivel de significancia, que es ademas una de las temperaturas
mas utilizada para realizar los ensayos estaticos (Blackburn et al., 2014; Castafieda
et al., 2019; Mitchell & Hoffmann, 2010; Van Heerwaarden, Malmberg, et al., 2016).
Por lo tanto, es importante considerar la temperatura de ensayo si se quiere estudiar

le dimorfismo sexual de la tolerancia térmica.

Las diferencias que existen en el paisaje de tolerancia térmica entre los sexos
podrian tener importantes repercusiones en las poblaciones naturales. El cambio
climatico genera cambios térmicos asociados a dos ejes principales que ejercen
presiones selectivas diferentes, por un lado genera un incremento de la temperatura
promedio global, y por otro genera un aumento en la variabilidad térmica mediante
eventos extremos mas frecuentes (Angilletta, 2009). Considerando este contexto,
las hembras tendrian una mejor capacidad adaptativa al primer componente, dado

su mayor capacidad de resistencia a temperaturas estresantes leves. En cambio,
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los machos se podrian adaptar mejor a condiciones térmicas mas variables dada su
menor sensibilidad térmica y mejor resistencia a temperaturas extremas. Por lo
tanto, el dimorfismo sexual observado en el paisaje de tolerancia térmica puede ser
producto de la forma en que las diferentes presiones selectivas térmicas actian

sobre los sexos.

Los andlisis genéticos cuantitativos mostraron que la variacion en la interaccion GxS
se debe casi en su totalidad a efectos pleiotrépicos antagonistas, lo cual resulta
importante ya que se ha descrito que la presencia de alelos sexualmente
antagonicos contribuye a la mantencion de la diversidad genética en diversas
poblaciones animales (Berger et al., 2014; Chippindale et al., 2001; Svensson et al.,
2009). Esto se corrobor6 mediante los analisis GWAS sobre los indices de
antagonismo sexual, los que indicaron que el dimorfismo sexual del paisaje de
tolerancia térmica posee variantes sexualmente antagonicas. Es importante
mencionar que los andlisis GWAS realizados sobre los indices de antagonismo
sexual no necesariamente detectan soélo variantes sexualmente antagonicas, sino
que también pueden haber detectado variantes limitadas al sexo (variantes en
genes autosémicos que tienen efecto en sélo uno de los sexos, sin penetrancia en
el otro) (Ruzicka et al., 2019). Sin embargo, al analizar el valor fenotipo de cada
sexo para cada una de las variantes en la mayoria de los casos al cambiar el alelo
aumenta el promedio fenotipico en un sexo y en el otro disminuye, evidenciando su

efecto antagonista.

Las variantes asociadas al indice de antagonismo sexual mapearon a genes que en
Su mayoria participan en procesos similares a los encontrados en los GWAS de
CTmax Y 2z, incluidos procesos de sefalizacion y desarrollo, en su mayoria
cumpliendo funciones en la periferia celular. Entre ellos destacan Ten-a, codificante
de una proteina transmembranal que participa en la sinapsis del sistema
neuromuscular (Mosca et al., 2012), y Pgant35A, enzima que participa en diversos
procesos de modificaciones proteicas que son esenciales durante el desarrollo (Ten
Hagen & Tran, 2002). Algunos de los genes candidatos cumplen funciones
especificas para uno de los sexos, como larp que codifica una proteina involucrada

en la regulacion de la expresion génica al interactuar con colas poly(A) y que en
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machos participa en la meiosis (Ichihara et al., 2007), y hdly que participa en
hembras disminuyendo su susceptibilidad al cortejo post apareamiento (Findlay et
al., 2014). El proceso mediante el cual las variantes en estos genes son
sexualmente antagdnicas al paisaje de tolerancia térmico resulta complejo de
comprender sin experimentos disefiados especificamente para ello, pero es
probable que afecten rasgos sexo-especificos que estén correlacionados a la
temperatura critica maxima y tolerancia térmica. Resulta interesante que la mayoria
de las variantes sexualmente antagonistas aumenten el CTmax Y disminuyan la
sensibilidad en machos, mientras que tienen un efecto contrario en hembras. Esto
ayuda a entender el marcado dimorfismo sexual en el paisaje de tolerancia térmica
de las moscas, donde estas variantes antagonistas estarian contribuyendo a que
los machos presenten mayores CTmax Y una menor sensibilidad térmica que las

hembras.

7. CONCLUSIONES

El DGRP es una herramienta efectiva para estudiar las bases genéticas del paisaje
de tolerancia térmica por medio de andlisis genéticos cuantitativos y analisis de

asociacién a lo ancho del genoma.

La resistencia térmica, medida como el tiempo de colapso, y los pardmetros del
paisaje de tolerancia térmica presentan heredabilidades altas y significativas, por lo

gue son rasgos que podrian evolucionar frente al calentamiento global.

El tiempo de colapso presenta plasticidad fenotipica en diferentes temperaturas de
ensayo, ademas de interaccién genotipo-ambiente significativa, lo que deberia
contribuir a la capacidad adaptativa de las poblaciones de D. melanogaster al
calentamiento global.

La variabilidad existente en el paisaje de tolerancia térmica esta asociada a
variantes que en su mayoria se encuentran en regiones no codificantes de los

genes, afectando procesos de expresion génica.
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Los genes que explican la variabilidad del paisaje de tolerancia térmica estarian
participando el desarrollo y fisiologia de las moscas, lo que estaria condicionando

su capacidad para soportal el estrés térmico.

La mayoria de las variantes se asocian de manera positiva con el paisaje de
tolerancia térmica, evidenciando seleccion purificadora sobre variantes que afectan
negativamente a la tolerancia, y procesos de seleccidon sobre variantes que la

favorecen.

El paisaje de tolerancia térmica presenta dimorfismo sexual, donde las hembras son
capaces de soportar mas tiempo temperaturas estresantes leves, mientras que los
machos soportan mejor las temperaturas extremas. Esto les permitiria a las
hembras adaptarse mejor al aumento de las temperaturas promedio, mientras que

le permitiria a los machos adaptarse mejor a aumento en la variacion térmica.

La presencia de variantes sexualmente antagonistas estaria explicando en parte el
dimorfismo sexual del paisaje de tolerancia térmica, por lo que la variabilidad
genética de la tolerancia térmica se podria mantener en las poblaciones por medio

de la reproduccion sexual.
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9. ANEXOS

Tabla 1S. Estimaciones de CTmax Y z para las 100 lineas del DGRP estudiadas,

separadas por sexo.

Linea CTmax z
DGRP Machos | Hembras | Promedio | Machos | Hembras | Promedio
28 45,3 45,3 45,3 4,3 4,2 4.3
40 45,4 44,1 44.8 4,1 3,4 3,8
41 47,2 45,1 46,1 6,1 4.6 5,3
45 45,4 44.5 44.9 4.5 3,9 4,2
59 47,9 46,0 47,0 5,8 4.4 5,1
69 49,0 47,6 48,3 6,9 5,5 6,2
75 45,0 44,6 44,8 3,9 3,6 3,7
83 47,1 45,2 46,2 6,4 4.4 5,4
85 46,0 44,8 454 4.7 3,9 4.3
91 45,8 45,2 45,5 4,2 4.0 4.1
93 47,3 47,0 47,2 5,8 5,6 5,7
101 46,2 447 455 4.6 3,8 4.2
105 47,1 45,4 46,3 5,5 4.4 4.9
109 45,6 44,9 45,2 4,2 3,8 4.0
136 45,9 45,5 45,7 4.4 4.4 4.4
142 48,8 46,8 47,8 6,2 5,0 5,6
149 48,2 46,0 47,1 5,9 45 5,2
153 48,6 48,6 48,6 6,8 6,6 6,7
161 44,8 44 4 44,6 4.1 4.0 4.0
181 47,9 46,1 47,0 5,8 4.7 5,2
189 48,5 46,0 47,2 5,9 45 5,2
195 48,3 45,7 47,0 6,2 45 5,3
208 47,5 47,2 47,3 5,1 5,0 5,0
217 47 4 45,1 46,3 5,8 4.3 5,0
228 46,9 46,4 46,6 5,1 4,8 4,9
239 46,7 45,4 46,0 5,4 4.4 4,9
303 46,8 43,6 45,2 5,4 3,5 45
304 45,1 44,1 44.6 4,1 3,3 3,7
306 46,1 43,4 44,8 4.8 3,2 4.0
307 53,3 50,6 52,0 10,0 8,1 9,0
313 48,4 46,4 47,4 6,1 4.8 5,5
315 48,1 45,1 46,6 5,9 4.0 5,0
318 48,5 45,9 47,2 6,4 4.6 5,5
319 50,8 47,7 49,3 8,6 6,1 7,4
321 47,0 45,8 46,4 5,3 4.6 5,0
324 47,0 46,8 46,9 5,2 4.9 5,1
335 49,7 45,7 47,7 7,1 4.4 5,7
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Linea CTmax z

DGRP Machos | Hembras | Promedio | Machos | Hembras | Promedio
336 53,3 46,0 49,7 9,9 5,0 7,4
338 49,7 47,1 48,4 6,9 52 6,0
350 46,7 47,2 47,0 5,2 5,4 5,3
357 455 45,1 45,3 4.4 4,2 4.3
362 51,7 46,2 48,9 8,4 4,6 6,5
365 48,0 44,9 46,4 5,8 3,9 4.8
375 45,2 44.9 45,1 4,2 4.0 4,1
379 50,0 45,7 47,8 7,0 4.4 5,7
380 47,6 44,8 46,2 5,4 3,8 4,6
383 46,7 45,8 46,2 4.8 4.2 45
385 46,6 45,7 46,1 5,4 4.8 5,1
386 46,2 44,2 45,2 4,6 3,5 4,0
392 49,0 47,4 48,2 7,2 5,6 6,4
399 51,1 46,9 49,0 7,7 5,2 6,4
426 48,6 47,3 47,9 6,3 5,7 6,0
427 45,0 45,2 45,1 4,2 4,2 4,2
437 47,1 45,8 46,4 5,0 4.3 4.7
443 51,9 46,8 49,3 8,5 5,1 6,8
486 47,7 45,5 46,6 5,5 41 4,8
491 46,7 45,0 45,9 4.8 3,8 4.3
492 46,5 45,3 45,9 4.9 4,1 4.5
509 49,3 46,3 47,8 6,5 47 5,6
513 46,5 43,4 44,9 5,1 3,4 4.2
517 46,5 45,7 46,1 5,0 4,6 4.8
535 45,2 44,3 44,7 4.0 3,5 3,7
555 45,3 45,0 45,1 4,0 3,9 3,9
563 46,7 46,2 46,5 47 4.3 45
584 44.9 44,3 44,6 3,7 3,5 3,6
589 46,2 448 45,5 4,9 4.0 4.4
703 47,7 44,2 45,9 5,5 3,5 45
707 49,1 48,5 48,8 7,0 6,6 6,8
712 46,7 45,2 45,9 5,3 4.4 4.8
714 46,4 45,3 45,8 4,7 4,3 4.5
716 46,9 45,7 46,3 4.9 4.2 45
721 44,9 45,0 44,9 3,8 4.0 3,9
732 45,7 45,0 45,4 4,2 3,9 4,1
737 46,9 46,1 46,5 5,3 4.7 5,0
738 48,1 46,7 47,4 5,8 4,7 5,3
757 46,3 44,2 45,3 4.9 3,5 4.2
765 49,1 46,1 47,6 6,4 4.4 54
774 50,4 44,9 47,7 6,7 3,7 52
776 45,8 43,5 44,6 4.9 3,4 4.2
787 45,3 44,6 44,9 3,9 3,5 3,7
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Linea CTmax z

DGRP Machos | Hembras | Promedio | Machos | Hembras | Promedio
799 45,7 45,3 45,5 4.7 4.7 4,7
801 50,5 46,2 48,3 7,3 4,5 5,9
802 46,6 455 46,0 45 3,9 4.2
810 47,0 45,3 46,1 5,0 4,0 45
812 45,2 44.6 44.9 4,1 3,9 4,0
820 44,6 46,0 45,3 4.1 4,7 4.4
822 47,6 44.9 46,2 5,8 3,8 4,8
843 46,6 45,6 46,1 5,3 4.6 4.9
850 475 44,6 46,0 5,7 3,8 4.7
852 49,4 46,9 48,1 7,0 5,3 6,1
857 46,9 45,4 46,2 5,1 4.1 4.6
859 46,3 46,3 46,3 4.8 4.7 4.7
861 46,0 45,2 45,6 4.6 4.2 4.4
882 46,7 44,2 45,4 5,4 3,6 45
884 46,9 46,1 46,5 5,2 4.6 4.9
890 45,9 454 45,6 4.6 4,1 4.4
897 45,8 44,7 45,3 4.3 3,8 4,1
900 46,6 45,2 45,9 4.8 4.1 45
907 46,7 45,5 46,1 4.9 4,2 4.6
913 46,9 45,2 46,1 4.8 3,9 4.4
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Tabla 2S. Resultados de los modelos lineales mixtos realizados sobre los

datos de tiempo de colapso.

Andlisis Fuente  df Estadistico* P Varianza H?2
S 1 41,27 4,66E-09 Fijo 0,61
T 3 1275,30 < 2,2e-16 Fijo
B 11 1,71 0,08493 Fijo
SxT 3 98,41 < 2,2e-16 Fijo
Modelo L 1 53,07 320E-13 51,55
completo
SxL 1 6,88 0,00874 5,45
TxL 1 139,04 < 2,2e-16 62,09
SxTxL 1 122,69 < 2,2e-16 24,06
Error - - - 90,62
T 3 1318,10 < 2,2e-16 Fijo 0,57
B 11 2,27 0,01725 Fijo
Hembras L 1 42,40 7,42E-11 47,13
TxL 1 480,75 < 2,2e-16 84,44
Error - - - 98,27
T 3 757,34 < 2,2e-16 Fijo 0,65
B 11 1,06 0,4061 Fijo
Machos L 1 66,68 3,19E-16 67,75
TxL 1 598,95 < 2,2e-16 87,86
Error - - - 82,96
S 1 108,65 < 2e-16 Fijo 0,59
B 11 1,77 0,07187 Fijo
37° L 1 57,28 3,78E-14 268,38
SxL 1 55,96 7,41E-14 82,97
Error - - - 243,97
B 11 2,27 0,01707 Fijo 0,53
H‘?;";T)as L 1 175,22 220E-16 299,20
Error - - - 266,20
B 11 0,99 0,4654 Fijo 0,65
Mé‘;'l‘)’s L 1 274,67 <22e-16 411,30
Error - - - 221,80
S 1 5,95 0,01652 Fijo 0,65
B 11 1,73 0,08054 Fijo
38° L 1 85,24 < 2,2e-16 134,56
SxL 1 42,03 8,99E-11 23,90
Error - - - 85,64
Hembras B 11 1,92 0,04694 Fijo 0,63
(38°) L 1 254,14 <2,2e-16 157,93
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Andlisis Fuente  df Estadistico* P Varianza H?
Error - - - 93,44
B 1 1,23 0,281 Fijo 0,67
M(Z%rlg’s L 1 300,57 <22e-16 161,45
Error - - - 77,85
S 1 24,08 3,64E-06 Fijo 0,56
B 11 2,33 0,01454 Fijo
39° L 1 45,71 1,37E-11 22,20
SxL 1 60,31 8,09E-15 8,87
Error - - - 24,73
B 11 2,16 0,02361 Fijo 0,52
He(gngtf,r)as L 1 170,23 <2,2e-16 28,56
Error - - - 26,17
B 11 1,76 0,07306 Fijo 0,60
M(%CQQ?S L 1 226,61 <2,2e-16 34,50
Error - - - 23,29
S 1 51,68 1,25E-10 Fijo 0,55
B 11 1,22 0,2884 Fijo
40° L 1 53,59 2,47E-13 7,45
SxL 1 43,07 5,28E-11 2,31
Error - - - 8,13
B 11 1,26 0,2638 Fijo 0,56
He(TOtI,r)aS L 1 196,06 <2216 9,24
Error - - - 7,31
B 11 0,98 0,4665 Fijo 0,54
M&%rlg’s L 1 181,78 <22e-16 10,45
Error - - - 8,95
Hembras T 1 1027,19 < 2e-16 Fijo 0,57
(37°, 38°) B 11 2,24 0,01914 Fijo
L 1 34,22 4,93E-09 148,20
TxL 1 88,83 < 2,2e-16 85,68
Error - - - 179,80
Machos T 1 574,90 <2e-16 Fijo 0,66
(37°, 38°) B 11 1,01 0,4475 Fijo
L 1 54,71 1,39E-13 209,79
TxL 1 100,18 < 2,2e-16 78,29
Error - - - 149,81
Hembras T 1 1651,81 < 2,2e-16 Fijo 0,54
(37°, 39°) B 11 2,46 0,00978 Fijo
L 1 3,08 0,07907 36,13
TxL 1 199,75 < 2e-16 135,61
Error - - - 146,17
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Andlisis Fuente  df Estadistico* P Varianza H?
Machos T 1 815,14 <2e-16 Fijo 0,65
(37°, 39°) B 11 1,03 0,4273 Fijo
L 1 7,21 0,00727 67,36
TxL 1 280,48 < 2,2e-16 156,33
Error - - - 122,53
Hembras T 1 1796,98 < 2e-16 Fijo 0,55
(37°, 40°) B 11 2,20 0,02108 Fijo
L 1 0,04 0,8479 3,84
TxL 1 260,43 <2e-16 162,31
Error - - - 136,74
Machos T 1 955,55 <2e-16 Fijo 0,65
(37°, 40°) B 11 0,99 0,459 Fijo
L 1 0,82 0,3643 21,87
TxL 1 357,95 <2e-16 188,74
Error - - - 115,36
Hembras T 1 499,86 < 2e-16 Fijo 0,61
(38°, 39°) B 11 2,03 0,03419 Fijo
L 1 23,94 9,93E-07 50,68
TxL 1 155,98 < 2,2e-16 44,72
Error - - - 59,80
Machos T 1 407,03 <2e-16 Fijo 0,66
(38°, 39°) B 11 1,27 0,2553 Fijo
L 1 41,52 1,17E-10 64,94
TxL 1 138,86 < 2,2e-16 34,31
Error - - - 50,57
Hembras T 1 652,39 < 2e-16 Fijo 0,63
(38°, 40°) B 11 1,91 0,04871 Fijo
L 1 2,53 0,1117 15,85
TxL 1 310,92 <2e-16 71,23
Error - - - 50,37
Machos T 1 572,55 <2e-16 Fijo 0,67
(38°, 40°) B 11 1,24 0,2717 Fijo
L 1 6,76 0,00932 25,07
TxL 1 311,51 < 2e-16 61,48
Error - - - 43,40
Hembras T 1 367,23 <2e-16 Fijo 0,54
(39°, 40°) B 11 1,88 0,0527 Fijo
L 1 33,19 8,37E-09 12,40
TxL 1 76,24 < 2,2e-16 7,11
Error - - - 16,74
Machos T 387,31 <2e-16 Fijo 0,59
(39°, 40°) B 1,43 0,1747 Fijo
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Analisis Fuente  df Estadistico* P Varianza H?

L 1 38,11 6,70E-10 15,12
TxL 1 93,84 < 2,2e-16 8,01
Error - - - 16,12

S 1 142,29 < 2,2e-16 Fijo 0,57
CTmax L 1 39,00 4,24E-10 1,32
Error - - - 1,00

S 1 136,63 < 2,2e-16 Fijo 0,60
z L 1 44,32 2,78E-11 0,64
Error - - - 0,42

L = lineas, S = sexo, T = temperatura, B = Bloque.

* El estadistico razén de F se utilizo para evaluar los efectos fijos (temperatura, sexo,

interaccidon temperatura-sexo), y la razén de verosimilitud se utilizé para evaluar los

efectos aleatorios (lineas del DGRP,

interaccion

temperatura-linea, interaccion linea-temperatura-sexo).

linea-sexo,

interaccion
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Observed —logip(p)

T
4

Expected —logyo(p)

Figura 1S. Grafico cuartil-cuartil de los valores observados de asociacion de

las variantes con CTmax, versus la distribucion esperada (linea roja).

Observed —logio(p)

T
4

Expected —logyo(p)

Figura 2S. Gréfico cuartil-cuartil de los valores observados de asociacion de

as variantes con z, versus la distribucién esperada (linea roja).

63



Tabla 3S. Variantes candidatas asociadas a CTmax, genes a los que mapean y

la localizaciéon de la variante.

Variante Gen Ubicacidn
2L 10868795 SNP - -
2L 13045534 INS CG9932 INTRON
2L 13248395 SNP CG16820 INTRON
2L 14057611 SNP |nAChRalphab INTRON
2L 19380702 SNP CG17350 UPSTREAM
2L 5711227 SNP CG7236 INTRON
2L 5711391 SNP CG7236 INTRON
2L 5711587 SNP CG7236 INTRON
2L 5814836 SNP - -
2L 7847781 SNP CG14535 INTRON
2R 12362142 SNP - -
2R 12779619 SNP CG8910 INTRON
2R 12783567 SNP CG8910 UPSTREAM
2R 12783567 SNP mir-990 UPSTREAM
2R 16933004 SNP - -
2R 16995034 SNP ktub INTRON
2R 6584128 SNP stan INTRON
2R 7108863 SNP Syx6 SYNONYMOUS CODING
2R 7109993 SNP Syx6 DOWNSTREAM
2R 7109993 SNP CG7737 UPSTREAM
2R 9558456 SNP CG18368 |NON SYNONYMOUS CODING
2R 9558456 SNP fas INTRON
2R 9558456 SNP | CR45031 DOWNSTREAM
2R 9558599 SNP CG18368 SYNONYMOUS CODING
2R 9558599 SNP fas INTRON
2R 9558599 SNP CR45031 DOWNSTREAM
2R 9789755 SNP shot SYNONYMOUS CODING
2R 9915339 SNP mam INTRON
2R 9915339 SNP CG18371 UPSTREAM
3L 11679933 SNP Sug SYNONYMOUS CODING
3L 13511529 DEL CG10710 CODON DELETION
3L 14511587 SNP bbg INTRON
3L 14511587 SNP CG9592 DOWNSTREAM
3L 14511616 SNP bbg INTRON
3L 14511616 SNP CG9592 DOWNSTREAM
3L 16175647 SNP - -
3L 16729193 SNP CG9701 INTRON
3L 16729206 SNP CG9701 INTRON
3L 16729221 SNP CG9701 INTRON
3L 19963175 SNP Ac76E INTRON

3L_20678417_SNP
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Variante Gen Ubicacion
3L 21219928 SNP Eip78C INTRON
3L 2673374 SNP Fife INTRON
3L 2849735 SNP CGA43444 INTRON
3L 4053830 SNP CG1136 INTRON
3L 6038462 SNP - -
3L 7863462 SNP CG32365 INTRON
3L 8909707 SNP Tsp66E INTRON
3L 8909707 SNP CR43970 DOWNSTREAM
3R 14123954 SNP| | 3 05822 UTR 5 PRIME
3R 14123954 SNP DIc90F UPSTREAM
3R 14602906 SNP CG7720 INTRON
3R 14804661 SNP Smul DOWNSTREAM
3R 14804661 SNP CG12269 UPSTREAM
3R 14804661 SNP CG42613 DOWNSTREAM
3R 15138731 DEL DI INTRON
3R 15194652 INS Ino80 DOWNSTREAM
3R 15195230 SNP Ino80 INTRON
3R 15774979 SNP Hs6st INTRON
3R 15774979 SNP CG4783 DOWNSTREAM
3R 16006114 SNP - -
3R 16198263 SNP - -
3R 16727543 SNP CG5621 UPSTREAM
3R 1710820 SNP CG34113 INTRON
3R 17288306 SNP - -
3R 2122686 SNP - -
3R 2131139 SNP Osil6 NON SYNONYMOUS CODING
3R 21725881 SNP CG31091 UPSTREAM
3R 21725881 SNP MCO3 DOWNSTREAM
3R 21800252 SNP CG42261 INTRON
3R 23997133 SNP CG34354 INTRON
3R 24632128 SNP CheB98a UPSTREAM
3R 4022486 SNP CR43302 DOWNSTREAM
3R 4251685 SNP CG45263 INTRON
3R 4260554 SNP CG45263 INTRON
3R 595936 SNP CG44098 INTRON
3R 595936 SNP atms INTRON
3R 9548931 SNP CG34383 INTRON
3R 9548936 SNP CG34383 INTRON
3R 9794542 SNP rdx UTR 3 PRIME
3R 9871771 SNP - -
3R 9871933 SNP - -
X 10814926 SNP CG43901 UTR 3 PRIME
X 10814930 SNP CG43901 UTR 3 PRIME
X 10814947 SNP CG43901 UTR 3 PRIME
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Variante Gen Ubicacion
X 16954906 SNP CG45002 INTRON
X 17212170 SNP B-H2 INTRON
X 18709166 SNP CG42450 INTRON
X 18709168 SNP CG42450 INTRON
X 20570492 SNP - -
X 20570620 SNP - -
X 5049842 SNP CG15465 INTRON
X 5049842 SNP rg INTRON

Variantes en negrita también estuvieron asociadas a z.

Tabla 4S. Variantes candidatas asociadas a z, genes a los que mapean y la

localizacion de la variante.

Variante Gen Ubicacion
2L 10720488 SNP - -
2L 11467934 SNP - -
2L 12157911 SNP CG31760 INTRON
2L 12339385 SNP CG31862 SYNONYMOUS CODING
2L 1267239 SNP robo3 INTRON
2L 13030458 SNP CG9932 SYNONYMOUS CODING
2L 13045534 INS CG9932 INTRON
2L 13248395 SNP CG16820 INTRON
2L 14057611 SNP |nAChRalphab INTRON
2L 19380702 SNP CG17350 UPSTREAM
2L 2745034 SNP Cwc25 UPSTREAM
2L 2745034 SNP CG9961 UPSTREAM
2L 3012162 SNP CG17265 INTRON
2L 5711227 SNP CG7236 INTRON
2L 5711391 SNP CG7236 INTRON
2L 5814836 SNP - -
2L 6137756 SNP - -
2L 7847781 SNP CG14535 INTRON
2R 11041589 SNP - -
2R 11041756 SNP - -
2R 11041861 SNP - -
2R 12783567 SNP CG8910 UPSTREAM
2R 12783567 SNP mir-990 UPSTREAM
2R 13980921 SNP CG34386 SYNONYMOUS CODING
2R 13980921 SNP CG5757 DOWNSTREAM
2R 16933004 SNP - -
2R 16995034 SNP ktub INTRON
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Variante Gen Ubicacion
2R 6037369 SNP KCNQ INTRON
2R 6037397 SNP KCNQ INTRON
2R 6584128 SNP stan INTRON
2R 9558456 SNP CG18368 NON SYNONYMOUS CODING
2R 9558456 SNP fas INTRON
2R 9558456 SNP CR45031 DOWNSTREAM
2R 9558509 SNP fas INTRON
2R 9558509 SNP CG18368 NON_SYNONYMOUS CODING
2R 9558509 SNP CR45031 DOWNSTREAM
2R 9558599 SNP CG18368 SYNONYMOUS CODING
2R 9558599 SNP fas INTRON
2R 9558599 SNP CR45031 DOWNSTREAM
2R 9558794 SNP CG18368 SYNONYMOUS CODING
2R 9558794 SNP fas INTRON
2R 9558794 SNP CR45031 DOWNSTREAM
2R 9558795 DEL CG18368 FRAME SHIFT
2R 9558795 DEL fas INTRON
2R 9558795 DEL CR45031 DOWNSTREAM
2R 9915339 SNP mam INTRON
2R 9915339 SNP CG18371 UPSTREAM
3L 10224599 SNP - -
3L 11679933 SNP Sug SYNONYMOUS CODING
3L 14511587 SNP bbg INTRON
3L 14511587 SNP CG9592 DOWNSTREAM
3L 14511616 SNP bbg INTRON
3L 14511616 SNP CG9592 DOWNSTREAM
3L 15328763 SNP CR43992 INTRON
3L 15329961 SNP Toll-6 UTR 5 PRIME
3L 15329961 SNP CR43992 DOWNSTREAM
3L 15570978 SNP CG16979 NON_SYNONYMOUS CODING
3L 15570978 SNP mrn DOWNSTREAM
3L 16175647 SNP - -
3L 16411257 SNP Aats-tyr INTRON
3L 16411257 SNP CG4573 UPSTREAM
3L 16411264 DEL Aats-tyr INTRON
3L 16411264 DEL CG4573 UPSTREAM
3L 16411267 SNP Aats-tyr INTRON
3L 16411267 SNP CG4573 UPSTREAM
3L 16411268 SNP Aats-tyr INTRON
3L 16411268 SNP CG4573 UPSTREAM
3L 16729206 SNP CG9701 INTRON
3L 17584012 SNP Eip74EF INTRON

3L_18304696_SNP

3L_18305220_SNP

67



Variante Gen Ubicacion
3L 18305267 SNP - -
3L 18825213 SNP Indy INTRON
3L 1889364 SNP Tmhs INTRON
3L 19575216 SNP Shal INTRON
3L 19963175 SNP AC76E INTRON
3L 20678417 SNP - -
3L 2673374 SNP Fife INTRON
3L 2673383 SNP Fife INTRON
3L 2732059 SNP Mrtf INTRON
3L 2849735 SNP CG43444 INTRON
3L 3558280 SNP Eip63E INTRON
3L 4053830 SNP CG1136 INTRON
3L 4546816 SNP CG11357 INTRON
3L 6303039 SNP - -
3L 6521019 SNP sfl INTRON
3L 7123272 DEL CG15829 DOWNSTREAM
3L 7123272 DEL CG8628 UPSTREAM
3L 7137376 SNP corn DOWNSTREAM
3L 7864826 DEL CG32365 INTRON
3L 7898524 SNP pbl INTRON
3L 7898540 SNP pbl INTRON
3L 7958828 SNP - -
3L 8909707 SNP TsSp66E INTRON
3L 8909707 SNP CR43970 DOWNSTREAM
3L 8909709 SNP Tsp66E INTRON
3L 8909709 SNP CR43970 DOWNSTREAM
3R 12993245 SNP Mur89F INTRON
3R 14379195 SNP - -
3R 14602906 SNP CG7720 INTRON
3R 15194105 SNP Ino80 DOWNSTREAM
3R 15194178 SNP Ino80 DOWNSTREAM
3R 15194652 INS Ino80 DOWNSTREAM
3R 15195153 INS Ino80 INTRON
3R 15195158 MNP Ino80 INTRON
3R 15195162 INS Ino80 INTRON
3R 15195200 SNP Ino80 INTRON
3R 15195219 SNP Ino80 INTRON
3R 15195230 SNP Ino80 INTRON
3R 15206390 SNP Ino80 INTRON
3R 15774979 SNP Hs6st INTRON
3R 15774979 SNP CG4783 DOWNSTREAM
3R 15775057 SNP Hs6st INTRON
3R 15775057 SNP CG4783 DOWNSTREAM

3R_16006114_SNP
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Variante Gen Ubicacion
3R 16198263 SNP - -
3R 16727543 SNP CG5621 UPSTREAM
3R 16751319 DEL CG31191 INTRON
3R 16751319 DEL hdly INTRON
3R 1710820 SNP CG34113 INTRON
3R 19077130 SNP CG4449 UPSTREAM
3R 19077130 SNP EloA UPSTREAM
3R 19077150 SNP CG4449 UPSTREAM
3R 19077150 SNP EloA UPSTREAM
3R 2131139 SNP Osil6 NON_ SYNONYMOUS CODING
3R 21725864 SNP MCO3 DOWNSTREAM
3R 21725864 SNP CG31091 UPSTREAM
3R 21725881 SNP CG31091 UPSTREAM
3R 21725881 SNP MCO3 DOWNSTREAM
3R 21730825 SNP CR43259 DOWNSTREAM
3R 21730825 SNP CG31089 DOWNSTREAM
3R 21800252 SNP CG42261 INTRON
3R 22756257 SNP sda INTRON
3R 22756326 DEL sda INTRON
3R 23041388 SNP CR34006 DOWNSTREAM
3R 23997133 SNP CG34354 INTRON
3R 26283413 SNP CG2224 SYNONYMOUS CODING
3R 26285841 SNP CDase INTRON
3R 26285841 SNP CG2224 UPSTREAM
3R 26288044 SNP CDase INTRON
3R 26672102 SNP - -
3R 27474567 SNP kek6 INTRON
3R 4022486 SNP CR43302 DOWNSTREAM
3R 4251685 SNP CG45263 INTRON
3R 4255493 SNP CG45263 INTRON
3R 4256091 SNP CG45263 INTRON
3R 4260554 SNP CG45263 INTRON
3R 5558397 _SNP | alphaTub85E SYNONYMOUS CODING
3R 595936 SNP CG44098 INTRON
3R 595936 SNP atms INTRON
3R 9871771 SNP - -
3R 9871793 SNP - -
3R 9871933 SNP - -
X 10402778 INS spri INTRON
X 10403185 SNP spri INTRON
X 10814926 SNP CG43901 UTR 3 PRIME
X 10814930 SNP CG43901 UTR 3 PRIME
X 10814947 SNP CG43901 UTR 3 PRIME
X 11231972 SNP Kap3 INTRON
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Variante Gen Ubicacion
X 11860200 SNP cac INTRON
X 13021587 SNP CG32638 INTRON
X 17212170 SNP B-H2 INTRON
X 19737125 SNP pico INTRON
X 19737184 SNP pico INTRON
X 19738224 SNP pico INTRON
X 20570492 SNP - -
X 20570620 SNP - -
X 2512008 SNP Tsp3A DOWNSTREAM
X 2512023 SNP Tsp3A DOWNSTREAM
X 2573070 SNP sgg UTR 3 PRIME
X 2573244 SNP sgg UTR 3 PRIME
X 2573244 SNP HLH3B DOWNSTREAM
X 5049842 SNP CG15465 INTRON
X 5049842 SNP rg INTRON
X 5049863 SNP rg INTRON
X 5049863 SNP CG15465 INTRON
X 8569486 SNP - -
X 9281002 SNP mgl INTRON

Variantes en negrita también estuvieron asociadas a CTmax.
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CTmax relativo Machos
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CTmax relativo Hembras

Figura 3S. CTmax relativo para machos y hembras de 100 lineas del DGRP.
Flechas en el eje de los 45° indican el eje sexualmente antagonista. Colores indican
el indice de antagonismo sexual de cada linea, valores negativos (gradiente azul)
indican lineas donde el CTmax de los machos es mayor que el de las hembras,
mientras que valores positivos (gradiente roja) indican lineas donde el CTmax de las
hembras es mayor que el de los machos. Lineas en gris son sexualmente
concordantes, ya sea para valores bajos de CTmax (valores negativos en ambos

ejes) o para valores altos de CTmax (valores positivos en ambos ejes).

Z relativo Machos
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Z relativo Hembras

Figura 4S. z relativo para machos y hembras de 100 lineas del DGRP. Flechas

en el eje de los 45° indican el eje sexualmente antagonista. Colores indican el indice
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de antagonismo sexual de cada linea, valores negativos (gradiente azul) indican
lineas donde el z de los machos es mayor que el de las hembras, mientras que
valores positivos (gradiente roja) indican lineas donde el z de las hembras es mayor
que el de los machos. Lineas en gris son sexualmente concordantes, ya sea para
valores bajos de z (valores negativos en ambos ejes) o para valores altos de z

(valores positivos en ambos ejes).
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Tabla 5S. indice de antagonismo sexual para CTmax y z para 100 lineas del

DGRP.
DGRP CTmax y4 DGRP CTmax Z
28 0,611253086 | 0,543499392 | 399 | -0,663152853 | -0,523875882
40 -0,144989092 | -0,103099466 | 426 | 0,545448104 | 0,742406323
41 -0,272717336 | -0,177009779 | 427 | 0,676371364 0,5571606
45 0,057811048 | 0,059222388 | 437 | 0,160712882 | 0,171819694
59 -0,016491481 | -0,162110388 | 443 -1,03764855 | -1,060663346
69 0,588973286 | 0,197497023 | 486 | -0,248330023 | -0,349758835
75 0,284686052 | 0,220370962 | 491 | -0,158721294 | -0,186304893
83 -0,203493238 | -0,469027602 | 492 | 0,082640491 0,07377978
85 -0,01097092 | -0,013213839 | 509 | -0,345902785 | -0,226286234
91 0,3232094 0,336202273 | 513 | -1,028700152 | -0,72705155
93 0,883551476 0,95142217 517 | 0,342373812 | 0,439887654
101 | -0,097072184 | -0,100826551 | 535 | -0,016857016 | -0,021922313
105 | -0,066669093 | -0,003128635 | 555 | 0,444689046 | 0,314728777
109 | 0,238225216 | 0,167412409 | 563 | 0,620478669 | 0,389266921
136 | 0,480379878 | 0,611772977 | 584 | 0,126528175 | 0,157465752
142 | 0,156244561 | 0,108230488 | 589 | -0,077362503 | 0,017619674
149 -0,12201652 | -0,142632715 | 703 | -0,993203843 | -0,900004056
153 | 1,316527809 | 1,291861453 | 707 | 1,069878283 | 1,178303058
161 | 0,229091017 | 0,375947711 | 712 | -0,034824719 | 0,110429761
181 | 0,066647586 | 0,118690142 | 714 | 0,195584294 0,31438678
189 -0,2223835 -0,10687892 716 | 0,193765721 | 0,138990358
195 | -0,347488539 | -0,271229047 | 721 | 0,551552231 | 0,549967403
208 | 0,903547063 | 0,736793307 | 732 | 0,248190589 | 0,251652568
217 | -0,315163736 | -0,29146436 737 | 0,495243948 | 0,430666184
228 | 0,649517071 | 0,556957149 | 738 | 0,343765044 | 0,084622623
239 | 0,066399978 | 0,089094812 | 757 -0,47038596 -0,51053296
303 | -1,023321027 | -0,79074685 765 | -0,412450592 | -0,518133058
304 | -0,063058489 | -0,23444926 774 | -1,635850778 | -1,383107782
306 | -0,894994429 | -0,747596408 | 776 | -0,712125035 | -0,555337226
307 | 0,750511981 | 0,882611877 | 787 | 0,178810267 | 0,074292777
313 0,07973138 0,03596526 799 | 0,435165803 | 0,671753727
315 | -0,644029772 | -0,563523964 | 801 | -0,904255275 | -0,91083816
318 | -0,313292077 | -0,280140972 | 802 | 0,208447023 | 0,126738333
319 | -0,063730406 | -0,191110339 | 810 | -0,065330948 | -0,101307095
321 | 0,207329943 | 0,295634292 | 812 | 0,237718245 | 0,353545578
324 | 0,825760578 | 0,657611976 | 820 | 1,269362446 | 1,087309055
335 | -0,852220792 | -0,962387531 | 822 | -0,564295032 | -0,69394512
336 | -2,126550135 | -1,954850211 | 843 0,27604707 0,303308034
338 | 0,004258685 | -0,037880149 | 850 | -0,736017131 | -0,648212216
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DGRP CTmax z DGRP CTmax z

350 | 1,255084976 | 1,075130673 | 852 | -0,012774705 | -0,083922599
357 | 0,386703626 | 0,428254721 | 857 | 0,000995794 | -0,045456535
362 | -1,314129355 | -1,436131238 | 859 | 0,804335462 | 0,701520057
365 | -0,729715448 | -0,620751255 | 861 | 0,258441868 | 0,332039631
375 | 0,394252071 | 0,347248567 | 882 | -0,615395202 | -0,657710781
379 | -0,999490738 | -0,828732369 | 884 | 0,434426013 | 0,388167285
380 | -0,579483305 | -0,493222106 | 890 | 0,422810045 | 0,264523685
383 | 0,360108695 | 0,225845431 | 897 | 0,046663754 | 0,129353247
385 | 0,289611292 | 0,396289119 | 900 0,03185277 0,09081354

386 | -0,464526407 | -0,30812367 | 907 | 0,165714718 | 0,15371875

392 0,42982801 | 0,123064975 | 913 | -0,085677281 | -0,038230886
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Figura 5S. Grafico de Manhattan para la asociacion de todas las variantes
genéticas con el indice de antagonismo sexual de CTmax (A) y z (B) para 100
lineas del DGRP. Cada punto corresponde a una variante genética del genoma de
D. melanogaster, ordenadas segun su posicion cromosémica. El valor en el eje Y
de la variante indica la significancia de la asociacién con los fenotipos. La linea azul
marca el punto de corte de significancia de P=10° y los puntos verdes indican

variantes con asociacion significativa.
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